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RESUMEN

La homeostasis id6nica es muy importante para las funciones celulares y su
alteracion puede dar lugar al desarrollo de patologias como el cancer. El cancer es una
de las primeras causas de muerte en el mundo. En nuestro pais, el cancer colorrectal
(CCR) es el cancer con mayor incidencia. Procesos relacionados con el desarrollo de
CCR implican un remodelado de la homeostasis i6nica y, mas concretamente, del calcio
y del potasio. En células de CCR se han observado cambios en la homeostasis del Ca?*
intracelular, mas concretamente de la entrada de calcio operada por depdésitos (SOCE),
aumentada en las células tumorales de colon HT29. Estos cambios pueden estar
modulados por la mitocondria, por moléculas relacionadas con el transporte de Ca?

como TRPCL1 o por el exceso de poliaminas, asociadas al desarrollo de CCR.

En esta tesis se ha investigado la contribucion de la mitocondria, la proteina
TRPC1 y las poliaminas al remodelado del Ca?* intracelular en células de CCR. Los
resultados indican que la transferencia de mitocondrias aisladas de células normales
puede reducir SOCE en células tumorales HT29. Sin embargo, la transferencia de
mitocondrias aisladas de células tumorales aumenta SOCE en células HT29, mientras
que no tiene efecto sobre SOCE en las células normales NCM460. Los resultados de la
edicion del canal TRPC1 en células tumorales HT29 no tienen un efecto claro sobre
SOCE como tampoco lo tiene su inhibicion farmacolégica utilizando Picol45 a bajas
concentraciones. Por otro lado, la inhibicién de la sintesis de poliaminas utilizando
DFMO puede revertir la expresion diferencial tumoral de genes relacionados con el
transporte de Ca?" en lineas celulares de CCR y, en consecuencia, revertir el
remodelado del Ca?* intracelular observado en CCR. Ademas, en las células tumorales
HT29, donde hay una infraexpresion de canales de K*, se ha observado una disminucion
de la corriente total de K* en comparacién con las células NCM460, que se revierte con
la inhibicion de la sintesis de poliaminas con DFMO. Sin embargo, la corriente mediada
por los canales Kv10.1 y Kv11.1, mayor en células tumorales HT29, aumenta tras el

tratamiento de las células tumorales con DFMO.

Los resultados de este proyecto abren nuevas vias de investigacion en relacion
con el CCR poniendo el foco en la mitocondria y la transferencia mitocondrial entre
células, asi como en las poliaminas y su deplecion para revertir el remodelado iénico

que se produce en el CCR.
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1. El cancer colorrectal.
1.1. Aspectos generales del cancer colorrectal.

Segun los ultimos informes del Global Cancer Observatory (GCO) perteneciente
a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el afio 2020 se registraron en el mundo
mas de 19 millones nuevos casos de cancer y cerca de 10 millones de muertes por esta
causa, situando el cAncer como una de las dos primeras causas de muerte en el mundo
(Bray et al., 2021). Si nos fijamos en los distintos tipos, el cancer colorrectal (CCR) ocupa
el tercer lugar en incidencia en el mundo (figura 1A), detrds del cAncer de mamay el
cancer de pulmoén, pero el segundo en mortalidad, solo por detras del cancer de pulmon
(figura 1C). En el caso concreto de Espafia, en el afio 2020 se registraron mas de
280.000 casos de cancer en el afio 2020, de los cuales el CCR era el de mayor
incidencia (figura 1B), con mas de 40.000 casos, y el segundo en mortalidad (figura 1D).
Ademas, segun la OMS, en el afio 2040 se espera que en nuestro pais la incidencia
aumente hasta los 375.000 casos de cancer, de los cuales aproximadamente el 15% se
correspondera con CCR (Sung et al., 2021).

Pese a estas cifras, la tasa de mortalidad por cancer ha ido descendiendo a lo
largo de los afios debido a los sistemas de prevencion y la mejora en los tratamientos.
En el caso concreto del CCR, la mortalidad en Europa en mayores de 50 afios se ha
reducido debido al cambio en el estilo de vida y dieta (Malvezzi et al., 2018). En menores
de 50 afios, la incidencia del CCR ha aumentado en la poblacion europea en general,
aunque la mortalidad se ha mantenido y esta por debajo de la mortalidad de paises
como Estados Unidos, Canada y Reino Unido, entre otros, debido en parte a la menor

tasa de obesidad y el consumo de alcohol (Santucci et al., 2021).
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Figura 1. Incidencia y mortalidad en el afio 2020 de los diferentes tipos de cancer en el
mundo y en Espafia. A. B. Incidencia de los diferentes tipos de cancer en el mundo (A) y en
Espafia (B) en el afio 2020. C.D. Gréfico de barras con los 10 tipos de cancer con mayor nimero
de casos de muertes en el mundo (C) y en Espafia (D) durante el afio 2020. Datos obtenidos de
GCO (https://gco.iarc.fr/).

Algo comun a todos los tipos de cancer es que presentan células que han pasado
de la normalidad a un estado de crecimiento neoplasico, adquiriendo caracteristicas
para formar tumores malignos. Estas caracteristicas se conocen como hitos o hallmarks
del cancer y engloban aquellos cambios fenotipicos a nivel celular comunes a todos los

tipos de cancer.

Los hitos del cancer se describieron por primera vez en el afio 2000, donde se
enumeraron seis hallmarks: mantenimiento de las sefiales proliferativas, evasion de los
supresores de crecimiento, activacion de la invasion y metastasis, desarrollo de
inmortalidad replicativa, induccién de angiogénesis y resistencia a la muerte celular
(Hanahan and Weinberg, 2000). Afios mas tarde, los mismos autores describieron

nuevos hallmarks emergentes y caracteristicas favorables para el desarrollo tumoral.
18
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Estas nuevas capacidades, afiadidas a las seis anteriores ya descritas, incluian la
desregulacién del metabolismo energético celular, la evasion de la destruccién inmune,
la inflamacién promovida por el tumor y la aparicion de inestabilidad gendmica vy
mutaciones (Hanahan and Weinberg, 2011). Los ultimos estudios, con el fin de abarcar
toda la complejidad de la patogénesis del cancer, afiaden unas nuevas caracteristicas
favorables, consecuencia de las condiciones de neoplasia por las cuales las células
cancerosas Yy los tumores pueden adoptar sus distintivos rasgos funcionales. Estas
nuevas caracteristicas incluyen la ganancia de plasticidad fenotipica, la reprogramacion
epigenética no debida a mutaciones, la variabilidad en el microbioma y las células
senescentes (Hanahan, 2022). Por lo tanto, en la actualidad se identifican un total de
catorce hallmarks o caracteristicas favorables, recogidas en la figura 2, comunes a los

diferentes tipos de cancer.

Mantenimiento de las Evasion de los
sefales proliferativas supresores tumorales

Desregulacion del
metabolismo celular @
S

Reprogramacion

Plasticidad fenotipica
epigenética no mutacional

Evasion de la
destrucciéon inmune

Resistencia a la Replicacion
muerte celular B ilimitada
Inestabilidad genémica Promocioén
y mutaciones de la inflamacion

Senescenma Microbiomas
celular polimorficos

Angiogénesis Invasiony
metastasis

Figura 2. Hallmarks del cancer. Caracteristicas o hitos del cancer descritos por Hanahan y
Weinberg que incluyen los hallmarks descritos en el afio 2000, las incorporaciones del afio 2010
y las nuevas adiciones sugeridas en 2022. Imagen adaptada de los nuevos hallmarks del cancer
(Hanahan, 2022).
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1.2. Desarrollo del cancer colorrectal.

La mayoria de los casos de CCR se asocian a mutaciones espontaneas no
hereditarias y cambios epigenéticos relacionados con distintos factores de riesgo como
la obesidad, un estilo de vida sedentario, el microbioma intestinal, exceso de consumo
de carne, grasas y azlcares, el consumo de alcohol o el tabaquismo entre otros
(Giovannucci, 2002). Sin embargo, alrededor del 30% de los casos de CCR presentan
un perfil familiar donde cerca del 5% se ha relacionado con un sindrome hereditario. En
el perfil hereditario se incluye la transmision o predominancia de variantes de genes
especificos de predisposicion a CCR como el gen APC (del inglés adenomatous
polyposis coli); genes para la reparacion de errores o0 MMR (del inglés missmatch
repair); moléculas de adhesion epitelial (EPCAM), o los genes SMAD4 y BMPR1a (Giglia
and Chu, 2016; Siegel et al., 2020; Syngal et al., 2015). También se han encontrado
evidencias del papel que puede jugar el microbioma o los productos que genera, y se
ha visto que pacientes con CCR presentan una menor diversidad en la microbiota
intestinal (Cheng et al., 2020; Tjalsma et al., 2012).

En los dltimos afos se ha avanzado en el conocimiento de la genética relacionada
con el CCR y se han descrito tres mecanismos principales implicados en el inicio y
progresion de este tipo de cancer: el primero y mas comin es la inestabilidad
cromosémica (CIN, del inglés chromosomal instability); el segundo es la inestabilidad de
microsatélistes (MSI, del inglés microsatellite instability), causado por problemas en la
reparacion de secuencias de nucleétidos repetidas en el ADN, y el tercero es el
asociado con el fenotipo de metilacién de las islas CpG (CIMP, del inglés CpG Island
Methylation Pathway), relacionado con mutaciones en BRAF y asociado generalmente
con MSI (Bogaert and Prenen, 2014). El primero de los mecanismos es el mas comdn
(en torno al 70% de los casos) y se ha encontrado tanto en casos espontdneos como
en familiares. Establece la secuencia adenoma-adenocarcinoma debido a una serie de
mutaciones en supresores tumorales y oncogenes (figura 3). La primera mutacién
generalmente implica la pérdida de APC, un supresor tumoral. Esta mutacién favorece
la proliferacién celular promoviendo la formacién de pequefios adenomas benignos. Los
pequefios adenomas con mutaciones en APC pueden acumular mutaciones en proto-
oncogenes como KRAS, de manera que se activan y se incrementa la proliferaciéon
celular provocando un adenoma maligno. Este escenario puede empeorar dando lugar
al adenocarcinoma a través de mutaciones secuenciales en otros genes como el

supresor tumoral TP53 o PIK3CA, necesario en la transicion adenoma-carcinoma.
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También se pueden producir mutaciones en SMAD4 o TGFBR. Todo ello promueve la
capacidad de infiltraciébn y metastasis del CCR hacia otros érganos (Armaghany et al.,
2012; Huang et al., 2018; Tirendi et al., 2023; Vogelstein et al., 2013).

TP53
APC KRAS PIK3CA
Ji
v "y ; v A~
0000000 s .."b.. 00—
/Y -
Ad Ad .
Epitelio de colon teri:?::; tz':gga SMAD4 | Adenocarcinoma
sano (benigno) (maligno) TGFBR y CCR

Figura 3. Transicién de la iniciacién y progresion del CCR. Pasos que establecen la
secuencia adenoma-adenocarcinoma en el CCR. En rojo en cajas se indican las diferentes
mutaciones que tienen lugar en la transicién entre las distintas etapas. Figura adaptada de
(Tirendi et al., 2023).

El 70% de los casos de cancer colorrectal esporadico comienza con mutaciones
en APC que provocan su pérdida de funcién. El gen APC codifica un supresor tumoral
relacionado con la via de sefializacién Wnt/B-catenina, la cual tiene un papel esencial
en CCR tanto esporadico como hereditario (De Filippo et al.,, 2002). La via de
sefalizaciébn de Wnt/ B-catenina mantiene las células troncales indiferenciadas en la
base de las criptas coldnicas hasta el momento de la diferenciacion. -catenina actia
como factor de transcripcion y controla la migracién de estas células indiferenciadas
fuera de las criptas, donde se diferenciaran y moriran al cabo de 3-7 dias. La proteina
APC promueve la degradacion de B-catenina funcionando como un regulador negativo
de esta via. Las mutaciones en APC o su pérdida en los enterocitos provocan la
acumulacion de B-catenina, de manera que no se produce la migracién y se mantiene
el fenotipo de las células troncales en las criptas coldnicas. Esta acumulacién de células
indiferenciadas en las criptas puede conducir a la formacién de pélipos. Estos polipos,
junto con la acumulacién secuencial de otras mutaciones como KRAS o TP53,
promueven la secuencia adenoma-carcinoma que puede llevar al desarrollo del

carcinoma (Armaghany et al., 2012; Powell et al., 1992).

El 30% restante de los casos de CCR espontaneo se desarrolla por la via serrada.
Esta via se caracteriza por la activacion de la via de las MAP quinasas (mutaciones en

KRAS o BRAF) y la presencia de CIMP. No se necesita MSI en esta via aunque aparece
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en muchos de los casos, demostrando que el grupo serrado es muy heterogéneo, donde
tampoco se descarta una secuencia hiperplasia-adenoma-carcinoma inducida por
BRAF (Bettington et al., 2013; Bogaert and Prenen, 2014)

Pese a que el modelo adenoma-adenocarcinoma que implica APC esté altamente
extendido, el CCR desde un punto de vista genético-molecular es bastante diverso. Se
han observado diferencias moleculares y fenotipicas segun la localizacién del tumor
(lado derecho o izquierdo). Los CCRs del lado derecho, con fenotipo celular mas
mucinoso, aparecen principalmente en pacientes con predisposicion genética y se
caracterizan por MSl y CIMP. Por el contrario, los del lado izquierdo se caracterizan por
la inestabilidad cromosdmica descrita anteriormente y la activacion de la via EGFR (del
inglés epidermal growth factor receptor) (Bogaert and Prenen, 2014; Molinari et al.,
2018).

1.3. Prevencion y tratamiento del cancer colorrectal.

Una de posibles terapias en la quimioprevencion del CCR es el uso de
antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) como la aspirina, el ibuprofeno o el sulindac.
La principal actividad antitumoral de los AINEs es la supresion de la sintesis de
prostaglandina E, por medio de la inhibicion de la ciclooxigenasa 2 (COX-2). Esto
provoca una disminucion de la proliferaciéon celular y de la angiogénesis, asi como un
aumento de la apoptosis. Los personas que toman AINEs tienen una menor incidencia
de CCR por lo que estos farmacos podrian tener un efecto quimiopreventivo a largo
plazo, convirtiendo el CCR en una enfermedad crénica que se podria tener bajo control
(Maniewska and Jezewska, 2021; Maxwell, 2012). Ademas, se ha visto que AINEs como
sulindac pueden actuar sobre la via de Wnt/B-catenina a través de la degradacién de [3-
catenina y reduciendo su concentracion en el nlcleo, mediante un mecanismo
independiente de COX (Barker and Clevers, 2006).

Otro de los compuestos mas utilizados en la quimioprevencion del CCR es la
molécula de difluorometilornitina (DFMO). EI DFMO es un inhibidor suicida de la ornitina
descarboxilasa 1 (ODC1), la enzima limitante en la biosintesis de poliaminas en
animales. Se ha visto que esta enzima esta sobreexpresada en la mayoria de CCRs y
gue existe un exceso en la biosintesis de poliaminas en pacientes con CCR y otros tipos
de cancer. La administracién de DFMO solo o en combinacién con otros farmacos como
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sulindac se ha visto que puede ser un potente inhibidor de la carcinogénesis (Bachmann
and Geerts, 2018; Gerner et al., 2018; Gutiérrez et al., 2019). Los estudios relativos a la
sintesis de poliaminas y a su inhibiciébn como prevencion para el CCR se trataran mas

adelante.

En pacientes con CCR de alto riesgo en estadio 1l o lll y pacientes en estadio IV,
el principal tratamiento es la escision quirargica para erradicar cualquier residuo de la
enfermedad seguido de un tratamiento de quimioterapia. A dia de hoy, seria posible
atacar el cAncer de manera mas especifica teniendo en cuenta el componente genético
y molecular del paciente, aplicando terapias dirigidas e inmunoterapias o estrategias
contra las células troncales del cancer (CSC del inglés cancer stem cells), las cuales

presentan un fenotipo de resistencia a farmacos (Tirendi et al., 2023).
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2. Homeostasis del calcio intracelular.
2.1. Funciones del Ca?* dentro de la célula.

El calcio (Ca?*) es un ion fundamental dentro de la célula. Actia como segundo
mensajero que puede regular diferentes funciones celulares a través de sistemas de
sefializacion. Estas vias de sefalizacion estan basadas en cambios en la concentracion
de Ca?"intracelular, es decir, en la homeostasis del Ca?* intracelular. Los cambios en la
concentracion estdn determinados por un balance entre las reacciones on, que
introducen Ca?* al citoplasma y las reacciones off, que retiran Ca?* del citoplasma por el
efecto de tampones o buffers, bombas e intercambiadores. En las reacciones on, el Ca?*
se une a diferentes efectores responsables de la estimulacién de numerosos procesos
fisioldgicos dependientes de Ca?* (Berridge et al., 2003). La capacidad del Ca?* para
alterar campos electrostaticos y la conformacion de proteinas es una de las claves de la
transduccion de sefiales mediada por Ca?* (Clapham, 2007). El ion Ca?* es determinante
en procesos a corto plazo como la exocitosis de neurotransmisores y hormonas o la
contraccién muscular. A largo plazo, la sefializacion por Ca?* es clave en todos los
procesos de la vida de un organismo, desde la fecundacién del 6vulo en mamiferos y la
formacion del embrién, hasta la muerte celular por apoptosis. Ademas, participa en el
control de procesos fisioldgicos durante el desarrollo y la vida adulta (figura 4), como el

ciclo celular y las sefales de proliferacion y diferenciacion celular (Berridge et al., 2000).

La vida en mamiferos comienza con la fecundacion, donde el évulo produce un
patrén espaciotemporal caracteristico de ondas de Ca?* que constituyen sefiales para
la fusiébn de los nucleos masculinos y femeninos que da comienzo al desarrollo
embrionario (Miyazaki et al., 1993). Mas tarde, las células entraran en el ciclo celular.
Durante el ciclo celular, se producen oscilaciones de calcio basadas en la liberacion de
Ca?" almacenado de manera que se inician eventos especificos asociados a la mitosis,
como la rotura de la envoltura nuclear o la division celular (Ciapa et al., 1994). El Ca?*
también esta implicado en la induccion de la diferenciacion celular en el embrion donde
promueve la formacion de células somitas que daran lugar a las células que formaran
parte de las vértebras y costillas, de la dermis de la piel y los musculos esqueléticos.
También se relaciona con la diferenciacion de los distintos tipos celulares en la vida
adulta (Berridge et al., 2000; Ferrari et al., 1998).

24



INTRODUCCION

P
s \ oo
. &
Fecundaciony Ny .
desarrollo embrionario M Apoptosis
r |
N
&
— @i — 4
Ciclo celular e i s Proliferacion

celular

Diferenciacién
celular

Figura 4. Principales funciones del Ca®* alargo plazo dentro de la célula. El Ca?* actlia como
segundo mensajero dentro de la célula y participa en importantes vias de sefializacion
relacionadas con la fisiologia celular. Imagen creada con BioRender.com.

En cuanto a la proliferacién celular, el Ca?* regula vias de sefializacion como la
ruta de las MAP quinasas (MAPK) o la via de la fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K/AKT),
donde el Ca?* puede activar factores de transcripcion como NF-AT o NF-kB en el
citoplasma o CREB en el nicleo (Berridge et al., 2000; Crabtree, 2001). Por ultimo, el
Ca?* también participa en la apoptosis. La funcion del Ca?* en la apoptosis es realmente
compleja ya que implica distintos sistemas y cascadas de sefializacion. En condiciones
patolégicas, el Ca?" puede inducir apoptosis a través del flujo entre reticulo
endoplasmico (RE) y mitocondria. Por ejemplo, la liberacién de Ca?' del RE debido a
estimulos pro-apopt6ticos provoca la activacién del poro de permeabilidad transitoria
mitocondrial (MPTP, del inglés mitochondrial permeability transition pore), de manera
gue se incrementa la permeabilidad de la mitocondria a Ca?", se produce una
sobrecarga de este ion y se libera citocromo c, iniciando el proceso de apoptosis
(Berridge et al., 2000; Szalai et al., 1999). Todos estos procesos celulares controlados
por Ca?* se basan en un mecanismo simple: la variacién de la concentracién de Ca*

dentro de la célula.
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2.2. Sistemas de transporte de Ca?".

Llevando a nuestro terreno la frase de Lavoisier sobre la energia, podriamos decir
que el Ca? ni se crea ni se destruye, solo se transporta. Dentro de la célula, las
concentraciones de Ca?" en el citoplasma ([Ca?'].t) se encuentran en torno a 100 nM
cuando las células estan en reposo, mientras que, en el exterior celular, la concentracion
de Ca?* ([Ca?]ex) €s 10.000 veces superior, alrededor de 1-2 mM. Esto provoca que
haya un enorme gradiente electroquimico que favorece la entrada de Ca?* al citoplasma.
Dentro de la célula, el Ca?* se puede almacenar en el RE donde la concentracién de
Ca?* ([Ca?']re) esta en el rango milimolar, similar ala [Ca?*]ex. (De La Fuente et al., 2013).
Debido a la diferencia con la [Ca?]., el Ca?* puede salir del RE al citoplasma a favor de
gradiente de concentracion. El aparato de Golgi (AG), aunque de manera menos
importante, también puede almacenar Ca?" (Rizzuto and Pozzan, 2006). Otros
organulos subcelulares, como la mitocondria o el nicleo, presentan una [Ca?*] similar a
las del citoplasma y solo se incrementa después de una estimulacién (Chamero et al.,
2002; Montero et al., 2000), aunque la situacion de la mitocondria es excepcional por el
enorme gradiente eléctrico que favorece la entrada de Ca?* a la matriz mitocondrial y

que se describira en detalle mas adelante.

Cuando las células se activan, la [Ca?'].t puede incrementarse desde los 100 nM
hasta los 1000 nM (Berridge et al., 2000). Este Ca?* procede del espacio extracelular o
de los depésitos intracelulares. Para regular los niveles de Ca?* es necesaria una
compleja maquinaria de sistemas transportadores de Ca?" (figura 5). Asi, en la
membrana plasmatica (MP) y en el RE, principalmente, hay canales que promueven el
incremento de [Ca?]«t. Por el contrario, distintas bombas e intercambiadores promueven
la eliminacién de Ca?* del citoplasma. Estos sistemas seran descritos a continuacion en

mas detalle.
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Figura 5. Sistemas de transporte implicados en la homeostasis intracelular de Ca?*. La
[Ca?*]t es cuatro veces menor que la [Ca?*]ext. El Ca?*puede entrar a la célula a favor de
gradiente a través de canales ROC, SMOC, SOC o VOC. El Ca2+ puede salir de la célula a
través de la membrana plasmatica gracias a la bomba PMCA vy al intercambiador NCX. Dentro
de la célula, el RE actlia como depdésito de Ca?* donde [Ca?t]re es de 1 mM, y se puede liberar
Ca?* al citoplasma a través del receptor de RyR o IP3R. El Ca?* se introduce al interior del RE a
través de la bomba SERCA. El AG también puede retirar Ca?* del citoplasma a través de la
bomba SPCA. Por ultimo, la mitocondria donde [Ca?*]mit s similar a la del citoplasma, también
puede captar Ca?* del citoplasma. Debido al potencial de membrana tan negativo (-180 mV), el
Ca?* puede entrar a la mitocondria a través del uniportador MCU. La mitocondria puede liberar
Ca?* al citoplasma a través de los intercambiadores HCX y mNCX/NCLX introduciendo a la matriz
iones H* o Na*/Li*, respectivamente. Figura creada con BioRender.com.

2.2.1.Sistemas de transporte de Ca?* de la membrana plasmaéatica.

En la MP encontramos tanto canales que permiten la entrada de Ca?* a favor de
gradiente cuando se abren, como bombas e intercambiadores que provocan la salida

de Ca?* de manera activa (figura 6).
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Figura 6. Sistemas de transporte de Ca?* de la membrana plasmatica. En la MP existen una
serie de canales que permiten la entrada de Ca2* a la célula. Estos canales pueden ser activados
por distintos estimulos como cambios en el potencial de membrana (VOCC), la unién de ligandos
extracelulares (ROCC) o intracelulares (SMOCC), estimulos del ambiente como calor, farmacos
0 estrés mecanico (TRP) o por el vaciado de los depdsitos intracelulares (SOCC). También
existen sistemas de extrusién de Ca2* en contra de gradiente como la bomba PMCA que
consume ATP o intercambiadores que sacan Ca?* gracias al flujo a favor de gradiente de otros
iones como Na* (NCX) o Na* y K* (NCKX). MP: membrana plasmatica; Ext.: espacio extracelular;
Cit.: citoplasma; RE: reticulo endoplasmatico. Figura creada con BioRender.com.

Sistemas de entrada de Ca?" al citoplasma de la membrana plasmética.

En condiciones normales, estos canales permanecen cerrados. Sin embargo, con
la llegada de ciertos estimulos, los canales se pueden abrir, de manera que se aumenta
la [Ca?]«. La diferencia del gradiente de concentracion de Ca?* y el potencial de
membrana negativo dentro de la célula favorecen la entrada de Ca?* a la célula. Los

principales canales de entrada de Ca?* son:

Canales de Ca?" operados por voltaje (VOCC, del inglés voltage-operated Ca*

channels). Son canales que se activan a través de cambios en el potencial de membrana
y permiten la entrada de Ca?* al interior celular. Segin sus propiedades fisioldgicas y
farmacolégicas podemos distinguir cinco tipos de corrientes de Ca?* diferentes (L, N,
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P/Q, R, T) y se han descrito diez subfamilias diferentes de VOCC (Catterall, 2011). Estos
canales adquieren una mayor importancia en las células excitables como neuronas,
células musculares, células cardiacas o células endocrinas, entre otras (Berridge, 2014;
Tsien, 1983). Los mas importantes en el CCR son Ca,1.2, Ca/1.3, Ca,2.2 y Ca,3.2
(Pérez-Riesgo et al., 2017).

Canales de Ca?* operados por receptor (ROCC, del inglés receptor-operated Ca**

channels). Los canales ROCC se activan cuando se une un ligando a su receptor,
generalmente un neurotransmisor, una hormona, y permiten la entrada de Ca?* a favor
de gradiente (Berridge, 2014). Pueden ser receptores ionotrépicos si el receptor y canal
forman la misma estructura, como es el caso del receptor nicotinico de acetilcolina, o
receptores metabotrépicos donde receptor y canal estan en estructuras diferentes, como
son los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs). Muchos de estos canales no son
selectivos de Ca?* y dejan pasar otros iones, por lo que se ha sugerido que ROCC haga
referencia a canales cationicos operados por receptor, donde se incluyen, por ejemplo,
los canales TRP (McFadzean and Gibson, 2002).

Canales de Ca?* operados por sequndos mensajeros (SMOCC, del inglés second

messenger-operated Ca?* channels). Son canales que se activan a través de una sefial
intracelular, como nucleétidos ciclicos, diacilglicerol o acido araquidonico (Parekh and
Putney, 2005; Sage, 1992).

Canales receptores de potencial transitorio (TRP, del inglés transient receptor

potential). Los canales TRP son canales i6nicos que se pueden activar por distintos
mecanismos como cambios en la osmolaridad, en la temperatura, estimulos mecanicos
o cambios en los niveles intracelulares de Ca?* (Montell, 2005). Se clasifican en seis
subfamilias basadas en la homologia de secuencias: TRPC (candnicos o clasicos);
TRPV (sensibles a vaniloides como la capsaicina) estudiados por la sensibilidad al calor;
TRPM (melastatina); TRPA (anquirina) principalmente quimioceptores estudiados como
dianas de analgésicos; TRPML (mucolipinicos) encontrados principalmente en
compartimentos intracelulares, y TRPP (policistina) un grupo mas diverso relacionado
con la enfermedad poliquistica renal (Samanta et al., 2018). Estos canales se
consideran sensores del entorno celular y algunos se han visto relacionados con la
homeostasis del Ca?* y la entrada operada por depdsitos, por lo que se tratardn mas

adelante.
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Canales de Ca* operados por depositos (SOCC, del inglés store-operated Ca**

channels). Son canales que se activan por la disminucién de Ca?* en los depoésitos
intracelulares como el RE (Parekh and Putney, 2005). La entrada de Ca?* debido al
vaciado de los depdsitos es lo que se conoce como SOCE (del inglés store-operated
calcium entry) o entrada capacitativa de Ca?" y sera descrita en profundidad mas
adelante. SOCE es el mecanismo principal de entrada de Ca?' en las células no
excitables como las de colon o CCR. Algunos estudios sugieren que ciertos canales
TRP como por ejemplo TRPC1 actian como SOCC debido a su implicacion en SOCE
(Lopez et al., 2020Db).

Sistemas de salida de Ca?* del citoplasma de la membrana plasmatica.

Para mantener los niveles de Ca?* citosolico en su rango fisioldgico es necesario
gue haya mecanismos de extrusion de Ca?* en la MP que saquen Ca?* en contra de

gradiente. Los sistemas de salida de Ca?* en la MP son:

Bomba de Ca?" de la membrana plasmatica (PMCA, del inglés plasma membrane

calcium ATPase). La PMCA es una ATPasa de tipo P que fue descubierta hace mas de
medio siglo en eritrocitos, pero que esta presente en la mayoria de los tipos celulares.
La PMCA tiene una alta afinidad por el Ca?*, pero una baja capacidad de transporte y
saca una molécula de Ca?* por cada molécula de ATP que hidroliza, a la vez que
introduce H* (Brini and Carafoli, 2009). Hay cuatro isoformas conocidas de PMCA que
estan codificadas por genes distintos y presentan distintos patrones de expresion.
PMCA1y PMCA4 estan expresadas mas o menos en todos los tipos celulares, mientras
gue PMCA2 y PMCAS son especificas de algunos tipos celulares, sobre todo del sistema
nervioso (Stafford et al., 2017; Strehler and Zacharias, 2001). PMCAL esté relacionada
con el desarrollo de los linfocitos B, mientras que PMCA4 se relaciona con los linfocitos
T (Korthals et al., 2021). Se ha observado que PMCA4 esta disminuida en las células
de CCR (Aung et al., 2009; Pérez-Riesgo et al., 2017).

Como se observa en la figura 7, la PMCA tiene diez dominios transmembrana,
extremos N-temrinal y C-terminal citosolicos y dos grandes bucles intracelulares. En el
extremo N-terminal se sitian la mayor parte de las variaciones entre las isoformas. En
el extremo C-terminal se encuentra una region de unién a calmodulina (CaMBD). La

calmodulina puede interaccionar especificamente con la bombay activarla. En el primer
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bucle contiene un sitio de unién a fosfolipidos acidicos, lo que incrementa la afinidad de
la PMCA por el Ca?*. El segundo bucle contiene el sitio catalitico de la bomba. En ambos
bucles existen regiones autoinhibitorias que se pueden unir a CaMBD para mantener la
bomba en un estado cerrado y con menor afinidad por el Ca?* (Brini et al., 2010; Brini
and Carafoli, 2011; Stafford et al., 2017).

Extracelular

MP

Figura 7. Topologia de la PMCA. La bomba PMCA se sitta en la MP. Consta de 10 dominios
transmembrana conectados por bucles pequefios en su lado externo. La porcién citosélica
contiene el centro catalitico, indicado en amarillo, donde se une e hidroliza el ATP. En la porcién
citosdlica también se encuentra el sitio de union a fosfolipidos acidicos (PL) y a calmodulina
(CaMBD), en azul. MP: membrana plasmatica. Figura adaptada de (Brini and Carafoli, 2011).

Intercambiador Na*/Ca?* de la membrana plasmatica (NCX, del inglés Na*/Ca®*

exchanger). NCX es un intercambiador de baja afinidad al Ca?*, pero de alta capacidad,
muy importante para la extrusién de Ca?* en tejidos excitables como el cerebro o el
corazbn. NCX estd codificado por tres genes que da lugar a las tres isoformas
existentes. Tiene nueve segmentos transmembrana separados en dos porciones por un
bucle citosolico. Tiene un dominio de unién a Na* y dos dominios de unién a Ca?* (Brini
and Carafoli, 2011; Quednau et al., 2004). Generalmente transporta un ion de Ca?* por
cada tres iones de Na* que introduce a favor de gradiente, pero la estequiometria es
variable y puede ser 1:1 0 4:1 segun la acumulacion o deplecion de iones u otros flujos
ibnicos. NCX también puede introducir Ca?* al interior celular y extraer Na* dependiendo
del gradiente electroquimico de los iones (Bers and Ginsburg, 2007; Philipson et al.,
2002).
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Intercambiador Na*/Ca?-K* de la _membrana plasmatica (NCKX, del inglés

Na*/Ca?*-K* exchanger). NCKX pertenece a la superfamilia de los intercambiadores
NCX. Es mas comun en células excitables. En condiciones normales, NCKX puede
mover cuatro iones de Na* por cada ion de Ca? y K* en un transporte a favor de
gradiente electroquimico de Na* y K*, aunque esta estequiometria puede cambiar en
condiciones patologicas (Al-Khannag and Lytton, 2023; Brini and Carafoli, 2011; Lytton,
2007).

2.2.2.Sistemas de transporte en los depésitos intracelulares de Ca?".

Dentro de las células, el mayor depdsito de Ca?* que se conoce es el reticulo
endoplasmatico (RE). Este organulo esté especializado en el depdésito y sefializacion de
Ca?". Tanto el RE como el aparato de Golgi (AG) pueden retirar Ca?* del citoplasma a
través de bombas como la SERCA en el RE o la SPCA en AG. Por otra parte, la [Ca®"]c
puede aumentar por el Ca?* liberado desde el RE a través del receptor de IP; o del

receptor de rianodina (figura 8).
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Figura 8. Sistemas de transporte de Ca?* en el reticulo endoplasmatico. El RE es el mayor
almacén de Ca?* dentro de la célula. El Ca?* puede ser liberado al citoplasma a través de los
receptores de inositol trifosfato (IPsR) o de rianodina (RyR). En menor medida también se puede
liberar a través de canales de goteo o leak. La entrada de Ca?* en el RE se produce a través de
SERCA, que consume ATP. Figura creada con BioRender.com.
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Sistemas de retirada de Ca?* del citoplasma.

Para mantener los niveles de [Ca%']«, el Ca?" puede ser captado a organulos
intracelulares como el RE y el AG que pueden retirar Ca?* del citoplasma a través de
ATPasas, similares a la PMCA de membrana, gracias a la hidrdlisis de una molécula de
ATP. Estas bombas son SERCA en el RE y SPCA en el AG.

La bomba ATPasa de Ca?" del reticulo sarco/endoplasmico (SERCA, del inglés

sarco/endoplasmic reticulum Ca*-ATPase) es el sistema de captacion de Ca?* citosolico
al interior del RE. SERCA fue descubierta hace mas de 65 afios en musculo esquelético.
La bomba SERCA puede captar Ca?* rapidamente del citoplasma, de manera que se
establece un gradiente de concentracion de Ca?* entre el RE vy el citoplasma de hasta
cuatro ordenes de magnitud. Esta diferencia de gradiente hace que el RE actie como
tampdn de Ca?" para regular cambios rapidos y transitorios en la [Ca%']st (James W
Putney, 1999).

SERCA introduce al RE dos Ca?* por cada molécula de ATP hidrolizada, a la vez
gque saca H*. Como el resto de las ATPasas de tipo P, SERCA es blogueada por lantano
y ortovanadato. Se han descrito inhibidores especificos como la tapsigargina (TG), el
acido ciclopiazénico (CPA) o la 2,5-di(tert-butyl) hidroquinona (tBHQ). Estos dos ultimos
inhibidores tienen una afinidad menor por la SERCA y producen una inhibicién reversible
que desaparece cuando se retira el CPA o la tBHQ, mientas que la TG, por el contrario,
produce una inhibicion irreversible (Brini and Carafoli, 2009). Se conocen tres isoformas
de SERCA codificadas por tres genes diferentes, pero que tras modificaciones post-
transcripcionales pueden dar lugar hasta 14 variantes diferentes con distinta distribucion
segun la especie y el tejido y diferencias en la afinidad por el Ca?*. La primera isoforma
es la predominante en musculo esquelético de adultos (SERCAla) o de fetos
(SERCAL1b), mientras que SERCAZ2a se expresa principalmente en tejido cardiaco. La
expresion de SERCA2b y SERCAS es ubicua y se encuentra en una gran variedad de
tejidos y células (Zhai et al., 2020). Se ha visto que la expresion de SERCA esta
disminuida en muchos tipos de cancer, lo que concuerda con el menor tamafio de los
depositos de Ca?* que se ha observado en CCR. Esto podria hacer que la liberacién de
Ca?* al citoplasma sea menor vy, por lo tanto, disminuye el mPTP, de manera que la
mitocondria no se sobrecarga de Ca?" y no libera tanto citocromo c, lo que se traduce
en una mayor supervivencia celular (Korosec et al., 2006; Pinton et al., 2008; Villalobos
et al., 2017).
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La ATPasa de la via secretora de Ca®** (SPCA, del inglés secretory pathway Ca*-

ATPase) es el sistema encargado de retirar Ca?* desde el citoplasma hacia el AG. La
primera SPCA fue identificada hace mas de 30 afios en levaduras y 10 afios mas tarde
en humanos, en relacién con la enfermedad de Hailey-Hailey (Hu et al., 2000; Rudolph
et al., 1989). Se han descrito dos isoformas de SPCA (SPCA1 y SPCA2), ambas con
una alta afinidad por Ca?*. SPCA1 presenta una expresion ubicua, pero sus niveles son
especialmente altos en queratinocitos de la piel, mientras que SPCA2 tiene una
expresion mas restringida, limitada al tracto respiratorio y gastrointestinal, prostata,
tiroides y glandulas mamarias y salivares. Se han observado altos niveles de SPCA2 en
células de colon y CCR, donde se encuentra sobreexpresada (Brini and Carafoli, 2009;
Pérez-Riesgo et al.,, 2017; Vanoevelen et al., 2005). Al contrario que SPCA1 cuya
expresion se limita a Golgi y la via secretora, SPCA2 puede insertarse también en la MP
(Feng et al., 2010).

SPCA presenta una estructura tipica de ATPasa de tipo P (figura 9) con 10 hélices
transmembrana y tres dominios citosélicos. Los dominios citosélicos se encargan de la
actividad ATPasa: un dominio de union al ATP (N), un dominio de fosforilacién (P) y un
dominio de activacion o desfosforilacion (A). EI Ca?* se une al dominio transmembrana.
En un primer momento, SPCA deja una cavidad hacia el citosol, permitiendo la unién de
Ca?". Cuando entra Ca?* en la estructura, el dominio N une una molécula de ATP que
serd hidrolizada, provocando la fosforilacion de SPCA en el dominio P. Se abre una
cavidad hacia el lumen de Golgi y se libera el Ca?* al interior. En ese momento se
produce la desforforilacion de SPCA por el dominio A, dejando la molécula disponible
para transportar nuevamente Ca?* (Wu et al., 2023). SPCA puede transportar
Gnicamente un ion de Ca?* por cada molécula de ATP que hidroliza. Una peculiaridad
de la SPCA es que, ademas de transportar Ca?* al lumen del AG, transportan
manganeso (Mn?*). El Mn?* es muy importante para las enzimas del interior del AG,
como las glicosiltransferasas que utilizan en Mn?* como cofactor. El transporte de Mn?*
por SPCA es importante para regular la [Mn?*] en el citosol, ya que la acumulacién de

este ion es toxica para las células (Brini and Carafoli, 2009).
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Figura 9. Esquema de la estructura de SPCA. SPCAL se inserta en la membrana del Aparato
de Golgi. Consta de 10 dominios transmembrana (TM) y tres dominios citosélicos altamente
conservados: el dominio de activacion (A), el dominio de fosforilacién (P) y el dominio de unién a
nucledtidos (N) donde se une el ATP. Los dominios N y P estan conectados mediante dos
enlaces o linkers. Los dominios TM1, TM4 y TM6 estan divididos en dos sub-hélices. La union a
Ca?* se produce en los segmentos TM, en residuos altamente conservados. La estructura es
similar en la variante SPCA2. Figura adaptada de (Wu et al., 2023).
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SPCA no es la Unica bomba capaz transportar Ca?* al AG. También se ha visto
gue hay bombas SERCA en la membrana del AG. Ambas bombas contribuyen a la
captacion de Ca?* por el AG, aunque la SPCAL1 tiene una mayor presencia (Vanoevelen
et al., 2005). Por otra parte, SPCA2 juega un papel dual en la homeostasis del Ca?* de
las células donde se expresa. Ademas de su actividad ATPasa para captar Ca?* y Mn?*
al interior del AG, SPCAZ2 funciona como chaperona capaz de activar canales Orail en
la MP y activar la entrada de Ca?* independientemente de los depésitos (SICE, del inglés
store independent Ca®* entry) (Makena et al., 2022). SICE se explicara mas adelante en

relacion con el remodelado en cancer.

Sistemas de liberacion de Ca?* del reticulo endoplasmatico.

El RE puede liberar Ca?* al citoplasma principalmente a través de dos canales: el
receptor del inositol 1,4,5 trifosfato (IPsR) o el receptor de rianodina (RyR), aunque

existen otros canales leak que pueden liberar Ca?* al citoplasma desde el RE.
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Receptor de inositol trifosfato (IPsR, del inglés inositol triphosphate receptor). El

IPsR es un transportador del RE formado por seis segmentos transmembrana que
generalmente funciona como homo o hetero-tetrdmero. Existen tres isoformas que
comparten el 70% de la secuencia. La isoforma IP3R1 estd ampliamente expresada en
todos los tipos celulares y es la més estudiada. La isoforma IPsR2 es la que tiene mayor
afinidad por el IP; y estd predominantemente expresada en hepatocitos. IPsR3 esta
ampliamente expresada en células acinares del pancreas, la saliva y el sistema géastrico
(Zhai et al., 2020).

La liberacion de Ca?* desde el RE comienza con una sefial generada en la MP. La
estimulacion de GPCRs y receptores de tirosin-quinasas (TKRs, del inglés tyrosine
kinase receptors) activan la fosfolipasa C (PLC). PLC hidroliza el fosfatidilinositol
bifosfato (PIP2) de la MP dando lugar a dos segundos mensajeros: el diacilglicerol (DAG)
y el inositol-1,4,5-trifosfato (IPs). El IP; puede difundir en el citoplasma y se une a sus
receptores situados en la membrana del RE provocando que se abran y liberen Ca?* al
citosol (figura 10). Cuando se abren los IPsR queda expuesta una zona de unién a Ca?*
en el citoplasma que, al unirse moléculas de Ca?*, facilita la liberacién de Ca?* del RE
en un proceso que se conoce como liberacion de Ca?* inducida por Ca?* (CICR, del
inglés Ca*-induced Ca?* release) (Banerjee and Hasan, 2005; Endo, 2009; Taylor and
Tovey, 2010).

Receptor de rianodina (RyR, del inglés ryanodine receptor). Los RyRs se expresan

casi de forma exclusiva en el RE y se caracterizan por unirse a la rianodina. Hay tres
isoformas que comparten un 65% de homologia. La isoforma RyR1 se expresa
principalmente en musculo esquelético, cerebelo y linfocitos B, mientras que RyR2 se
expresa en musculo cardiaco. RyR3 aparece expresada en variedad de tejidos, pero en

menor proporcion en comparacion con las otras dos isoformas (Hamilton, 2005) .

Los RyRs generalmente se encuentran cerrados cuando los niveles de Ca?
citosoélico son bajos (100-200 nM). Sin embargo, cuando la [Ca?'].: alcanza un umbral,
el Ca?" actla sobre los RyRs, que forman homo-tetrdmeros y se abren para liberar de
forma rapida y masiva Ca?" a través de CICR (figura 10). Por lo tanto, el incremento de
la [Ca?'].it a través de los IP3Rs, hace que se abran los RyR para liberar Ca?* del RE
(Endo, 2009; Meissner, 2004).

Canales de goteo o leak. Para prevenir la sobrecarga de Ca?* del RE y el estrés

del reticulo, las proteina TMBIM (del inglés transmembrane BAX inhibitory motif) y
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TMCOL1 (transmembrane and coiled-coil domain 1) pueden actuar como canales leak de
Ca?". TMBIMS6 se localiza en el RE de células de musculo esquelético, higado, rifién y
bazo y puede liberar Ca?* tras cambios en el pH del RE (Chang et al., 2014; Liu, 2017).
TMCO1, sin embargo, es un canal de Ca?* activado por carga de Ca?* (CLAC, del inglés
Ca* load-activated Ca*") situado en la membrana del RE. TMCO1 homo-tetrameriza
tras la elevacion de la [Ca?*]re formando un canal selectivo de Ca?* que permite su salida
al citoplasma (Wang et al., 2016).
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Figura 10. Liberacion de Ca?* desde el RE. La estimulacion de un GPCR o un TKR por la unién
de su ligando, activa la PLC. Como consecuencia, PLC hidroliza el PIP2 de la membrana dando
lugar a DAG e IPs. IP3 se une a su receptor, IP3R, y se produce la liberacion de Ca?* desde el
RE. Este Ca?* puede, a su vez, activar RyR y el propio IP3R, de manera que se libera mas Ca?*
en un proceso conocido como liberacion de Ca?* inducida por Ca?* (CICR), aumentando [Ca?*]cit.
GPCR: receptor acoplado a proteina G; TKR: receptor tirosin quinasa; PLC: fosfolipasa C; PIPz:
fosfatidilinositol bifosfato; DAG: diacilglicerol; IPs: inositol trifosfato; IPsR: receptor de IPs; RyR:
receptor de rianodina. Figura creada con BioRender.com.
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2.2.3.Sistemas de transporte de Ca?* en la mitocondria.

Ademas de su papel en proveer de energia a la célula, la mitocondria tiene un rol
importante en la homeostasis del Ca?* intracelular. Al igual que el RE, la mitocondria
puede almacenar Ca?* en su interior, actuando como tampén o buffer, donde la [Ca?*|mit
puede alcanzar el rango milimolar. El Ca?* puede atravesar facilmente la membrana
mitocondrial externa (MME) a través de grandes poros como los canales VDAC,
mientras que para atravesar la membrana mitocondrial interna (MMI) necesita canales

y transportadores selectivos.

El Ca?* entra a la mitocondria gracias al gradiente eléctrico que se genera entre el
citoplasma y la MMI (Clapham, 2007). La capacidad de tamponamiento de la
mitocondria puede controlar alteraciones transitorias en las concentraciones de Ca?"y
evitar las sobrecargas de Ca?" asociadas con algunas patologias, asi como prevenir
acumulaciones de Ca?* cerca de canales SOC y mantener SOCE como veremos mas
adelante (Romero-Garcia and Prado-Garcia, 2019). El transporte de Ca?" de la
mitocondria implica proteinas, canales e intercambiadores situados tanto en la MME
como la MMI (figura 11).

Sistemas de entrada de Ca®* a la mitocondria

Canales anidénicos dependientes de voltaje (VDAC, del inglés voltage-dependent

anion channels). VDAC es el canal encargado del transporte de Ca?' desde el
citoplasma hasta el espacio intermembrana (EIM) a través de la MME. Existen tres
isoformas de VDAC, siendo VDAC1 la isoforma mas abundante (Shoshan-Barmatz et
al., 2010). VDAC tiene dos estados que van a determinar la selectividad de paso de
iones y metabolitos: cuando se encuentra en estado abierto es permeable a aniones y
metabolitos, siendo el ATP el mas importante; en estado cerrado, por el contrario, es
mas permeable a cationes como el Ca?*. El estado cerrado ocurre cuando aumenta el
potencial de membrana mitocondrial o con la unién de proteinas o metabolitos como
NADH (Tan and Colombini, 2007). El propio Ca?" puede regular la conductancia de
VDAC, de manera que una mayor concentracion de Ca?* favorece el estado cerrado del
canal (Garbincius and Elrod, 2022). VDAC participa en el flujo de Ca®* entre el RE y la

mitocondria ya que aparece en los sitios de contacto entre ambos organulos conocidos
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como membranas asociadas a la mitocondria (MAMs) del RE. Las MAMs son esenciales

en la capacidad de tamponamiento de Ca?* de la mitocondria (Varughese et al., 2021).

El uniportador de Ca?' mitocondrial (MCU, del inglés mitochondrial calcium

uniporter) media la entrada de Ca?* a través de la MMI. Esta entrada esta favorecida por
el potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym), que es de aproximadamente -180 mV
entre la matriz mitocondrial y el EIM. MCU forma parte de un complejo multiproteico que
forma el canal uniportador de Ca?*mitocondrial o mtCU (figura 11). Este complejo esta
formado por cinco proteinas: MCU, la proteina que forma el canal en la MMI; EMRE (del
inglés essential mitochondrial response element), una proteina integral de andamiaje, y
MICU1, MICU2 y MICUS3 (del inglés mitochondrial calcium uptake), unas proteinas
reguladoras que se sitian en el EIM. En ciertas condiciones también aparece MCUB,
un paralogo de MCU. Ademas, también pueden aparecer otras proteinas reguladoras
en la MMI como es el caso de MCURL1 (del inglés mitochondrial calcium uniporter
regulator 1) (Garbincius and Elrod, 2022).

La entrada de Ca?" a la mitocondria se lleva a cabo por MCU, que funciona como
un canal iénico de rectificacion interna. El canal es selectivo de Ca?* y presenta una baja
afinidad por este cation (Kirichok et al., 2004). MCU forma tetrdmeros con la ayuda de
MCUR1. En ausencia de EMRE, el tetrametro de MCU no puede transportar Ca?* a
través de la MMI. Cuando EMRE se asocia a MCU en canal se vuelve funcional.
Entonces MICU1 se une a MCU y EMRE en el EIM. MICU1, junto con MICU2 o MICU3
actia como controlador de la apertura del mtCU segun la [Ca?]«, facilitando el
ensamblaje y actividad del complejo mtCU. Por lo tanto, cuando la [Ca®*]«t aumenta,
MICU1 detecta este cambio, mtCU se abre y permite la entrada de Ca?* a la mitocondria
a favor del AWYm. Sin embargo, existe una alternativa, denominada entrada de Ca?"
rapida (RaM, del inglés rapid mode of Ca®" uptake), que funciona cuando la [Ca?]«: es
menor de 200 nM, demasiado baja como para activar mtCU. Este efecto puede ser
debido a la regulaciéon de mtCU por parte de MICU1. Cuando la [Ca?®']« es baja, RaM
se produce a través de una forma no cerrada de MCU que no esta sujeta a la regulacion
por MICU1. Segln aumenta la [Ca?*]« por encima de 150 nM, aumenta la unién de Ca?
a MICUL1, el cual es capaz de abrir MCU terminando la corriente RaM (Garbincius and
Elrod, 2022; Mallilankaraman et al., 2012).
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Figura 11. Sistemas de transporte de Ca?* de la mitocondria y complejo uniportador de
calcio mitocondrial. El Ca?* entra a la mitocondria por el potencial altamente negativo (-180
mV) que se establece a través de MMI debido a la cadena transportadora de electrones (ETC).
Existen vias de entrada de Ca?* como receptores de rianodina y el complejo uniportador de Ca?*
(mtCU). EI mtCU funciona como canal formado por 4 subunidades de MCU y hasta 4
subunidades EMRE. En algunos casos el paralogo de MCU, MCUB, sustituye subunidades de
MCU dentro del complejo. La apertura del canal esta controlada por MICU1 que puede formar
dimeros MICU1/2 o MICU1/3 segun el tejido. La subunidad accesoria MCUR1 también se puede
unir y regular el canal. NCLX y LETML1 constituyen las principales vias de salida de Ca?* de la
mitocondria. Estos intercambiadores también pueden funcionar en sentido reverso bajo ciertas
condiciones. A través del poro de permeabilidad transitoria mitocondrial (mPTP) también puede
salir Ca?* de la mitocondria. Figura adaptada de (Garbincius and Elrod, 2022).
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También se han identificado receptores de rianodina en la mitocondria (mRyR) en

la MMI similares a los RyR1 del reticulo. Los mRyR pueden jugar un papel importante
en la captacién mitocondrial de Ca?*, principalmente en células excitables. La entrada
de Ca?* por estos receptores también depende del A¥Ym y el gradiente de concentracion
de Ca?'. Se cree que el mRyR es mas importante para la captacién de Ca?* mitocondrial
cuando la [Ca?'].: es baja y pierde relevancia segin aumenta, donde la captacién de
Ca?" a la mitocondria se lleva a cabo principalmente por mtCU. En presencia de
rianodina, la captacion mitocondrial de Ca?* disminuye y evita la sobrecarga de Ca?* en
la mitocondria (Beutner et al., 2005, 2001; Jakob et al., 2014).

Sistemas de extrusion de Ca?* de la mitocondria.

Intercambiador Na*/Ca?*/Li* (NCLX, del inglés Na‘/Ca®'/Li* exchanger). Es el

mecanismo principal de extrusion de Ca?* de la mitocondria. NCLX se sitla en las

crestas mitocondriales y es el Unico intercambiador de la familia NCX que también
controla el intercambio de Li*/Ca?". Generalmente NCLX moviliza 3 iones Na* por cada
Ca?" que extrae. Sin embargo, esta estequiometria no es clara y puede ser 2:1.
Independientemente de la relacién exacta, la actividad de NCLX resulta en un flujo neto
de entrada de protones a la matriz mitocondrial. NCLX se expresa en todos los tejidos,
pero sus niveles son mayores en pancreas, musculo esquelético y estbmago. Cuanto
mayor sea la expresion de NCLX, mas rapida sera la salida de Ca?* de la mitocondria
contrarrestando la entrada de Ca?*, por lo que NCLX podria ser el componente limitante
del intercambio de Ca?* en la mitocondria (Boyman et al., 2013; Palty et al., 2010). NCLX
puede funcionar de manera reversa en ciertas condiciones patolégicas donde la
mitocondria se despolariza. Si la [Ca?'];: es muy alta con respecto a la matriz
mitocondrial, NCLX puede funcionar de manera reversa e introducir Ca®* a través de la

MMI mientras saca Na* (Garbincius and Elrod, 2022).

Intercambiador H*/Ca?" mitocondrial (HCX, del inglés H*/Ca* exchanger). El

intercambiador HCX se encuentra expresado en organulos acidicos como la
mitocondria. Puede producir la salida de un ion de Ca?* en favor de la entrada de dos o
tres H*. EI HCX mitocondrial se ha identificado como la proteina LETM1 (del inglés
leucine zipper and EF-Hand containing transmembrane protein 1). Es una proteina que
contiene dos motivos EF (dos hélices a perpendiculares unidas por una pequefia region)

que se pueden unir a Ca?". LETM1 se localiza especificamente en la MMI, aunque
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también se ha detectado en RE. En condiciones normales, LETM1 es importante en la
salida de Ca?*. Cuando se reduce la [Ca?'].: 0 se acidifica el citoplasma, LETM1 puede
sacar Ca?" de la mitocondria a la vez que introduce H*. Sin embargo, en ciertas
condiciones de [Ca?*]«t 0 gradiente de pH, LETM1 puede captar Ca?* al interior de la
mitocondria. Por lo tanto, LETM1 puede introducir y/o sacar Ca?* de la mitocondria a la
vez que transporta protones dependiendo de las condiciones del interior celular (Endele
et al., 1999; Garbincius and Elrod, 2022; Jiang et al., 2009).

El poro de permabilidad transitoria mitocondrial (mPTP). El mPTP es un canal de

alta conductividad que abarca la MME y la MMI. Su papel principal es la induccién de la
despolarizacion mitocondrial tras estimulos de estrés que provoca la ruptura
mitocondrial y la necrosis celular. El mPTP también puede limitar la acumulacién de Ca?*
en la mitocondria promoviendo la liberacion a través del poro mediante un término
denominado “flickering” o parpadeo. Esta salida es debida a un gradiente de

concentracion de Ca?* entre la matriz mitocondrial y el citoplasma (Bernardi, 1999).

2.3. Entrada de Ca?* operada por depdsitos.

La entrada de Ca?" operada por depdsitos (SOCE) es el proceso por el cual la
disminucién de la concentracién de Ca?* en el RE induce el aumento de la permeabilidad
a este cation a través de la MP. Fue descrita por primera vez en 1986 por James W.
Putney, quien propuso un modelo de entrada de Ca?* dependiente del vaciado de los
depositos intracelulares. Esta entrada tenia lugar en dos fases: un vaciado inicial de los
depositos por accion del IP; seguido de una entrada rapida de Ca?* a los depdsitos v, si
se mantenia el IPs, al citoplasma. En cuanto se retiraba el IP3, ya no se liberaba Ca?* de
los depdsitos y la entrada desde el exterior se mantenia hasta que los depdsitos
alcanzaban un nivel de Ca?*suficiente para inactivar esta entrada. Se propuso el término
“entrada capacitativa de Ca?"” para esta entrada de Ca?* directa desde el exterior a los
depésitos (Putney, 1986). Mas adelante, se demostré que el Ca?* entraba directamente
al citoplasma, sin pasar por el RE, de una manera mas directa. Para ello se comparo la
entrada de Ca?" al citoplasma tras el vaciado de depdsitos mediante el aumento de IP3
a través de un agonista muscarinico, o0 mediante el uso de la tapsigargina, que liberaba
Ca?* de los dep6sitos sin provocar un aumento de IP; (Takemura et al., 1989; Takemura
and Putney, 1989).
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El canal implicado en esta entrada de Ca?" fue descrito mas adelante,
caracterizando la corriente operada por depdsitos denominada Icrac (del inglés, calcium
release-activated current) en mastocitos. La deplecién de los depésitos intracelulares de
Ca?" induce la activacion de una corriente de entrada altamente selectiva de Ca?*, Icrac,
por la cual las células no excitables mantienen elevados niveles de Ca?* intracelular y
rellenan sus depdsitos (Hoth and Penner, 1992). Esta corriente no se activa
inmediatamente tras el estimulo de vaciado, sino que lo hace de manera lenta y
compleja. Ademas, la corriente es pequefia y altamente selectiva de Ca?*, aunque
permite la entrada de Na* en ausencia de cationes divalentes, y se inactiva por el

aumento de [Ca?'] intracelular (Hoth and Penner, 1993).

Con estos descubrimientos se establecié que la deplecion de Ca?* del RE activaba
canales permeables a Ca?* en la MP. Durante afios se llevaron a cabo estudios para
identificar los mecanismos para activar estos canales de la MP desde el RE y cual era
la naturaleza de estos canales. Algunos estudios apuntaban a moléculas como el acido
araquidonico o productos del citocromo P450 como mecanismos para activar estos
canales. En cuanto a su naturaleza, al inicio se puso el foco en los canales de la
subfamilia TRPC (Putney, 2017). No fue hasta 2005 cuando se identific6 STIM (del
inglés stromal interaction molecule) como la molécula critica para la activacion de Icrac.
Se propuso que la deplecion de los depdsitos causaba la agregacion de estas moléculas
en sitios cercanos a la MP (Liou et al., 2005; Roos et al., 2005). Un afio mas tarde se
identificé la subunidad que forma el poro de los canales CRAC: Orai, una pequefa
proteina que hasta entonces no tenia funcién asignada. Esta proteina, necesaria en
SOCE, se propuso como modulador de los canales CRAC mas que como propio canal
(Feske et al., 2006; Vig et al., 2006), aunque rapidamente se identific6 como el elemento
formador del poro del canal (Prakriya et al., 2006; Yeromin et al., 2006).

Actualmente se conoce que la entrada capacitativa 0 SOCE esta mediada por la
interaccion de las variantes de STIM1 y Orail, pero que ademas pueden participar otras
moléculas como veremos a continuacién. Ademas, los canales CRAC cuentan con
varios mecanismos de inactivacion, donde organulos como la mitocondria pueden ser

muy importantes.

43



INTRODUCCION

2.3.1.Complejo STIM-Orail.

En mamiferos, la familia de proteinas STIM tiene dos miembros: STIM1 y STIM2.

STIM1 tiene una expresion ubicua y puede regular los canales SOC (Roos et al., 2005).
STIM1 se sitla en la membrana de RE y controla la apertura de los canales CRAC (Liou
et al., 2005). STIML1 tiene un extremo N-terminal situado hacia el lumen del RE, un Unico
segmento TMy una porcion citoplasmética. La parte situada en el lumen del RE contiene
la secuencia de localizacién, dos motivos mano EF de unién a Ca?* y un dominio SAM
(del inglés sterile-a-motif) para la interaccion proteina-proteina. En la parte
citoplasmética se encuentran tres regiones de hélices superenrolladas (coiled coil 0 CC),
una region rica en serinas y prolina y una region polibasica rica en lisinas (Hogan et al.,
2010; Stathopulos et al., 2008). En la parte citosoélica se encuentra la region para la
interaccion con los canales SOC. Esta region recibe diferentes nombres y abarca
diferentes aminodacidos: region de activacion STIM-Orai 0 SOAR (del inglés STIM-Orai
activating region), dominio de activacion del canal CRAC o CAD (del inglés CRAC-
activating domain) o pequefio fragmento de activacion de Orail u OASF (del inglés
Orail-activating small fragment) (Muik et al., 2009; Park et al., 2009; Yuan et al., 2009).
En la estructura izquierda de la figura 12 se puede ver la localizacién de estos dominios.
También se ha descrito un dominio de inhibicién de C-terminal (CITD, del inglés C-
terminal inhibitory domain) que puede modular la funcién de STIM1 a través de la
interaccion con el modulador SARAF (del inglés SOCE-associated regulatory factor),
una proteina del RE que responde a altos niveles de Ca?* citosdlico tras el rellenado de
depositos mediante la inactivacion de STIM (Palty et al., 2012). Cuando STIM1 esté en
reposo, la parte luminal esta unida al Ca* del RE mientras que la parte citosélica
aparece plegada, ocultando el dominio SOAR. STIM1 aparece formando dimeros unidos
por los motivos CC. Al activarse por el vaciado de los depdsitos, la parte citosélica de
STIML1 se despliega, dejando descubierto el dominio SOAR, el cual puede interaccionar
con los canales Orail de la membrana (figura 12). Entonces se produce la entrada de
Ca?" por Orail (Hogan et al., 2010; Johnstone et al., 2010).
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Figura 12. Mecanismo de interaccion STIM1-Orail. La forma inactiva (izquierda) del dimero
de STIM1 permanece plegada, ocultando la region SOAR con Ca?* unido en la regién luminal del
RE. La forma cerrada de Orail (izquierda) puede moverse por la MP. Cuando se vacian los
depositos, STIM1 se despliega (derecha) y se une directamente con Orail en la MP mediante la
region SOAR, activando la entrada de Ca?*. Laregion rica en lisinas, en verde, ayuda a estabilizar
la unién de STIM1 a la MP hasta que los depdésitos se rellenan completamente. Figura adaptada
de (Nwokonko et al., 2017).

STIM2, el otro miembro de la familia STIM, tiene una mayor afinidad por el Ca?
que STIM1, por lo que se cree que se puede activar en respuesta a disminuciones
moderadas de la [Ca%*']re (Brandman et al., 2007). STIM2 es exclusivo del RE y se
expresa en todos los tejidos, aunque en menor cantidad que STIM1. Su papel en SOCE
es diferente dependiendo del tipo celular. También es capaz de activar Orail
independientemente del vaciado de los depositos (Gilio et al., 2010).

La otra parte del complejo la forman las proteinas Orai. La familia de proteinas
Orai consta de tres proteinas homologas (Orail, Orai2, Orai3). Todas ellas constan de

cuatro hélices TM y las regiones N y C terminal orientadas hacia el citosol celular. El
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poro del canal se encuentra en el TM1 y el resto de dominios TM se encuentran
compactados alrededor del poro (Hou et al.,, 2012). Orail se identific6 como la
subunidad clave que forma el poro en los canales CRAC o moduladora de los canales
CRAC (CRACM1). Orail es una proteina de la superficie celular ampliamente
expresada, pero que no comparte homologia de secuencia con otros canales ionicos
previamente identificados (Prakriya, 2009). Orail aparece predominantemente como un
dimero en la MP en condiciones basales. Tras la interaccion con STIM1, los dimeros de
Orail dimerizan, formando tetrameros (Penna et al., 2008). Otros estudios sugieren que
Orail puede aparecer formando formando hexdmeros o estructuras hexaméricas como
trimeros de dimeros (Cai et al.,, 2016; Yen et al., 2016). Parece ser que la forma
hexamérica de Orail es permeable a Ca?* y a otros cationes monovalentes, mientras
qgue la forma tetramérica es la encargada de la conductancia selectiva de Ca?
caracteristica de los canales CRAC (Thompson and Shuttleworth, 2013). El dominio C-
terminal de Orail es necesario para la interaccion con STIM1, concretamente una zona
de hélice superenrollada (CC), que sirve tanto para la interaccién entre proteinas ORAI1
como para la union ORAIL-STIM1. Durante la unién con STIM1, los dos dominios CC
se abren y permiten la interaccion con el dominio SOAR de STIM1. El extremo C-
terminal es importante en la apertura del canal, mientras que el extremo N-terminal
contribuye a estabilizar la union ORAI1-STIM1 (Prakriya, 2013).

En las células de mamiferos se expresan otras dos proteinas de esta familia: Orai2
y Orai3. Se diferencian en el extremo C-terminal y en el bucle formado entre los
segmentos TM3 y TM4. Las tres isoformas participan en SOCE cuando aparece STIM1
y se expresan en todos los tejidos. Sin embargo, ORAIL es la forma predominante en

procesos de SOCE en la mayoria de tipos celulares (Gwack et al., 2007; Lis et al., 2007).

En situacién basal, cuando los depdsitos estan llenos, STIM1 se encuentra
inactivo formando dimeros a lo largo de la membrana del RE. Mediante los motivos
mano EF, STIM1 mantiene unido Ca?* dentro del RE. La porcidn citosélica permanece
plegada, como se ve en la figura 12, ocultando la region SOAR. Cuando disminuye la
[Ca?*]re por debajo de 300-500 uM por la sintesis de IP3 o estimulos farmacoldgicos, las
moléculas de Ca?* unidas a STIM1 se liberan, permitiendo el cambio conformacional de
STIM1. Entonces STIM1 se transloca a regiones del RE cercanas a la MP llamadas
puncta donde oligomeriza. EI cambio conformacional en la parte luminal de STIM1
provoca un giro en los dominios TM que deriva en el despliegue de la parte citosélica de

la proteina STIM1, de manera que queda expuesto el dominio SOAR. Este dominio
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puede interaccionar fisicamente con los extremos N y C-terminales de Orail, abriendo
el canal y permitiendo la entrada de Ca?*. La interacciéon STIM1-Orail activa SOCE y la
corriente Icrac €n las regiones puncta y todo el proceso se revierte cuando los depdsitos
de Ca?* se llenan de nuevo (Noble et al., 2020; Putney, 2017). Un esquema de SOCE

se muestra en la figura 13.
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Figura 13. Entrada de Ca?* operada por depdsitos (SOCE). (A) Cuando el RE esta lleno,
STIM1 permanece inactivo formando dimeros en una conformacién compacta unida a Ca?*. (B)
Tras la estimulacion celular, se produce IPs, que se une a su receptor y provoca la liberacién de
Ca?* al citoplasma, vaciando los depésitos. (C) La separacion del Ca?* de STIM1 provoca un
cambio de conformacién que da lugar a la oligomerizacién de moléculas STIM1 y la extensién
de la parte citoplasmaética de la proteina. (D) Los oligdbmeros de STIM1 desplegados se colocan
en las zonas puncta del RE cercanas a la MP donde interaccionan con Orail. Los hexameros de
Orail forman los canales CRAC que se abren y permiten la entrada de Ca?* al citoplasma. Figura
adaptada de (Noble et al., 2020).
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2.3.2.Canales TRPC y SOCE: papel de TRPC1.

Los primeros estudios en busca de los canales responsables de las corrientes
Icrac ponian su foco en la subfamilia de canales TRPC debido a su interaccion con la
fosfolipasa C o los receptores de IP3R. Sin embargo, diferentes estudios mostraron que
las corrientes de TRPC son mayores que las corrientes lcrac Y, ademas, no son
selectivas de Ca?". Estas corrientes, denominadas Isoc (del inglés store-operated
currents), permiten la entrada de otros cationes ademas de Ca?" y presentan una mayor

conductancia que las corrientes Icrac (Parekh and Putney, 2005).

Las proteinas TRPC, como el resto de las proteinas TRP, tienen 6 dominios TM,
regiones N y C-terminal citosélicas y un bucle que forma el poro entre los segmentos
TM5 y TM6. En la region C-terminal se incluye un motivo caracteristico de los canales
TRP implicado en la activacion del canal y una region CIRB (del inglés calmodulin/IP3
receptor-binging) implicada en la regulacion de la apertura del canal (Lopez et al.,
2020a). Se ha visto que TRPC1 puede formar un complejo con STIM1 y Orail,
responsable de la corriente Isoc. Esta corriente puede ser la suma de la corriente Icrac
y la corriente a través de TRPC (Cheng et al., 2011), o bien la corriente Isoc implica
complejos canales que incluyen TRPC1 y Orail (Ong et al., 2013).

TRPCL1 fue el primer canal TRPC identificado en mamiferos (Wes et al., 1995). El
gen que codifica TRPC1 en humanos consta de 13 intrones y 13 exones y se localiza
en el cromosoma 3. El gen TRPC1 da lugar al menos a 4 variantes en humanos. TRPC1
se expresa en la membrana plasmatica de células de numerosos tejidos y lineas
celulares. La estructura de TRPC1 es similar al resto de miembros de la familia TRP
(figura 14). Tiene 6 segmentos TM y el poro se sitia entre los segmentos TM5 y TM6
(Dohke et al., 2004). Tanto los extremos N-terminal como C-terminal son citosdlicos. En
el extremo C-terminal, ademas del motivo caracteristico de TRP y la regién CIRB se
encuentran dos aminoacidos cargados negativamente que permiten la interaccion
proteina-proteina con STIM1(Dohke et al., 2004). TRPC1 puede formar multimeros a
través de uniones por los dominios denominados repeticiones de anquirina, por su
similitud con esta proteina, también presentes en otros TRPC (Lepage et al., 2006;
Nesin and Tsiokas, 2014).
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Figura 14. Esquema de la estructurade TRPC1. TRPCL1 se inserta en la membrana plasmatica
a través de 6 segmentos transmembrana, en azul. La regién del poro (P) se sitla entre los dos
Ultimos segmentos. El extremo N-terminal consta de los dominios llamados repeticiones de
anquirina (AR, en rosa) que permiten la multimerizacion del canal. Encontramos dominios de
hélice superenrollada (CCD, en verde) tanto en la parte N-terminal como C-terminal del citosol.
En el C-terminal también podemos encontrar la region de unién a calmodulina o IP3R (CIRB, en
morado) y la caja TRP, en amarillo, comudn la superfamilia de canales TRP. Ambas regiones
estan relacionadas con la apertura y actividad del canal. Figura adaptada de (Liu et al., 2020).

TRPC1 puede contribuir a SOCE en un amplio rango de células y la entrada de
Ca?" mediada por TRPC1 esta asociada con la regulacion de diferentes procesos como
la migracion o la proliferacion celular (Ambudkar et al., 2017). STIM1, Orail y TRPC1
pueden formar un complejo dinamico que media la corriente Isoc. En condiciones
basales, STIM1 se distribuye por todo el RE y TRPC1 se sitla en la MP co-localizando
con Orail, pero también en el citosol. Tras el vaciado de los depésitos, STIM1 se activa,
oligomeriza y se transloca hacia zonas méas cercanas a la MP donde, a través de su
dominio SOAR, puede interaccionar con Orail y TRPCL1.

Mediante esta interaccion, Orail se abre y permite la entrada de Ca?'. Sin
embargo, la activacion de TRPCL1 requiere la interaccion de lisinas del dominio rico en

este aminoacido de STIM1 con residuos de carga negativa del canal TRPC1. No se
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conocen dominios de interaccion directa entre Orail-TRPC1, por lo que ésta podria
estar mediada por STIM1 u otras proteinas (Lopez et al., 2020b). Uno de los modelos
propuestos sugiere que el vaciado de los depdsitos provoca la entrada de Ca?* a través
del complejo STIM1-Orail, lo que promueve un aumento del [Ca?'].: en esa region. Este
aumento es el que provoca la translocacion de TRPC1 hacia el complejo, permitiendo
su unién y la entrada de Ca?* (figura 15 izquierda). Por lo tanto, la corriente Isoc estaria
mediada por el complejo STIM1-Orail-TRPC1 (Cheng et al., 2011). Por otro lado,
estudios sugieren que la corriente Isoc se debe a una asociacion entre STIM1-TRPC1,
sin Orail (figura 15 derecha). Esta interaccion también puede incluir otras proteinas
como TRPC4 y la corriente es mayor si se integra Orail en el complejo (Antigny et al.,
2017; Shi et al., 2017).
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Figura 15. Activacion de los canales TRPC1 tras el vaciado de depdsitos. En estado de
reposo, TRPC1 esté distribuido a lo largo de la membrana plasmética o en el citosol. Tras el
vaciado de los depdsitos, se produce una entrada de Ca?* a través de Orail que puede inducir
la translocacion de TRPC1 a la MP donde es activado por STIM1 y permite la entrada de Ca?*
(panel izquierdo), o bien Orail participa activamente en la activacion de TRPC1, el cual forma un
complejo con Orail y STIM1 por el que se produce la entrada de Ca2* (panel derecho). Figura
adaptada de (Lopez et al., 2020b).

Si las proteinas TRPC forman un canal con Orail y STIM1 para permitir la entrada
de Ca?* o bien lo transportan por ellas mismas no esta del todo claro. Sin embargo, cada
vez hay mas evidencias de que los canales TRPC juegan un papel en la conformacién
de sefiales de Ca?" a través de Orail. Los canales TRPC permiten la entrada de Ca?'y
de Na* con diferente selectividad segun la isoforma. La entrada de estos cationes se
realiza a favor de gradiente y puede atenuar la entrada de Ca?* a través de Orail de dos

maneras: induciendo la inactivacion de Orail dependiente de Ca?* o bien disminuyendo
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la fuerza de entrada de Ca?* por una despolarizacién de la membrana (Lopez et al.,
2020b). Ademas, la entrada de Na* a través de TRPC podria favorecer la extrusién de
Ca?" de la mitocondria a través del intercambiador NCLX resultando en una mayor

inactivacion dependiente de Ca?* (Villalobos et al., 2018).

2.3.3.Regulacién de SOCE.

Debido a la relevancia funcional que tiene SOCE en las células, este mecanismo
se encuentra regulado de manera muy precisa, ya sea a través de diferentes moléculas

moduladoras, cambios en las condiciones fisicoquimicas o por el propio Ca?".

La inactivacion de la corriente Icrac dependiente de Ca?* se puede producir de dos
maneras: una inactivacion rapida, producida en milisegundos, 0 una inactivaciéon lenta
que ocurre segundos mas tarde. La inactivacion rapida se debe a la acumulacion de
Ca?* en microdominios citosélicos cercanos a los canales CRAC. No esta muy claro este
mecanismo, pero se cree que el Ca?" se puede unir a ciertos residuos de Orail y/o
STIM1 provocando un cambio conformacional en el complejo STIM1-Orail que bloguea
el poro del canal CRAC (Parekh, 2017). La inactivacion lenta dependiente de Ca?*, por
el contrario, depende de aumentos globales de la [Ca?].i e implica otras moléculas o
compartimentos celulares como SARAF o la mitocondria. El papel de la mitocondria en

la regulacion de SOCE sera discutido en el siguiente punto.

SARAF es una proteina transmembrana de tipo | que se localiza en la membrana
del RE o en la MP donde su expresion es regulada por STIM1. La region N-terminal de
SARAF es esencial para su actividad, mientras que la region C-terminal se encarga de
la interaccion con STIM1 y la migracion hacia las uniones PM-RE. SARAF puede
interaccionar con STIM1 modulando los flujos de Ca?*. En condiciones basales, SARAF
interacciona con la regién SOAR de STIM1 para prevenir la activacion espontanea de
SOCE. Cuando se produce el vaciado de los depdsitos, el cambio conformacional de
STIM1 induce la disociacion de SARAF del dominio SOAR vy facilita la activacion de
SOCE (figura 16). Tras la activacién de SOCE, SARAF puede volver a interaccionar con
STIM1, dando lugar a la inactivacién lenta dependiente de Ca?* (Palty et al., 2012).
También se ha visto que SARAF puede interaccionar con Orail y TRPC1, modulando

su actividad. En ausencia de STIM1, es SARAF quien aumenta la activaciéon de Orail
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mientras que disminuye la de TRPC1, probablemente como mecanismo de atenuacién

de la entrada de otros cationes en favor del Ca?* (Albarran et al., 2017).
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Figura 16. Interaccion STIM1-SARAF. En estado de reposo (panel izquierdo), STIM1 aparece
como dimero uniendo Ca?* en el extremo del lumen del RE. Su extremo citosélico aparece
plegado, ocultando la regién SOAR. En este estado, SARAF se une a la region SOAR de STIM1.
Segun se vacian los depésitos, STIM1 se activa (panel central) por la disociaciéon del Ca?* del
motivo EF y comienza el cambio conformacional de STIM1 desplegando la parte citoplasmatica,
provocando la separacion de SARAF. Cuando STIM1 se estira completamente interacciona con
el canal Orail de la MP (panel derecho) y, unos segundos después de la entrada de Ca?*, SARAF
se une nuevamente a STIM1, iniciando la inactivacién lenta dependiente de Ca?*. El Ca?* que
entra al citoplasma se bombea dentro del RE a través de SERCA. PM: membrana plasmatica,;
ER: reticulo endoplasmatico. Figura adaptada de (Lopez et al., 2020a).

Ademas de SARAF, existen otros moduladores de SOCE como las proteinas
ORMDL3 (del inglés orosomucoid-like 3) 0 CRACR2A (del inglés CRAC regulator 2A).
ORMDL3 es una proteina que se encuentra en la membrana del RE que puede modular
la corriente Icrac Y, por lo tanto, SOCE. Para ello, ORMDL3 inhibe el mecanismo de
entrada de Ca?* a la mitocondria, de manera que disminuye la captacién mitocondrial de
Ca?" lo que resulta en una inactivacion lenta de SOCE (Carreras-Sureda et al., 2013).
CRACR2A es una proteina que contiene un motivo mano-EF y que funciona como
regulador de la interaccion Orail-STIM1. CRACR2A interacciona directamente con las
regiones citoplasmaticas de Orail y STIM1 formando un complejo. CRACR2A actia
como sensor de la [Ca?'].t y modula la translocacién y formacién de los complejos Orail-

STIM1 (Srikanth et al., 2010).
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2.3.4.Control mitocondrial de SOCE.

Las mitocondrias son organulos dinAmicos, en continuos procesos de fusion y
fision segun el entorno celular (Archer, 2013). También se ha visto que las mitocondrias
pueden moverse por la célula, establecer interacciones con la MP e incluso moverse
entre diferentes células adyacentes (Montes de Oca Balderas, 2021). De hecho, en los
ultimos afios, se estan desarrollando nuevas estrategias terapéuticas que consisten en
el trasplante o la transferencia mitocondriales. Se ha visto que el trasplante de
mitocondrias puede promover la regeneracion y restauracion muscular tras un dafio
(Alway et al., 2023). Estas nuevas estrategias terapéuticas enfocadas en la transferencia
de mitocondrias pueden ser una herramienta prometedora para el tratamiento
enfermedades mitocondriales (Zhang and Miao, 2023) u otras patologias como el
Parkinson (Jain et al., 2023).

El enorme dinamismo es consistente con una gran importancia de la mitocondria
en funciones celulares incluyendo un papel central en la homeostasis del Ca?
intracelular. El papel de la mitocondria en el control de SOCE y los canales SOCs se
debe a la capacidad de este organulo de captar Ca?. Esta captacion de Ca?" sucede
gracias a la combinacion del potencial negativo tan alto a través de la MMI por el bombeo
de protones junto con la presencia del canal MCU selectivo de Ca?* (Gilabert and
Parekh, 2000; Hoth et al., 1997).

La mitocondria puede regular SOCE de diferentes maneras: previniendo la
inactivacion de los canales CRAC dependiente de Ca?" o promoviendo directamente la
inactivacion de Orail (figura 17). Tras la activacién de SOCE, se produce una entrada
de Ca?" a través de los canales CRAC. Esto propicia que se formen microdominios de
Ca?" cercanos a estos canales que pueden promover la inactivacion rapida de los
canales CRAC dependiente de Ca?*. Las mitocondrias pueden captar Ca?* de esos
microdominios, de manera que previenen la inactivacion rapida dependiente de Ca?* de

estos canales, lo que promueve el mantenimiento de SOCE (Hoth et al., 2000).

Las mitocondrias activas también pueden controlar la inactivacion lenta
dependiente de Ca?* de los canales CRAC. Al retirar Ca? del citoplasma, las
mitocondrias favorecen que se ralentice el rellenado de los depositos, lo que mantiene
SOCE, a través de la captacién de Ca?* en el citosol, lo cual previene la inactivacion
lenta de los canales CRAC (Gilabert and Parekh, 2000). Estos mecanismos van a

prevenir la inactivacion de los canales CRAC dependiente de Ca?*, lo que mantiene la
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actividad de estos canales, la entrada de Ca?" a través de ellos y, por ende, la

sefializacién por Ca?* (Villalobos et al., 2018).

El vaciado de los depdésitos también propicia la entrada de Na* a la célula. Este
Na* es necesario para el funcionamiento de NCLX, el sistema principal de extrusion de
Ca?* de la mitocondria. La salida de Ca?* de la mitocondria es muy importante para el
control de la actividad de Orail. Un aumento de Ca?* en este organulo promueve la
generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales pueden salir de la célula
y oxidar la cisteina 195 del tercer segmento TM de Orail, lo que provoca la inactivacion

del canal (Ben-Kasus Nissim et al., 2017).

Figura 17. Control mitocondrial de SOCE. Tras el vaciado de los depésitos, se activa la entrada
de Ca?*. Esta entrada se puede inactivar por el propio Ca?*, o bien por la generacién de ROS en
la mitocondria, que inactivan el canal Orail. La mitocondria puede retirar Ca2* del citoplasma a
través de manera que previene la inactivacion dependiente de Ca?* (Villalobos et al., 2018).

2.4. Entrada de Ca?* mediada por el canal Orail independiente

de depoésitos.

En los Ultimos afios se ha descrito una entrada de Ca?* independiente de depdsitos
que puede regular procesos tumorales. Esta entrada, que implica al canal Orail, se
conoce como SICE (del inglés store-independent Ca®* entry). SICE puede ser inducida
por el acido araquidénico o su metabolito el leucotrieno C4 y regulada a través de los

canales Orail y Orai3, o puede activarse mediante el emparejamiento funcional de Orail
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y SPCA2. Ademas de estos dos mecanismos, SICE también puede ser mediada por
canales dependientes de voltaje o canales de potasio como el canal SK3 0 Kca2.3, 0 el
canal K,10.1 (Cantonero et al., 2019; Chamlali et al., 2021). Nos centraremos en los
mecanismos de SICE que implican la participacion de SPCA2, ya que hemos visto que
esta ATPasa se encuentra sobreexpresada en las células de CCR (Villalobos et al.,
2017).

Se ha visto que SPCA2 puede activar la entrada de Ca?" mediada por Orail en
células de tumores mamarios (figura 18). Esta entrada es independiente de la actividad
ATPasa de SPCA2 y requiere la interaccion de SPCA2 y Orail. La asociacion SPCA2-
Orail implica ambos extremos de SPCA2: el extremo N-terminal interacciona
fisicamente con Orail, facilitando la accesibilidad de la regién C-terminal de SPCA2 al
canal de Ca?*. En ese momento, Orail se activa y permite la entrada de Ca?* a la célula
promoviendo el desarrollo tumoral a través de la activacion de la via Ras-ERK (Feng et
al., 2010).
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Figura 18. Entrada de Ca?* favorecida por la interaccién Orail-SPCA2. SPCA2, localizada
en la MP o en la membrana de Golgi pude interaccionar fisicamente con Orail a través de sus
extremos N y C terminal. El canal Orail se activa y entra Ca?* a la célula, el cual favorece la
proliferacion a través de la activacion de la via Ras-ERK. Figura adaptada de (Cantonero et al.,
2019).
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También se ha visto que SPCA2 puede formar un complejo con el canal de K*
dependiente de voltaje K,10.1 o EAG1. Este canal pertenece a la familia de canales
EAG (ether-a-go-go) y esta sobreexpresado en varios tipos de cancer, como el cancer
de mama o el CCR (Ding et al., 2007; Hammadi et al., 2012). La funcion de K,10.1 se
puede ver aumentada tras la union del coldgeno 1 a su receptor. Esta union provoca la
interaccion de K,10.1 con Orail en la membrana plasmatica y activa SICE Orail
(Badaoui et al., 2017). En este proceso, SPCA2 puede aumentar la expresion de K,10.1
y Orail en la membranay, por lo tanto, aumenta SICE. La actividad de las tres proteinas
es necesaria para mediar SICE en este contexto y esta entrada de Ca?* es fundamental
para mantener la localizacion de los dos canales en la membrana y, consecuentemente,
su actividad. La entrada de Ca?" SICE a través de estos canales promueve la

supervivencia tumoral y regula la migracion celular (Peretti et al., 2019).
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3. Remodelado del calcio intracelular en cancer de colon.
3.1. Remodelado de SOCE en céancer colorrectal.

En el proceso del cancer se dan modificaciones o caracteristicas conocidas como
hallmarks del cancer que confieren a las células una serie de ventajas como la
resistencia a la muerte celular o la proliferacién descontrolada (Hanahan and Weinberg,
2000). Muchos de estos procesos estan relacionados con la sefializacion por Ca?*. En
el proceso de carcinogénesis se producen cambios en la homeostasis de Ca?*, es decir,
se produce un remodelado del Ca?" (Roderick and Cook, 2008; Villalobos et al., 2016).
Algunos de estos cambios estan relacionados con SOCE y consisten en cambios en la
expresion de moléculas relacionadas con el transporte de Ca?*. Estudios previos del
grupo con células normales y de adenocarcinoma de colon han descrito cambios
relacionados con la homeostasis del Ca?" intracelular en el CCR, como es la
sobreexpresion de moléculas implicadas en SOCE y de canales SOCs (Pérez-Riesgo
et al., 2017; Sobradillo et al., 2014; Villalobos et al., 2017).

En las células de CCR se producen cambios en la homeostasis del Ca?
intracelular. Por un lado, las células de CCR muestran una mayor entrada de Ca?* via
SOCE que es mantenida durante mas tiempo. Por otro lado, las células de CCR
presentan menores niveles de Ca?" en los depdsitos. No solo eso, si no que en las
células de CCR se observan dos tipos de corrientes de Ca?* inducidas por el vaciado de
los dep6sitos: por un lado, una corriente similar a Icrac, Selectiva de Ca?*, que aparece
en células normales y tumorales, pero es mayor en las células de CCR. Por otro lado,
aparece una corriente Isoc No selectiva, permeable también a Na* que se observa en las
células de CCR, pero no en las células normales y que presenta tanto un componente
de entrada como de salida (Sobradillo et al., 2014). Estos cambios se asocian a una
expresion diferencial de canales, bombas y otros sistemas transportadores entre células
normales y tumorales (Pérez-Riesgo et al., 2017). A nivel molecular, se ha visto que la
mayor corriente Icrac €n células de CCR se debe a la sobreexpresion de las moléculas
clasicas relacionadas con SOCE: STIM1 y Orail. También se ha observado una mayor
expresion de TRPC1. TRPC1 actia como canal SOC el cual contribuye, por un lado, al
aumento de la corriente Icrac Y, pOr otro, a la aparicion de esa corriente Isoc N0 selectiva.
Ademas, en las células de CCR se observa una disminucién de STIM2 (Sobradillo et al.,

2014). Es decir, durante el proceso de carcinogénesis del CCR, se produce una mayor
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expresion de las moléculas clasicas implicadas en SOCE, STIM1 y Orail, y del canal

TRPCL1 que promueven una mayor entrada de Ca?* via SOCE (figura 19).
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Figura 19. Remodelado de SOCE en CCR. En colonocitos normales, la entrada de Ca?* via
SOCE es pequefia y los depositos de Ca?* en el RE estan llenos. SOCE en estas células esta
mediada por Orail y la interaccién con STIM1/STIM2. En las células de CCR, SOCE esta
aumentada y los depdsitos de Ca?* estan parcialmente vacios. En estas células SOCE esta
mediada por Orail y TRPC1, que interaccionan con STIM1. En las células de CCR se observa
una corriente Isoc mediada por TRPC1 que no aparece en las células normales. Figura
modificada de (Villalobos et al., 2019).

El remodelado del Ca?* en cancer no solo afecta a SOCE a través de la
sobreexpresion de Orail y TRPC1, sino que también incluye cambios en otras
moléculas implicadas en la homeostasis del Ca?* mitocondrial, en la liberacién de Ca?*
desde los depdsitos y en los sistemas de liberacion de Ca?* al exterior. En un estudio
transcriptomico llevado a cabo por nuestro grupo, se analizaron mas de 100 genes y
proteinas implicados en el transporte de Ca?'. Este estudio revelé una expresion
diferencial en VOCCs (aumento de la expresién de Cavl.3 y disminucién en Cavl.2,
Cav2.2 y Cav3.2 en CCR), en TRPs (aumento de la expresion TRPV6 y disminucion de
TRPM5, TRPP2 y TRPML2 en CCR) y en las moléculas relacionadas con SOCE
(aumento de Orai2 y STIM1 en CCR y disminucién del modulador de SOCE, CRACR2A,
en células tumorales de CCR). También se observaron cambios en algunos sistemas
de transporte de las endomembranas: IP3R1 e IPsR3 aparecian sobreexpresados en
células de CCR mientras que IP3R2 disminuia su expresion en el proceso tumoral. En
la mitocondria aparecia una mayor expresién de MCU, MICU1, MICU2, VDAC2 y NCX2
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en las células tumorales, mientras que VDAC1 y VDAC3 aparecian disminuidos en estas
células (Pérez-Riesgo et al., 2017).

3.2. Control mitocondrial de SOCE en cancer.

La reprogramacion metabdlica es un rasgo caracteristico de las células tumorales
para hacer frente a la mayor proliferacion celular y supervivencia. La mayor expresion
de esta reprogramacion es lo que se conoce como efecto Warburg, por el cual la mayoria
de tumores optan por una via metabdlica glicolitica, incluso en presencia de oxigeno,
asociada a deficiencias en la sintesis de ATP por la mitocondria (Warburg, 1925). La
deficiencia en la sintesis de ATP aumenta el AWm, la principal fuerza motriz para la
captacion de Ca?* por la mitocondria a través de MCU (Bernardi, 1999; Kirichok et al.,
2004). Ademas, cambios en el A¥Ym pueden hacer que el intercambiador NCLX funcione
en sentido inverso introduciendo Ca?* a la mitocondria (Garbincius and Elrod, 2022). Por
lo tanto, cambios en el AYm pueden favorecer la capacidad de tamponamiento de Ca?*

de la mitocondria.

La capacidad de tamponamiento de Ca?* de la mitocondria puede tener un impacto
en la inactivacién dependiente de Ca?* de los canales implicados en SOCE (Gilabert
and Parekh, 2000). Estudios previos del grupo han demostrado que las células de CCR
tienen un AWm mayor que se asocia a una mayor captacion de Ca?" mitocondrial
(Hernadndez-Morales et al., 2017). Ademas, en las células de CCR hay una mayor
expresion de MCU, MICU1 y MICU2, entre otros, lo que promueve la captacion de Ca?*
por la mitocondria (Pérez-Riesgo et al., 2017), aunque estas diferencias no se
observasen a nivel de proteina (Hernandez-Morales et al., 2017). La consecuencia de
la mayor captacion de Ca?* por la mitocondria es que aumenta su capacidad de buffer y
puede prevenir la inactivacion dependiente de Ca?* de los canales CRAC (figura 20),

manteniendo la entrada de Ca?* via SOCE durante mas tiempo (Villalobos et al., 2018).
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Figura 20. Control mitocondrial de SOCE. En células normales de colon, el propio Ca?
favorece la inactivacion de los canales SOCs. En las células de CCR donde hay una mayor
expresion de MCU, la mitocondria puede captar Ca2* del citosol, previniendo la inactivacién de
los canales SOC dependiente de Ca?*. Por otro lado, la mayor expresién de NCLX y TRPC1
favorece la entrada de Na* a la mitocondria y el aclarado de Ca?* en este organulo, evitando la
formacién de ROS y la inactivacién por oxidacion del canal Orail. Figura adaptada de (Villalobos
et al., 2018).

Como ya hemos visto, el aumento de la [Ca?*|mt promueve la generacién de ROS
gue pueden salir de la célula e inactivar el canal Orail mediante oxidacién de un residuo
de cisteina (Ben-Kasus Nissim et al., 2017). La mayor entrada de Na* en las células de
CCR favorecida por la sobreexpresion de TRPC1, junto con una mayor expresion del
intercambiador NCLX, puede favorecer la extrusion de Ca?' mitocondrial hacia el
citoplasma, de manera que se evita la sobrecarga de este cation (figura 20). Por ende,
la produccion de ROS seria menor en las células de CCR lo que retrasaria la inactivacion
de Orail y mantendria la entrada de Ca?* via SOCE durante mas tiempo (Villalobos et
al., 2018). Este mecanismo de eliminacién de Ca?* mitocondrial no sélo seria importante
en la regulacién de SOCE si no que podria explicar la resistencia de las células
tumorales a la apoptosis ya que, si no se produce sobrecarga de Ca?', no se libera

citocromo ¢ y no se comienza el proceso de apoptosis (Berridge et al., 2000).
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3.3. Remodelado de otros sistemas de transporte en CCR.

Pese a que SOCE constituye la mayor via de entrada de Ca?* en células de CCR,
se ha visto que en estas células hay otros sistemas de transporte de Ca?* que tienen
una expresion diferente a la de las células normales y pueden contribuir a la
homeostasis del Ca?* intracelular. Algunos de estos sistemas de transporte
diferencialmente expresados incluyen canales TRP que pueden introducir Ca?" al
citoplasma como TRPV6, TRPC5, TRPP1 y TRPP2 y sistemas de retirada de Ca?* del
citosol como SPCA2 o PMCA4, entre otras moléculas relacionadas con el transporte de
Ca?* (Pérez-Riesgo et al., 2017).

El canal TRPV6 es un canal altamente selectivo de Ca?* que se encarga de la
absorcion de Ca?* en el intestino y el rifion (Clapham et al., 2001). Este canal se
encuentra sobreexpresado en células de cancer de préstata, de cancer de colon y de
otros tipos de cancer (Khattar et al., 2022; Pérez-Riesgo et al., 2017; Wissenbach et al.,
2001). TRPV6 puede aumentar la entrada de Ca?* mediante un mecanismo que provoca
la translocacion de TRPV6 a la membrana a través de la entrada de Ca?* que se produce
por Orail/TRPC1 (Raphaél et al., 2014).

Otro transportador que aparece diferencialmente expresado en CCR es la ATPasa
SPCAZ2 del aparato de Golgi (Jenkins et al., 2016). SPCA2, ademas de retirar Ca?* del
citoplasma hacia Golgi, también es importante en la entrada de Ca?* por activar el canal
Orail independiente de depdésitos o SICE (Feng et al., 2010). SPCA2 puede aumentar

la entrada de Ca?* a través de la activacion de las vias de SICE.

Los resultados transcriptomicos no han sido confirmados a nivel de gPCR o a nivel
funcional. El papel de estos, y otros, transportadores sobre la homeostasis del Ca?*y el
remodelado en procesos de cancer todavia no se conoce con certeza, por lo que es un
campo con muchas posibilidades que puede poner el foco en las moléculas
transportadoras de Ca?" como diana terapéutica en el cAncer. Para mayor claridad, en
este documento, se han agrupado bajo el término sistemas de transporte de Ca?" a
todas aquellas moléculas relacionadas con el transporte de Ca?*, independientemente

de que sean canales iGnicos, proteinas intracelulares o sensores.

61



INTRODUCCION

4. Poliaminas en cancer de colon.

Las poliaminas son moléculas policatibnicas que contienen dos o mas grupos
amino y aparecen tanto en células eucariotas como procariotas. Las poliaminas estan
relacionadas con la estimulacion de la proliferacion celular, la diferenciacion celular, la
expresion de genes , la sintesis de proteinas y ADN, la supervivencia celular y la

interaccion entre células (Lenis et al., 2017).

De forma resumida, la sintesis de poliaminas se produce a partir de la arginina. La
arginasa puede transformar la arginina en ornitina. El paso limitante en la sintesis de
poliaminas es la produccion de putrescina a partir de ornitina por accién de la enzima
ornitina descarboxilasa (ODC). A partir de la putrescina, la primera de las poliaminas,
se pueden formar la espermidina y la espermina de forma secuencial por medio de la
espermidina sintasa y la espermina sintasa, respectivamente (figura 21). Estas enzimas
requieren la accion de la S-adenosilmetionina descarboxilasa (AdoMetDC), otra enzima
limitante en el proceso de biosintesis. AdoMetDC se encarga de proporcionar el grupo
aminopropilo necesario para la sintesis de poliaminas a partir de la descarboxilacion de
la S-adenilmetionina (SAM o AdoMet). La espermidina y la espermina pueden ser
catabolizadas por la accion de la enzima espermidina/espermina N-acetiltransferasa
(SSAT) o la acetilpoliamina oxidasa (APAO). En mamiferos existe un sistema de
transporte de poliaminas selectivo (Casero and Marton, 2007). La enzima ODC es una
enzima clave del proceso de sintesis de poliaminas por lo que en mamiferos se
encuentra altamente regulada y su vida media no supera los 30 minutos (Lenis et al.,

2017), la vida media mas corta de todas las enzimas conocidas.

Uno de los compuestos de quimioprevencion mas utilizados en cancer es la
difluorometilornitina (DFMO) o eflornitina. DFMO es un inhibidor suicida de la enzima
ODC1, la enzima limitante en la biosintesis de poliaminas (Mamont et al., 1978). Desde
su sintesis, DFMO ha sido utilizado como agente quimioterapico para controlar la

proliferacion celular exacerbada en procesos como el cancer.

62



INTRODUCCION

NH;,

N\ N //.\\
>, s COOH

Ornitina

[PFMOJ_|NC03

H,N PN O |
TN oV INHg /l\ AN /L\
i APAO| H7 7 N7 Tahy +HO,
Putrescina H
CH;y CH;
s AdoMetDC Ry
Ado” " Ado” L
—
o _COOH %
Q
NH, NH; OO W ) &
— NN NN el
Spermidine H s
synthase
Ado —$— CH,
4 ~ SSAT
MTA
v v
- Eliminadas
Y O T de la célula
H '
Espermidina ([)
|
CH; CH;, t ~SNT iy +HO
L AdoMetDC i i
9N ~ON H,O
Ado Ado { ™2
—_—
~_ _-COOH e
NH, NH, ‘U’
e SMO W T
Spermine (=l NEUENS T BNT NCHR
synthase H H
Ado—S—CH,
MTA
v
i
HiN A~ N A A A
NN NN TN NN
H
Espermina

Figura 21. Metabolismo de poliaminas. El primer paso limitante en la sintesis de poliaminas es
la generacién de putrescina a partir de la ornitina por accién de la ornitina descarboxilasa (ODC).
Esta enzima puede ser inhibida por el compuesto difluorometilornitina (DFMO). Otra enzima
limitante es la S-adenosilmetionina descarboxilasa (AdoMetDC) que proporciona el grupo
aminopropilo para la sintesis de espermidina y espermina. Estas dos poliaminas se sintetizan en
cadena por medio de la espermidina y espermina sintasa, respectivamente. La enzima SSAT
(espermidina/espermina acetiltransferasa) se encarga del catabolismo de la espermina y la
espermidina, lo que permite mantener la homeostasis de poliaminas. En situaciones de estrés
celular, se pueden activar la espermina oxidasa (SMO) o la N-acetilpoliamina oxisada (APAO)
que degradan la espermina o espermidina y producen H202 y moléculas que seran liberadas al
exterior celular. Figura adaptada de (Casero and Marton, 2007).

En cancer se ha visto un exceso de biosintesis de poliaminas, particularmente en
CCR, donde la ODC se encuentra sobreexpresada en la mayoria de los casos. Una
mayor actividad de ODC se relaciona con una mayor proliferacion e induce el

crecimiento tisular. Ademas, se ha visto que promotores tumorales como c-Myc
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aumentan la actividad de ODC y la formacién de tumores (Bachmann and Geerts, 2018).
En todo caso, las poliaminas también pueden proceder de una dieta alta en poliaminas
o de la microbiota. De hecho, se conoce que algunos alimentos con cantidades notables

de poliaminas estan asociados con un mayor riesgo de cancer (Huang et al., 2020).

En pacientes con poliposis adenomatosa familiar (FAP) se han observado un
incremento en los niveles de poliaminas y de ODC. Esta enfermedad se caracteriza por
mutaciones en el gen APC, el cual causa una desregulacion de la via Wnt/B-catenina.
Esta via de sefalizacién puede activar el oncogen c-Myc, el cual, a su vez, aumenta la
expresion y actividad de ODC (Bachmann and Geerts, 2018; Half et al., 2009).
Alteraciones en APC resultan en la desregulacion de la biosintesis de poliaminas (figura
22).
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Figura 22. Papel de las poliaminas en el CCR. En células normales, la via Wnt/B-catenina
controla la expresion de MYC regulada por la forma wild type de MYC quien puede controlar la
sintesis de poliaminas a través de la regulacion del gen de la ODC. En células de CCR donde
APC aparece mutado, se produce una sobreexpresion de MYC y se observan altos niveles de la
enzima ODC y de poliaminas. A través de la administracion de DFMO, se pueden reducir los
niveles de ODC y, por lo tanto, de poliaminas en células de CCR donde el oncogén MYC aparece
sobreexpresado. Figura modificada de (Gerner et al., 2018).
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La utilizacibn de DFMO, solo o en combinacion con AINEs, puede inhibir la
carcinogénesis en el tracto intestinal mediante la reduccién de los niveles de poliaminas
(Gerner et al., 2018).

Se cree que el papel fisiolégico de las poliaminas es estimular la restitucion
epitelial del intestino tras un dafo. Esta estimulacién puede ser consecuencia de un
proceso de sefializacion por Ca?. Concretamente, las poliaminas inducen la
translocacion de STIM1 a la MP donde activa la entrada de Ca?* mediada por TRPC1.
La deplecion de poliaminas por DFMO disminuye la formacién de complejos
STIM1/TRPC1 y, en consecuencia, la entrada de Ca?" por esta via (Rao et al., 2012).
Estos resultados indican que las poliaminas pueden modular los niveles de STIM1 y la
entrada de Ca?* mediada por TRPC1. Resultados previos del grupo sugieren que la
inhibicién de la sintesis de poliaminas con DFMO tiene efectos sobre el remodelado del
Ca?" en las células de CCR, donde ODC se encuentra sobreexpresada (Gutiérrez et al.,
2019). La inhibiciobn de la sintesis de poliaminas en células de CCR reduce
caracteristicas del fenotipo tumoral como la proliferacién celular y la resistencia a la
muerte. Ademas, la inhibicion de la sintesis de poliaminas afecta a la homeostasis del
Ca?* intracelular: DFMO aumenta el contenido de Ca?* en los depdsitos, disminuye la
entrada de Ca?* que se activa tras su vaciado y elimina el componente de la corriente
Isoc mediado por TRPC1 (figura 23). Este efecto es revertido con la adicién de
putrescina. A nivel molecular, DFMO reduce la expresién de TRPC1 y STIM1 en las
células de CCR (Gutiérrez et al., 2019).

En los ultimos estudios del grupo se llevo a cabo un analisis transcriptémico para
buscar las bases moleculares del remodelado del Ca* como consecuencia de la
deplecién de poliaminas en células de CCR. El tratamiento con DFMO afecta a genes
del transporte de Ca?* en células de CCR, pero no en células normales. Concretamente,
DFMO aumenta la expresion de genes de moduladores de SOCE como CRACR2A y
ORMDL3, mientras que disminuye los genes que codifican para proteinas relacionadas
directamente con la entrada de Ca?* como los que codifican las proteinas SPCA2,
TRPV6 o TRPC1. La inhibicion de sintesis de poliaminas también afecta a

transportadores de Ca?* mitocondriales (Pérez-Riesgo et al., 2023).
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Figura 23. Reversién del remodelado de Ca?* en CCR con DFMO. La inhibicién de la sintesis
de poliaminas con DFMO revierte el remodelado de la homeostasis del Ca?* intracelular hacia un
fenotipo menos tumoral: aumenta el tamafio de los depésitos de Ca?* y reduce SOCE mediante
la disminucion de la expresion de STIM1 y TRPC1. Figura modificada de (Gutiérrez et al., 2019).

Los resultados a nivel molecular, transcriptémico y funcional sugieren un papel
relevante de las poliaminas en el remodelado de la homeostasis del Ca?* intracelular en

cancer colorrectal.
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5. Homeostasis del potasio en cancer.

La homeostasis i6nica es importante para la mayoria de las funciones celulares.
Los iones se distribuyen de manera asimétrica a través de la membrana plasmatica (y
de endomembranas), dando lugar a gradientes electroquimicos. Estos gradientes
generan un potencial de membrana que se utiliza en la transduccién de sefiales para el
transporte de moléculas. Este transporte establece una homeostasis i6nica. Como ya
hemos Vvisto, alteraciones en la homeostasis del Ca?" puede desembocar en la
modificacion de caracteristicas celulares relacionadas con patologias como el cancer.

Esto también ocurre con otros iones como el K*,

Los canales de K* son proteinas transmembrana que forman poros que permiten
el transporte de K* a través de la MP, principalmente su salida a favor de gradiente
electroquimico. Los canales de K* estan codificados por 77 genes y se dividen en 4
clases: canales de K* operados por voltaje, canales de K* activados por Ca?*, canales
de K* de rectificacion interna y canales de K* con dos dominios de poro (Fnu and Weber,
2021):

- Canales de K* operados por voltaje (Kv). Son el subgrupo mayor de canales

de K*. Su apertura esta controlada por cambios en el potencial de membrana.

- Canales activados por Ca?". Se puede diferenciar entre canales de gran
conductancia (BK), de conductancia intermedia (IK) y de conductancia

pequefia (SK).

- Canales de rectificacion interna (Kir). Tienen dos segmentos transmembrana

gue flanquean un poro que permite la entrada de K*.

- Canales con dos dominios de poro (K2P). Tienen dos dominios de poro v,
generalmente, estan abiertos como canales leak para mantener el potencial

de membrana negativo.
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5.1. Alteracion i6nica del K* en cancer.

Los canales de K* son importantes en los procesos de metastasis ya que estan
implicados en la migracién celular y la angiogénesis, asi como la transicion epitelio-
mesénquima y otras propiedades asociadas con el fenotipo tumoral (Comes et al.,
2015). La actividad de los canales de K* puede regular la sefializacion por Ca?* a través
de cambios en el potencial de membrana que favorecen la entrada de Ca?". Estas
sefales de Ca?" pueden regular procesos de proliferacion celular y apoptosis, por lo que
el K* podria regularlos de manera indirecta (Santellal and Risol, 1998; Wang, 2004; Yang
and Brackenbury, 2013). Ademas, los canales de K* pueden promover la angiogénesis
y migracion tumoral, concretamente los canales hEAG1 y hERG1 en los que se

profundizard mas adelante (Becchetti and Arcangeli, 2010).

Existen evidencias de que los canales de K* estan involucrados en procesos
fisiopatoldgicos relacionados con los procesos tumorales (figura 24), pero es dificil
asignar un rol a cada canal concreto, aunque destacan los procesos de crecimiento
tumoral, angiogénesis y metastasis (Fnu and Weber, 2021). La expresion de diferentes
canales de K* puede estar alterada en algunos tipos de cancer y, en algunos casos,
correlacionada con la malignidad tumoral, por lo que estos canales iGnicos se han

propuesto como dianas para terapia del cancer.

Canales de K* ]—\‘
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'
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L/'/—‘_-' \
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( Interaccion proteina-proteina ]
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Figura 24. Mecanismos implicados en la progresion tumoral regulados por canales de K*.
La participacion de los canales de K* en los procesos de progresion tumoral es muy compleja e
incluye mecanismos dependientes de la permeabilidad de los canales, asi como mecanismos no
relacionados con la conduccién iénica. Imagen adaptada de Comes et al., 2015.
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Muchos de los procesos tumorales implican la alteracién en la expresion de
canales del grupo Kv. Dentro de este grupo destaca la expresion diferencial de canales
Kv1.3 y Kv1.5, cuya expresion se puede correlacionar con la malignidad del tumor
(Bielanska et al., 2012). Otro grupo altamente implicado en céncer son los canales Kv

de la familia EAG (Kv10-12) de los que hablaremos a continuacién.

5.2. Canales hERG1 y hEAG1 en cancer.

Los canales EAG o ether-a-go-go son una subfamilia de canales de K* operados
por voltaje codificados por el gen KCNH. Esta familia incluye tres subtipos: Kv10, Kv11
y Kv12. El subgrupo Kv10 o EAG incluye dos miembros, Kv10.1 (EAG1) y Kv10.2
(EAG2), codificados por los genes KCNH1 y KCNH5 respectivamente. El subgrupo Kv11
0 ERG (del inglés eag-related gene) tiene tres miembros, Kvll.1l (ERG1), Kv11.2
(ERG2) y Kv11.3 (ERG3), codificados por los genes KCNH2, KCNH6 y KCNH7
respectivamente. El ultimo subgrupo, Kv12 o ELK (del inglés eag-like K" cannel) incluye
tres miembros, Kvl12.1 (ELK1), Kv12.2 (ELK2) y Kv12.3 (ELK3), codificados por los
genes KCNH8, KCNH3 y KCNH4. Todos ellos aparecen formando tetrameros, donde
cada subunidad est4 compuesta por 6 segmentos TM (figura 25). Los primeros cuatro
segmentos TM forman el dominio sensible a voltaje (VSD, del inglés voltage-sensing
domain). Los segmentos TM5 y TM6 junto con el bucle que une las cuatro subunidades
se asocian para formar el poro del canal. Los médulos citoplasméticos influyen en la
apertura de los canales. En el segmento N-terminal se encuentra el dominio PAS comun
a los canales EAG. En el extremo C-terminal se encuentra la region CNBHD, homoéloga

a dominios de unién a nucleétidos ciclicos. (Barros et al., 2020).

La expresion de estos canales se ha observado en una variedad de tejidos y, por
ejemplo, se ha visto que todos ellos estan sobreexpresados en el sistema nervioso

donde regulan la excitabilidad celular (Bauer and Schwarz, 2018).
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COOH

Figura 25. Esquema de la estructura del canal hERG1 o Kv11.1. Se representan dos de las
subunidades que aparecen formando el tetramero. Consta de 6 segmentos transmembrana,
donde los los segmentos S5 y S6, junto con el bucle que une las subunidades, forman el poro
del canal. Tanto las regiones N-terminal como C-terminal son intracelulares. En el extremo N-
terminal (N-tail) se encuentra la regién PAS y en el C-terminal la region CNBHD. Figura adaptada
de Barros et al., 2020.

La expresion de canales hEAG1 y hERG1 en células de cancer contribuye a la
migracion celular y la angiogénesis. Concretamente, la expresion de Kv10.1 induce la
expresion de HIF1 (del inglés hypoxia-inducible factor 1) y aumenta la respuesta de las
células a hipoxia. HIF1 ademas promueve la activacién del factor de crecimiento
endotelial vascular VEGF, induciendo la vascularizaciéon (Downie et al., 2008). Por su
parte, Kv11.1 tiene un papel mas complejo en la progresion tumoral. En células de
cancer de mama, cuando Kv11.1 permanece cerrado, el canal aparece asociado a la
integrina B1, resultando en un aumento de la metastasis. Sin embargo, cuando se abre,
se reduce la asociacion con la integrina 1, disminuyendo la metastasis en cancer de
mama (Becchetti et al., 2017). EAG1 o Kv10.1 se encuentra sobreexpresado en CCR y
se asocia con el estadio tumoral (Ding et al., 2007). ERG1 o Kv11.1 también presenta
una mayor expresion en CCRs metastatizados. Su mayor expresion y actividad se

correlaciona con la capacidad de invasion y neovascularizacion (Lastraioli et al., 2004).

La patofisiologia de los flujos de K* y la accesibilidad de los canales ha puesto el

foco en estas proteinas como diana terapéutica para cancer. Esto ha supuesto el
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desarrollo de blogueantes como el astemizol, capaz de bloguear tanto los canales EAG

como los canales ERG (Toplak et al., 2022).

El papel de las poliaminas en el control de la actividad de los canales de K* se ha
estudiado en el contexto del proceso de restitucion epitelial. Las poliaminas son
esenciales para la migracion celular durante la restitucion temprana de la mucosa
después de una herida en el tracto gastrointestinal. Se ha descrito que DFMO inhibe
selectivamente la expresién del canal Kvl.1 y despolariza la membrana de células
epiteliales del tracto gastrointestinal, lo que reduce la fuerza electromotriz para la
entrada de Ca?* y la migracién celular. La espermidina exdgena revierte estos efectos.
Los resultados sugieren que las poliaminas podrian controlar los procesos de migracion
celular durante la restitucion epitelial a través del control de la expresion de canales de
K* como Kv1.1 (Wang et al., 2000).

71






HIPOTESIS Y
OBJETIVOS







HIPOTESIS Y OBJETIVOS

En el cancer colorrectal existe un remodelado de la homeostasis del Ca?
intracelular gue contribuye al fenotipo tumoral. Las células tumorales tienen una entrada
de Ca?" operada por depoésitos (SOCE) aumentada y niveles bajos de Ca?" de los
depositos intracelulares con respecto a las células normales. Esto promueve la
proliferacién y migracién celulares mientras previene la muerte celular. La SOCE se
inactiva en las células normales por el propio Ca?* que entra. Sin embargo, en las células
tumorales, las mitocondrias remueven el exceso de Ca?" citosoélico previniendo su
inactivacion. Ademas, las células tumorales sobreexpresan canales TRPCL1 y algunos
sistemas de transporte de Ca?" y K* que podrian contribuir a aumentar la SOCE. El
remodelado de Ca?* podria deberse a un exceso de poliaminas asociadas a mutaciones
en APC y la sobreexpresion de ODC. La inhibicion de la sintesis de poliaminas con
DFMO revierte parcialmente el remodelado de Ca?* y el fenotipo tumoral. Por tanto, la
hipétesis de este trabajo es que en las células tumorales se producen cambios en los
responsables moleculares de SOCE, especificamente la mitocondria, y canales TRPC1,
de Ca?" y de K*. Estos cambios estan relacionados con el exceso de poliaminas en las
células tumorales y, por tanto, son reversibles mediante la inhibicién de la sintesis de

poliaminas con DFMO.
Para probar la hipétesis, se abordaron los siguientes objetivos especificos:

1. Evaluar la contribucion de la mitocondria a la SOCE mediante la transferencia de

mitocondrias aisladas de células normales NCM460 a células tumorales HT29.
2. Determinar el papel del canal TRPC1 en la SOCE en células de cancer de colon.

3. Determinar los sistemas de transporte de Ca?" modulados por poliaminas que
contribuyen al remodelado de la homeostasis del Ca?* intracelular en las células de

cancer colorrectal.

4. Caracterizar los cambios en las corrientes de K* en células de cancer colorrectal y

su modulacién por poliaminas.
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1. Cultivos celulares.

Las células NCM460 se utilizaron como modelo de célula normal de colon
humana. Se trata de una linea celular epitelial de mucosa normal de colon. Se establecio
a partir de tejido sano de un varén hispano de 68 afios sometido a una gastrectomia.
Estas células presentan marcadores como citoqueratinas o villina que indican su
naturaleza de células epiteliales normales o no tumorogénicas (Moyer et al., 1996). Son
células adherentes que crecen en monocapa y se duplican cada 32-38 horas. Pueden
sufrir transformaciones si se cultivan durante largos periodos de tiempo, por lo que no

se mantuvieron mas de 12 pases celulares.

Las células HT29 se utilizaron como modelo de célula tumoral de colon humana.
Se trata de una linea celular epitelial de carcinoma colorrectal humano. Se estableci6 a
partir de tejido de un tumor primario de colon de una mujer caucasica de 44 afios (Fogh
and Trempe, 1975). Estas células presentan mutaciones en los genes BRAF, PIK3CA,
SMAD4 y TP53, ademas de tener una forma truncada de APC (Ahmed et al., 2013;
Brocardo et al., 2005). Son células adherentes que crecen en monocapa cuyo tiempo

de duplicacién es 22-24 horas.

Las células SW480 se utilizaron como modelo celular adicional tumoral. Se trata
de una linea celular epitelial de adenocarcinoma colorrectal humano. Se aislaron del
colon de un varén caucasico de 50 afios con cancer colorrectal en estadio B-C segun la
clasificacion de Dukes (Leibovitz et al., 1976). Presenta mutaciones en el oncogén
KRAS vy los genes supresores tumorales TP53 y APC (Ahmed et al., 2013; Nishisho et

al., 1991). Son células adherentes que se duplican cada 20-25 horas.

Tanto las células NCM460 como las células HT29 y las SW480 son adherentes y
se cultivaron en matraces Nunc EasYFlasks de 25 o 75 cm? con medio de cultivo DMEM
(del inglés Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) con 1 g/l de glucosa suplementado con
1% de antibidticos penicilina/estreptomicina (100 U/ml), L-glutamina 2 mM y 10% de
suero fetal bovino (FBS, del inglés fetal bovine serum). Las células se mantuvieron a
37°C en una atmosfera con 10% de CO,. Cuando las células alcanzaron el 70-80% de
confluencia, se subcultivaron. Para el subcultivo, las células se lavaron con tampon
fosfato salino (PBS, del inglés phosphate-buffered saline) y se mantuvieron durante 5
minutos a 37 °C con tripsina-EDTA para levantar las células del matraz. Se inactivo la

tripsina con medio de cultivo completo y se recogieron en un tubo cénico. Las células

79



MATERIALES Y METODOS

se centrifugaron a 290 g durante 4 minutos y se elimind el sobrenadante. El pellet se
resuspendié en un volumen conocido de medio DMEM. Posteriormente, se contaron las
células en una cAmara de Neubauer y se subcultivaron a la densidad deseada. Ambos
tipos celulares se mantuvieron en cultivo en paralelo hasta un méximo de 12 pases.
Para mantener siempre un stock celular, las células se congelaron en los pases iniciales
(1-3 pases) en medio DMEM completo (60%), FBS (30%) y DMSO (10%).

Las células NCM460 se obtuvieron de INCELL Corporation (San Antonio, TX, EE.
UU.). Las células HT29 se obtuvieron de la American Type Culture Collection (ATCC
HTB-38, EE. UU.). Las células SW480 fueron cedidas amablemente por el Dr. Alberto
Mufioz (CSIC, Madrid, Espafia). Los medios y reactivos utilizados para los cultivos
celulares (DMEM, antibiéticos, FBS, L-glutamina, PBS, Tripsina y DMSO) fueron
obtenidos de Lonza (Basilea, Suiza). Los matraces y placas de cultivos, asi como los
crioviales para la congelacién de células, fueron obtenidos de Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, EE. UU.). La camara de Neubauer es de Marienfeld GmbH (Lauda-
Konigshofen, Alemania)

2. Medida de calcio citosolico.

Para estudiar la homeostasis del Ca?* intracelular y la entrada de Ca?* se llevaron
a cabo experimentos de imagen de fluorescencia donde se monitorizd6 el Ca?
intracelular en tiempo real a nivel de célula Unica utilizando la sonda fluorescente fura-
2/AM (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Se utiliza el derivado
acetoximetil éster (AM) del fura-2 para que la sonda atraviese las membranas celulares
y penetre en las células vivas donde, por medio de las esterasas intracelulares, se libera
la molécula de fura-2 impermeable a la membrana celular (figura 26A). La sonda
fluorescente fura-2 es un quelante de Ca?" unido a una molécula fluorescente. Esta
molécula se une al Ca?" con alta afinidad (Ko = 0,14 uM) lo que nos permite detectar
pequefios cambios en la concentracién de Ca?* citosélico (Grynkiewicz et al., 1985). El
espectro de excitacion del fura-2 depende de la unién a Ca?*. Asi, la fluorescencia
emitida a 510 nm cuando se excita a 340 nm aumenta cuanto mayor es la cantidad de
Ca?" mientras que disminuye cuando se excita a 380 nm (figura 26B). Por lo tanto, para
ver los cambios en la concentracion intracelular de Ca?*, se estudié el cociente o ratio

de intensidad de fluorescencia cuando se excita a 340 y 380 nm (ratio F340/F380) y se
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recoge en 510 nm. Al tratarse de una medida ratiométrica, se aumenta la sensibilidad y
se disminuyen los errores en la medida debidos a artefactos o a diferencias en la carga
del colorante dentro de las células.
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Figura 26. Estructura quimica del Fura-2 y espectro de fluorescencia de la sonda unida a
Ca?*. A. El Fura-2/AM difunde a través de la membrana plasmatica hacia el interior celular donde
las esterasas intracelulares lo hidrolizan y liberan el Fura-2 acido que, por estar cargado, no
puede salir de la célula. B. Espectro de fluorescencia recogida a 510 nm de una solucién con
diferentes concentraciones (en pM) de Ca?* y excitando a diferentes longitudes de onda. A 340
nm se produce el maximo de emisidn con altas concentraciones de Ca?* mientras que a 380 nm
el maximo de emision coincide con bajas concentraciones de Ca?'. Imagenes obtenidas de
ThermoFisher Scientific.

Para monitarizar el Ca?* intracelular en células vivas, las células se sembraron en
cubreobjetos de 12 mm de diametro tratados con poli-L-lisina (Marienfeld GmbH, Lauda-
Konigshofen, Alemania), al menos, 3 horas antes del experimento. Para poder
monitorizar el Ca?* intracelular, las células se cargaron durante 45-60 minutos con fura-
2/AM 4 uM en medio externo completo (MEC) con Ca?' (MEC Cal) en oscuridad. Este
medio MEC Cal contiene, en mM: 145 NacCl, 5 KCI, 1 MgCl,, 10 D-glucosa, 10 HEPES,
1 CaCly; pH=7,4. La concentracion final de Ca?* es 1 mM. Una vez tratadas las células,
se montaron los cubreobjetos en una camara de perfusion. Esta camara se llevé a un
microscopio invertido Zeiss Axiovert S100TV (Zeiss, Oberkochen, Alemania) equipado
con una cadmara digital Orca-ER (Hamamatsu Photonics, Jap6n) para registrar las
imagenes cada 5 segundos. Se utilizé una lampara de fluorescencia para iluminar las
células alternativamente a 340 y 380 nm gracias a una rueda de filtros de excitacién
(Sutter Instruments, Novoa, CA, EE. UU.). La fluorescencia emitida se recogio a través
de un objetivo 40X de inmersién en aceite (1.4 NA, Olympus, Nueva Zelanda) y se filtré
para recoger Unicamente la emisién a 510-520 nm. El equipo lleva acoplado un sistema
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de perfusién (Warner Instruments, Hamden, CT, EE. UU.) que nos permitié afadir de
forma controlada medio externo a las células. Con este sistema de perfusién se pudo
variar el medio externo que llega a las células para ver el efecto de distintos compuestos

sobre el Ca?* intracelular.

Para medir la entrada de Ca?* operada por depdésitos, como se resume en la figura
27, las células cargadas con Fura-2 se lavaron y se trataron en oscuridad con
tapsigargina 1 yM durante 10 minutos en medio extracelular libre de Ca?* (MEC Ca0).
Este medio contiene, en mM: 145 NaCl, 5 KCI, 1 MgCl;, 10 D-glucosa, 10 HEPES, 0,5
EGTA; pH=7,4. Después, las células se colocaron en la cdmara de perfusion y se
llevaron al microscopio de fluorescencia como se ha descrito anteriormente. Para
estimar el contenido de Ca?" en los depésitos, las células cargadas con Fura-2 se
trataron con 4cido ciclopiazénico (CPA) en MEC Ca0 durante 20 minutos mientras se
monitorizé el aumento de [Ca?*] citosélico, procedente del RE. Posteriormente, se activd
SOCE afadiendo Ca?* extracelular (MEC Cal) en presencia de CPA. Tanto la
tapsigargina como el CPA son inhibidores especificos de la SERCA, de manera que
provocan un vaciado de los depdsitos de Ca?* dentro de la célula. Tras este vaciado,
afiadiendo Ca?" al medio extracelular, se activa SOCE. La diferencia entre ambos es
gue la tapsigargina es un inhibidor irreversible, mientras que el CPA permite la reversion

de la inhibicion.

F340 F380 Ratio
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Figura 27. Esquema de un experimento de imagen de Ca?' citosélico. Las células,
sembradas al menos 3 horas antes del experimento en cristales de 12 mm de diametro tratados
con poly-L-lisina, se incuban durante 45-60 minutos con Fura-2/AM 4 uM en oscuridad. Después,
se tratan con tapsigargina si queremos activar SOCE, o bien se llevan directamente al
microscopio de fluorescencia invertido. Alli se registran las imagenes de fluorescencia excitando
a 340 y 380 nm alternativamente y se hace el ratio de ambas que nos da una idea de la
concentracion de Ca?* intracelular. Creada con BioRender.com.

En cada experimento se realizaron registros individuales de unas 10-30 células
dentro del mismo campo microscopico. Las imagenes resultantes fueron analizadas

utilizando el software Aquacosmos 2.6 (Hamamatsu Photonics, Japon) para obtener el
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ratio F340/F380. Posteriormente, los resultados de las curvas obtenidas fueron
analizados con el software OriginPro 2019 (OriginLab Corporation, Northampton, MA,
EE. UU.). Todos los reactivos utilizados para preparar los medios externos, asi como la
tapsigargina y el CPA fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (Merck, Darmstadt, Alemania).

3. Mitocepcion o transferencia de mitocondrias.

El proceso de mitocepcion, término acufiado de la traduccion directa de
MitoCeption en inglés, consiste en transferir una cantidad conocida de mitocondrias
aisladas a células receptoras de interés (Caicedo et al., 2015). En este estudio, las
células donantes y receptoras fueron las células normales NCM460 y las células
tumorales HT29. El protocolo, resumido en la figura 28, consta de tres pasos, que seran

descritos con mayor detalle a continuacion y en el apartado de resultados.

Célula normal Célula normal con
sin marcaje mitocondrias marcadas

Marcaje WY, Aislamiento
mitocondrial Q. mitocondrial
—— ) : —

Mitocepcion

Célula tumoral con
mitocondrias de células
normales

Célula tumoral

Figura 28. Esquema del protocolo de mitocepcidn. El primer paso es realizar el marcaje de
las mitocondrias de las células donadoras. Posteriormente se aislan las mitocondrias marcadas.
Por dltimo, las mitocondrias aisladas se transfieren a las células receptoras. Es decir, se produce
la mitocepcion. Figura creada con BioRender.com.
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3.1. Marcaje mitocondrial.

Para el marcaje mitocondrial de las células donadoras se utilizé MitoTracker Green
250 nM (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) o MitoView Green
200 nM (Biotium, CA, EE. UU.). Los dos marcadores fluorescentes verdes son capaces
de penetrar en las mitocondrias de células vivas donde son retenidos. Son dependientes
de la masa mitocondrial, no del potencial mitocondrial, y no afectan a ninguna funcién

celular.

Las células donadoras se cultivaron en matraces de 75 cm? hasta alcanzar una
alta confluencia. El dia previo al aislamiento, las células donadoras se lavaron tres veces
con PBS y se incubaron a 37 °C en oscuridad con el marcador durante 30 minutos.
Transcurrido este tiempo, las células se lavaron nuevamente con PBS y se mantuvieron

en cultivo a 37 °C, 10% CO. hasta su uso.

3.2. Aislamiento de mitocondrias.

Para el aislamiento mitocondrial de células en cultivo se utilizé el kit comercial
Mitochondria Isolation Kit for Cultured Cells (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EE.
UU.). Este protocolo se basa en centrifugaciones y choques térmicos para separar los
diferentes componentes celulares. Todo el proceso se realizd en frio, manteniendo en
hielo tanto los reactivos como el diferente material utilizado. El material utilizado fue el

siguiente:

- Reactivos A, By C incluidos en el kit de aislamiento.

- Coctel inhibidor de proteasas Halt™ sin EDTA 100X.

- PBS.

- Tubos de microcentrifuga de 1,5 mly 2 ml.

- Agitador vortex.

- Microcentrifuga refrigerada (4 °C) con velocidad variable.

- Hielo.

Fue necesario realizar todo el proceso en hielo para mantener una baja
temperatura. El protocolo seguido fue el indicado por el comerciante y se indica en la

figura 29. Las células NCM460 de donde aislamos las mitocondrias se levantaron de los
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matraces de 75 cm? donde estaban sembradas utilizando Tripsina sin EDTA. Afiadimos
el céctel inhibidor de proteasas (dilucion 1:100) Gnicamente a la cantidad de reactivos A
y C que utilizamos. El céctel inhibidor de proteasas se obtuvo de ThermoFisher Scientific
(Waltham, MA, EE. UU.).

Option A

Add 800 pL Add 10 L Reagent B.
Reagent A to Incubate 5 minutes Collect Remove
cells (20 x 10°) on ice, vortexing Centrifuse at supernatant supcrnatant.

Centrifuge at

rery mi A Add > 7 - d centrifuge* Wash pell
every minute £ 700 = g for and centrifuge ash pellet
$00uE ™ 10 minutes P at 12,000 x g for ® 1milu¢:hondria)+f 12%{1(:(: *g
Incubate Option B Reagent C at 4°C 15 minutes with 500 uLof or 3 minutes

o
2 minutes Dounce at 4°C Reagent C at4°C

. T3
on ice homogenize

*To obtain a more purified preparation of mitochondria, this step may be performedat 3,000 x g.

Figura 29. Protocolo de aislamiento mitocondrial. Esquema del protocolo descrito por el
comerciante para el aislamiento de mitocondrias de células en cultivo. Esta basado en una
secuencia de centrifugaciones y choque térmico utilizando los tres reactivos incluidos en el kit.
En nuestro caso se siguio la opcién Ay se centrifugd a 3.000 g para obtener el pellet mitocondrial.
Protocolo sacado de ThermoFisher Scientific.

Se partio del pellet de 20 millones de células donantes, donde se afiadieron 800
ul de reactivo A y se incubd 2 minutos exactos en hielo. Después, se afiadieron 10 pl de
reactivo B, se agitdé en el vortex y se incubd en hielo, agitando el tubo cada minuto.
Transcurridos los 5 minutos, se afiadieron 800 pl de reactivo C y se mezcl6 mediante
inversion, sin vértex. Una vez mezclado, se centrifug6d a 4 °C, durante 10 minutos a una
velocidad de 700 g. El sobrenadante se pas6é a un nuevo tubo y se centrifugd
nuevamente a 4 °C durante 15 minutos a 3.000 g para obtener una fraccion mitocondrial
mas purificada. En los casos donde no se observo pellet, se repitié este dltimo paso.
Una vez obtenida la fraccién mitocondrial, se retird el sobrenadante y se lavoé el pellet
con las mitocondrias. Para ello se afiadieron 500 pl de reactivo C y se centrifugd
nuevamente a 4 °C durante 5 minutos a una velocidad de 12.000 g. Se repiti6 el paso
de centrifugacion en los casos donde no se observé pellet mitocondrial. Por ultimo, se

eliminé el sobrenadante y se mantuvo el pellet que contiene las mitocondrias en hielo.

Para conocer la cantidad de mitocondrias obtenidas, se midi6 la concentraciéon de
proteina en el tubo. Se asumié que la cantidad de proteina obtenida se correspondia a
la cantidad de mitocondrias aisladas. Para ello, se resuspendié el pellet con las
mitocondrias en un volumen conocido de PBS frio. La cantidad de PBS puede variar
segun el pellet observado entre de 20-40 ul de PBS. Para medir la concentracion de
proteinas en la muestra se utilizd el espectrofotometro NanoDrop (ThermoFisher
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Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Los tubos con las mitocondrias se mantuvieron en

hielo hasta su uso.

3.3. Transferencia mitocondrial o mitocepcion.

Para la transferencia de las mitocondrias aisladas a las células receptoras
tumorales, usamos protocolos descritos en la literatura donde se realiza una
centrifugacion conjunta de las células receptoras con las mitocondrias mediante el
proceso descrito como Mitoception (Cabrera et al., 2019; Caicedo et al., 2015). También
se realiz6 la transferencia mitocondrial mediante co-incubacion con las células
receptoras, lo que se conoce como transformacioén mitocondrial y se describe en otros

estudios (Kesner et al., 2016).

Para este estudio utilizamos tanto mitocepciéon por centrifugaciéon como por co-
incubacion para la transferencia mitocondrial. Ambos procesos se describen a

continuacién y se resumen en la figura 30.
Mitocepcién por centrifugacion

Levantamos las células HT29 con tripsina sin EDTA y separamos volimenes
equivalentes a 100.000 células en tubos de microcentrifuga de 1,5 ml. El pellet celular
se lavo en 100 pl de PBS frio. Obtuvimos la fraccién celular mediante una centrifugacion
de 2 minutos a 700 g. Afladimos suavemente la cantidad deseada de mitocondrias
aisladas al deposito de células del tubo. En los tubos control, afiadimos el mismo
volumen de PBS sin contener mitocondrias. Centrifugamos los tubos control y
experimental con las células receptoras mas las mitocondrias aisladas (o solo PBS en
control) durante 5 minutos, a 4 °C, a una velocidad de 1.500 g. Tras la centrifugacion,
sembramos las células con medio DMEM completo y mantuvimos en el incubador hasta

Su uso.
Mitocepcién por co-incubacion

24 horas antes del aislamiento y transferencia mitocondrial, se sembraron las
células HT29 en cubreobjetos tratados con poli-L-lisina 0 en placas de cultivo
dependiendo de los experimentos posteriores. Las mantuvimos en el incubador con

medio completo hasta el momento de la mitocepcion. Calculamos la cantidad de
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mitocondrias a transferir (expresado en pg por cada 100.000 células). Las mitocondrias
aisladas, resuspendidas en PBS, se afiadieron lenta y suavemente sobre las células
adheridas a las placas o cristales de cultivo. En las células control se afadié el mismo
volumen de PBS, pero sin mitocondrias. Mantuvimos las células adheridas junto con las

mitocondrias exdgenas en el incubador hasta su uso.

Dia del aislamiento y transferencia

Mitocepcion por ! mitocondrias
centrifugacion / aisladas
& -y B
AN 12
' o
HT29
1500 ¢ mitoceptadas
5 min
Mitocepcion por mitocondrias :
co-incubacién / aisladas E
24ih ‘ :
. S — :
HT29 : ' HT29

mitoceptadas

Figura 30. Métodos de transferencia de mitocondrias aisladas. Esquema que resume los dos
métodos utilizados para la transferencia de mitocondrias aisladas. En la parte superior, la
mitocepcion por centrifugacién, donde se levantan las células receptoras HT29 y se centrifugan
junto con las mitocondrias aisladas, tras lo cual se siembran. En la parte inferior, la mitocepcion
por co-incubacion donde, a las células HT29 sembradas el dia antes, se afiaden las mitocondrias
aisladas y se mantienen en cultivo. Figura creada con BioRender.com.

4. Validacion de la mitocepcion.

La validacion del proceso de mitocepcién en las células receptoras se llevé a cabo
por dos métodos: citometria de flujo y microscopia confocal. En ambos métodos se

valord la fluorescencia verde en las células mitoceptadas.
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4.1. Citometria de flujo.

El andlisis de la intensidad de fluorescencia verde de las células mitoceptadas fue
llevado a cabo mediante citometria de flujo. La citometria de flujo es una técnica que
analiza de manera rapida células o particulas individuales en suspension en una
solucion salina cuando pasan por uno o varios laseres. Cada célula o particula se
analiza en funcion de la dispersion de la luz visible y de uno o varios parametros de
fluorescencia. La dispersion de la luz visible se mide en dos direcciones: direccion frontal
(FSC, del inglés forward scatter) que nos da informacion sobre el tamafio relativo de la
célula, y a 90° (SSC, del inglés side scatter) que nos informa acerca de la complejidad
o granularidad de la célula (McKinnon, 2018). Estos dos parametros nos permiten
identificar nuestra poblacién de células segin su tamafio y complejidad. El citbmetro
también nos permite detectar fluorescencia gracias a los laseres que excitan los
fluoréforos utilizados en las células y a una serie de detectores y amplificadores que

recogen la sefal dptica recibida, la amplifican y la digitalizan enviandola a un ordenador.

En los ensayos de validacion de la mitocepcion, tras la transferencia de
mitocondrias, las células mitoceptadas se sembraron en placas de 6 pocillos y se
mantuvieron 24 horas en cultivo a 37 °C y 10% CO: en oscuridad. Después, las células
se lavaron con PBS, se levantaron con tripsina sin EDTA, se centrifugaron a 290 g
durante 4 minutos y el pellet celular se resuspendié en 200-300 ul de PBS. Las células
se analizaron utilizando un citdmetro de flujo Gallios (Beckman Coulter, CA, EE. UU.).
Para detectar la fluorescencia verde, las células se excitaron con un laser a 488 nmy
se detectd la luz a 525 nm (FL1). Los resultados se procesaron y analizaron con el

software de analisis Kaluza (Beckman Coulter, CA, EE. UU.).

4.2. Microscopia confocal.

Las mitocondrias exdgenas de las células mitoceptadas se observaron mediante
microscopia confocal. Para ello, se realiz6 la mitocepcién de las células HT29 con
mitocondrias marcadas aisladas de células NCM460 mediante co-incubacion. Las
células HT29 se sembraron en cubreobjetos de 22 mm de diametro el dia anterior a la
mitocepcién, momento en el que afladimos 50 g de mitocondrias aisladas lentamente
sobre 10° células tumorales y las mantenemos en cultivo 20-24 horas. En ese momento

lavamos las células con PBS y las ponemos en un portaobjetos con cavidad de 18 mm
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(Marienfeld GmbH, Lauda-Kdnigshofen, Alemania) que nos permiten trabajar con
células vivas. Ponemos las células en PBS, sellamos el cubreobjetos con Picodent
Twinsil (Picodent GmbH, Wipperfirth, Alemania) y las llevamos al microscopio confocal
Leica TCS SP5X (Leica Microsystems, Mannheim, Alemania). Para detectar la
fluorescencia verde procedente de las mitocondrias exdgenas se utilizé un laser para
excitar las células a 488 nm. Se recogio la luz emitida entre 500 y 525 nm. Las imagenes
fueron analizadas con el software LAS AF Lite (Leica Microsystems, Mannheim,

Alemania).

5. Estudio del potencial mitocondrial.

Para estudiar las diferencias en el potencial mitocondrial se utiliz6 la sonda
fluorescente de éster metilico tetrametilrodamina (TMRM). El TMRM es un colorante
cationico de color rojizo capaz de atravesar las membranas y acumularse en las
mitocondrias. TMRM, con carga positiva, se acumula en la mitocondria de acuerdo con
su potencial mitocondrial: las mitocondrias mas polarizadas, donde el interior es mas
negativo, acumularan mas TMRM, por lo tanto la fluorescencia de la sonda sera mayor
(Perry et al., 2011).

Las células HT29 y NCM460, tanto control como mitoceptadas, se sembraron tras
la transferencia mitocondrial en cubreobjetos de 12 mm de didmetro tratados con poli-
L-lisina a una densidad de 10.000 células/cristal. A las 20-24 horas, las células se
lavaron con MEC Ca1l (el mismo utilizado para los experimentos de imagen de Ca?") y
se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente en MEC Cal con TMRM 50
nM (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Transcurrido ese
tiempo, el cristal con las células se traslad6 a una camara de perfusion con medio MEC
Caly se llevo al microscopio invertido Zeiss Axiovert S100TV equipado con una camara
digital Hamamatsu Orca ER. La fluorescencia roja se registr6 gracias a un filtro de
rodamina. Se adquirieron imagenes de al menos tres campos al azar de cada cristal de
las diferentes condiciones, por triplicado, ademas de imagenes del fondo. Las imagenes
se analizaron con el software Aquacosmos 2.6. La intensidad de fluorescencia se calcul6

para cada cristal restando los valores del fondo.
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6. Edicion génica de TRPC1l en células HT29 mediante
CRISPR/Cas?9.

Para la eliminacion del canal TRPCL1 en las células tumorales HT29 se realizé la
edicion génica del mismo utilizando la herramienta de ingenieria genética CRIPR/Cas9.
Para ello se contd con la colaboracion del Dr. Miguel Angel de la Fuente, experto en
modificacion génica dirigida del IBGM de Valladolid.

El sistema de edicion CRISPR (del inglés clustered regularly interspaced short
palindromic repeats) asociado a la proteina Cas9 (CRISPR/Cas9) se propuso como un
mecanismo de defensa de las bacterias a las infecciones por fagos y transferencia de
plasmidos natural (Mojica et al., 2005). Este mecanismo se ha adaptado para la
manipulacién precisa de secuencias gendémicas especificas. De forma muy resumida, el
sistema CRISPR consiste en una secuencia guia corta no codificante de ARN (gRNA)
de 20 nucleétidos de longitud que aparea con una secuencia especifica del ADN
(secuencia diana). El gRNA formara una doble hebra con la secuencia diana y atraera
a la endonucleasa Cas9. Para que Cas9 produzca un corte es necesario que en el ADN
diana exista una secuencia PAM (del inglés protospacer-adjacent motif) formada por
tres nucleétidos (NGG, donde N es cualquier nucleétido y G corresponde con guanina)
situada inmediatamente después en el extremo 3’. La nucleasa Cas9 producira cortes
en la secuencia diana de ADN de doble cadena. Los cortes en la doble cadena de ADN
se pueden reparar de manera natural por reparacion de extremos no homaélogos (NHEJ,
del inglés non-homologous end-joining) o por reparacién dirigida por homologia (HDR,
del inglés homology-directed repair). Generalmente, NHEJ da lugar a errores de
inserciones y deleciones que pueden desembocar en roturas del marco de lectura,
mientras que con HDR se pueden generar inserciones (Cong et al., 2013; Jinek et al.,
2012). La herramienta CRISPR/Cas9 se puede utilizar para eliminar secuencias del
genoma (KO o knock-out), insertar secuencias (Kl o knock-in) o hacer sustituciones
(figura 31).
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Figura 31. Mecanismo del sistema de edicion génica dirigida CRISPR/Cas9. El sistema
sgRNA dirige la endonucleasa Cas9 a la secuencia de ADN gendmico diana reconocida por los
20nt del gRNA. Entonces, Cas9 introduce un corte en la doble hebra del ADN diana (DSB,
double-strand break). EI DSB generado se repara por los sistemas de reparacion de la célula. Si
no hay un molde, se produce reparacion por extremos no homoélogos (NHEJ) y puede provocar
inserciones y deleciones al azar, o incluso sustituciones que generalmente desembocan en la
rotura del marco de lectura y la disfuncién del gen (knock-out). Sin embargo, si hay un molde de
reparacion (por ejemplo, un plasmido donante) flanqueado por brazos de homologia, se puede
producir la reparaciéon por homologia directa (HDR) que da lugar a una modificacién génica
precisa. Figura modificada de (Jiang and Doudna, 2017).
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Para eliminar el canal TRPC1 de las células HT29 se utilizé el sistema de edicion
CRISPR/Cas9. Se disefiaron dos guias de ARN (gRNA) para producir dos cortes en el
ADN en los exones 10 y 13 respectivamente. La reparacién se hizo a través de HDR
con un plasmido de ADN donante que contenia un gen de resistencia a antibiético. Para

la edicién se siguieron los siguientes pasos:

1. Disefioy sintesis de los ARN guia.
Disefio y generacion de un plasmido donante.
Transfeccion de las células HT29 con la nucleasa Cas9, los ARN guias y el
plasmido donante.

4. Seleccion de clones editados.

Andlisis de la edicion mediante PCR.

6.1. Disefio y sintesis de los ARN guia.

Se utilizé el programa CRISPOR (Concordet and Haeussler, 2018) para disefiar
las dos guias de ARN (gRNA). Estas guias son adyacentes a una secuencia PAM en 3,
y estan localizadas en el exén 10 y en el dltimo exdn del canal. De esta manera, la zona

a eliminar incluyé el poro del canal y los ultimos segmentos transmembrana (figura 32).

Los gRNA se sintetizaron utilizando el kit GeneArt Precision gRNA Synthesis kit
(Invitrogen, ThermoFisher, Waltham, MA, EE. UU.). Este kit permite sintetizar y purificar
gRNA para utilizar con la nucleasa Cas9 utilizando primers personalizados para la zona
de corte (tabla 1). Primero se identificaron las secuencias de reconocimiento del gRNA
con secuencias PAM en su extremo 3’, tras lo cual se disefiaron unos primers
especificos para el gen diana que ademas incluyen la secuencia promotora T7 para la
amplificacién por PCR y la region constante de crRNA/tracRNA necesaria para la edicién
con CRISPR/Cas9. Con estos primers se realizé una PCR para generar un ADN molde.
Este ADN molde sirvié para generar mediante transcripcion in vitro el gRNA. Se elimind
el ADN restante mediante un tratamiento con DNAsa y se purifico el gRNA con las
columnas incluidas en el kit. Por dltimo, se determind la concentracion del gRNA
purificado en el NanoDrop. Los primers son de Invitrogen (ThermoFisher, Waltham, MA,
EE. UU.).
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Figura 32. Localizacidon y secuencias de las gRNA para la edicién de TRPC1. A. Esquema
de la distribucidon de los dltimos exones del gen de TRPCL1 y su traduccién a proteina. S4, S5y
S6 se corresponden con segmentos transmembrana. En amarillo se indica el poro del canal. Las
lineas azules indican la localizacion de los gRNA disefiados. B. C. Secuencia y localizacién de
los gRNA para el corte en el exdn 10 (A) y 13 (B). En rojo se indican las secuencias PAM en el
extremo 3’ de las guias.

Nombre Secuencia

RNAL F: TAATACGACTCACTATAGATCTGTCCCATTGAAATCTG
g R: TTCTAGCTCTAAAACCAGATTTCAATGGGACAGAT
gRNA2 F: TAATACGACTCACTATAGAAGTCAAGTAACGATGCACT

R: TTCTAGCTCTAAAACAGTGCATCGTTACTTGACTT

Tabla 1. Secuencias de los gRNA. Primers utilizados para generar los gRNA con el kit GeneArt.
En azul se resaltan los pares de bases que coinciden con la secuencia de ADN. Los primers
directos o forward (F) contienen sin resaltar la secuencia promotora T7, mientras que los primers
reverso o reverse (R) contienen sin resaltar la secuencia 5’ del final de la secuencia constante
del crRNA/tracrRNA necesaria para el reconocimiento de la maquinaria CRISPR/Cas9.
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6.2. Disefio del plasmido donante.

Se disefio un plasmido con un casete de resistencia al antibiotico blasticidina para
la reparacion de los cortes de la nucleasa Cas9. La secuencia del gen de resistencia
estaba flanqueada por dos brazos de homologia: brazo 1 o arm 1, homologa al extremo
5’ de la secuencia de ADN reconocida por la primera guia (exén 10), y brazo 2 o arm 2,
homologa al extremo 3’ de la secuencia de ADN reconocida por la segunda guia (exén
13). De esta manera, tras el doble corte producido por la Cas9 en los dos lugares
reconocidos por los gRNA, se produjo recombinacion con el plasmido donante y se

insertd el gen de resistencia en las células editadas (figura 33).

A ADN donante
TR e e e e e e e e e e el

Resistencia
Blasticidina

ADN células HT29

il LT TR 1l

gRNA 1 gRNA 2

Figura 33. Esquema del ADN donante y la reparaciéon por homologia. EI ADN donante
contiene un casete de resistencia a blasticidina y dos regiones de homologia que flanquean la
zona de corte para que se produzca la reparacion. En la parte inferior se indica de forma
esquematica donde estan las zonas que reconocen las gRNA (azul), los brazos de homologia
(naranja) y dénde se insertaria el casete de resistencia (verde) en la secuencia de exones.

6.3. Transfeccion de las células HT29.

Las células HT29 se transfectaron con las dos secuencias gRNA, el ADN donante
y la proteina Cas9. La transfeccion se realiz6 mediante electroporacion utilizando el
Neon Transfection System (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Se utilizo

un programa especifico para células HT29: 3 pulsos de 10 ms de 1600 V con una pipeta
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de 100 pl. Concretamente, por cada 10° células HT29 se afiadieron 2 ug de cada gRNA
y 1 ug de ADN donante. Se utilizé la proteina Cas9 v2 TrueCut para generar el corte del
ADN (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.).

Las células HT29 se levantaron con tripsina, se lavaron con PBS para eliminar el
medio y se contaron. Se prepard el complejo ribonucleoproteico (RNP) afiadiendo, por
cada 10° células, 50 pl de buffer R, 1 pl de Cas9 (5 ug/ul) y 2 ug de cada una de las
guias. El complejo RNP se dejoé 15 minutos a temperatura ambiente. Mientras tanto, se
preparo el equipo. Las células HT29 se resuspendieron en 70 pl de buffer R por cada
10° células utilizadas. Se mezclé la suspension de células con el complejo RNP y se
afiadié 1 ug de ADN donante. Se cogieron 100 ul de la mezcla con una pipeta especial
para el Neon. La pipeta se introdujo en el Neon y se realiz6 la electroporacién. Las
células electroporadas se sembraron en una placa de 6 pocillos con medio DMEM 1 g/L
glucosa, a una densidad de 108 células/pocillo. A las 24-48 horas se cambié el medio
de las células para retirar las células muertas. En cada experimento de electroporacion

se utilizaron, al menos, 3 x 10° células.

6.4. Seleccion de clones editados.

Tras la transfeccion, las células se sembraron para obtener clones Unicos, es
decir, colonias de célula que procedan de una Unica célula y, por lo tanto, sean iguales
genéticamente. Para ello, fue necesario realizar una dilucién limite. Esta dilucion
consiste en sembrar las células a concentraciones tan bajas que podamos asegurar que

hayan crecido a partir de una Unica célula.

Las células HT29 electroporadas se mantuvieron 72-96 horas en cultivo tras la
transfeccion. Las células se levantaron con tripsina y se contaron. Se sembraron en
placas de 96 pocillos, realizando diluciones seriadas, para conseguir una densidad
desde 10 células/pocillo hasta 0,1 células/pocillo, es decir, una célula cada 10 pocillos.
Las células restantes se congelaron con DMEM y 10% DMSO. Las placas se incubaron
a 37 °C, 10% CO. y a las 48 horas se afiadi6 al medio el antibiotico blasticidina (Gibco,
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) a una concentracion de 14 ug/ml. Esta
concentracion es letal para las células HT29, por lo que eliminara aquellas células que
no hubiesen incorporado el casete de resistencia del ADN donante. Por lo tanto, las
células donde se produjo el corte y se repararon por homologia con el ADN donante,
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resistieron el antibiético (figura 34). De esta manera se realizé una seleccién de los

clones editados.

= > >
s + Blasticidina
14 pg/ml

Neon Dilucion limite

células/pocillo ’ Y

010305 1 3 5 10 (¢

Células editadas ~ Células no editadas
(resistentes) (muertas)

Figura 34. Dilucion limite y seleccion de clones con el antibiético blasticidina.

6.5. Analisis de los clones.

Una vez hecha la seleccién por resistencia a antibiotico, se analizaron las células
para comprobar si la edicién habia tenido lugar de forma correcta. El analisis se realizé

a nivel genético mediante PCR. En resumen, se analizaron tres parametros:

- Presencia o ausencia del fragmento eliminado. Para ello, se disefiaron unos
primers que reconocian los exones 11y 12y, por lo tanto, amplificaban parte del
fragmento eliminado. Si la edicién se habia producido en ambos alelos, esta
banda no aparecia.

- Delecién del fragmento. Se disefiaron unos primers externos a la zona eliminada
y a la zona de homologia. Si se habia producido el corte y eliminado el fragmento,
la banda resultante era mayor que la banda de las células sin editar o WT.

- Insercién correcta del gen de resistencia. Para ver si el casete de blasticidina se
habia insertado correctamente en las zonas de homologia, se utilizaron los
primers externos y primers internos al casete de resistencia para los extremos 3’
y 5’. Si se habia producido el corte y la reparacion por homologia, estas bandas

aparecerian del tamafio esperado.
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Los primers que se utilizaron para la comprobacion de la edicibn se muestran en
la tabla 2. En la figura 35 se indican de manera esquemadtica las zonas de apareamiento
de los diferentes primers utilizados (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
EE. UU.).

Comprobacion Primers 5 = 3’ (Nombre identificativo) Tamano
esperado (pb)
Fragmento F: GGCAATCTTTGTCACAAGATTTAG (Ex.11) ~ 550 (WT)
interno R: CCACTTACTGAGGCTACTAATCAT (EX.12)
Fragmento F: TAGGGATAGAATTGCTGGGTCA (Ext. 5P) ~ 3800 (WT)
externo R: GTACCTTGGGAGATAAGCTCAA (Ext. 3P) ~ 5200 (KO)
Ext. F: TAGGGATAGAATTGCTGGGTCA (Ext. 5P) ~ 920 (KO)
Casete de o R: GCAGGCGTTACATAACTTACGG (Blast. 5P)
resistencia gy F: TAAGGCATAGGCATCAGGGG (Blast. 3P) 1300 (KO)
3 R: GTACCTTGGGAGATAAGCTCAA (Ext. 3P)

Tabla 2. Listado de primers utilizado para la de la edicién de TRPC1 en células HT29. Se
sefalan los pares de primers y el tamafio de banda esperado para cada una de las reacciones
de comprobacién de la edicién. Entre paréntesis se indica el nombre identificativo dado a cada
uno de los primers. pb: pares de bases; WT: wild type; KO: knock-out.

7. Extraccion de ADN y PCR

La extraccion del ADN gendmico de las células editadas se realiz6 en las placas
de 96 pocillos. En los pocillos donde tenemos cultivos a partir de un anico clon (clones
Gnicos) se afiadieron 200 ul de buffer de lisis (50 mM Tris, 100 mM NacCl, 10 mM EDTA,
0,5% SDS) con de proteinasa K (200 ug/ml). Se incubé durante toda la noche y al dia
siguiente se extrajo el ADN gendmico. Al lisado se afiadié etanol absoluto (600 pl), 5M
NaCl (20 ul) y glucégeno (2 pl) y se incubd a -20 °C para precipitar el ADN durante al
menos 20 minutos. Se centrifugd la mezcla a 10.000 g durante 15 minutos y el pellet de
ADN se lavo con etanol 70% dos veces. El pellet de ADN se resuspendié en tampon TE

con RNAsa 80 ug/ml y se determiné la concentracién de ADN utilizando el NanoDrop.

97



MATERIALES Y METODOS

of o

oo (3} —( o )

Ex 12 Ext 3P
| J—) g
Ext 5P Ex11 ¥ J
Blast. 5P —1 Ext 3P
- Blast. 3P =

Alelo ) . o
KO @—(Remstencla Blastlcldlng[ 13 ]

Figura 35. Zonas de reconocimiento de los primers parala comprobacion de la ediciéon. En
la parte superior se muestra un alelo WT y en la parte inferior un alelo editado donde se ha
producido la recombinacién y se ha insertado el casete de resistencia. En azul se sefalan las
zonas de corte reconocidas por los gRNA. En amarillo se sefialan los brazos de homologia,
presentes en el alelo WT y en el alelo KO. Los primers en morado, correspondientes a los exones
11 y 12 sirven para comprobar si se ha producido el corte y se ha eliminado el fragmento. Las
células KO no presentaran esta banda. Sin embargo, las células WT y HZ si presentaran banda.
Los primers en naranja sirven para la comprobacién de la edicién con el inserto y estan situados
fuera de los brazos de homologia. Las células KO presentaran una banda de menor tamafio que
las células WT. En cambio, las células HZ presentaran las dos bandas, una de cada alelo. Los
primers en verde sirven para comprobar si el casete de resistencia se ha insertado en el lugar
correspondiente. Se mir6 el extremo 5P y el extremo 3P del casete, con los primers de dentro
del casete y los primers externos. Las células KO y HZ presentaran las bandas correspondientes
al casete si éste se ha insertado en el lugar correcto, mientras que las células WT no presentaran
estas bandas.

El andlisis de los clones se realizé6 mediante PCR en gel de agarosa al 1%. Se
utilizaron los primers especificos para cada una de las combinaciones de comprobacion
indicados en la tabla 1. La PCR se realiz6 en un termociclador TGradient (Biometra,
Gotinga, Alemania) utilizando la ADN polimerasa Phusion™ Hot Start I, nucleétidos
dNTPs, los primers y el ADN gendmico extraido. Las condiciones de PCR se indican a
continuacién en la tabla 3. Por ultimo, el producto de la PCR se visualiz6 mediante

electroforesis en un gel de agarosa al 1%.

N° de ciclos Temperatura (°C) Tiempo (s)
Desnaturalizacion 1 98 240
98 10
Alineamiento 40 63 20
72 45
Extensioén 1 72 600

Tabla 3. Protocolo de amplificacién de PCR.
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La proteinasa K, el glucégeno, la ADN polimerasa y los dNTPs se obtuvieron de
ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, EE. UU.), los primers se obtuvieron de Invitrogen
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) y los reactivos para el tampén de lisis

se obtuvieron de Sigma-Aldrich (Merck, Darmstadt, Alemania).

8. Extraccion de ARN y RT-qPCR.

La extraccion de ARN se llevd a cabo mediante el método fenol-cloroformo
utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.)
en células sembradas en placas de 6 pocillos. Las células se levantaron con un
scrapper, el ARN se separd con cloroformo, se precipitd con isopropanol, se lavo con
etanol al 75% y se disolvié en H,O de calidad PCR. La calidad y concentracion del ARN
extraido se determiné en el espectrofotémetro NanoDrop mediante la medida de la
densidad 6ptica a 260 y/o 280 nm. El cloroformo, isopropanol, etanol y H.O grado PCR
fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (Merck, Darmstadt, Alemania).

Previo a la retrotranscripcion del ARN, se eliminé el ADN gendmico que pudiese
quedar utilizando RapidOut DNA Removal kit (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA,
EE. UU.). En primer lugar, se traté 1 ug de ARN con DNAsa | durante 30 minutos a 37
°C. Posteriormente, la DNAsa se elimind utilizando el reactivo DDR. Con el ARN
purificado se realizé la trascripcion reversa (RT, del inglés reverse transcription) en un
termociclador TGradient utilizando el kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) para obtener el ADN complementario
(ADNCc). La reaccién se llevé a cabo en presencia de tampédn 10X, mezcla de dNTPs,
cebadores al azar, transcriptasa reversa MultiScribe, inhibidor de RNAsa (todos ellos
incluidos en el kit) y H,O grado PCR. Por cada ug de ARN en un volumen de 10 pl se
afiadieron 10 pl de la mezcla de reaccién en tubos de PCR. Los tubos se llevaron al
termociclador y se realizd la transcripcion reversa que consistia en un ciclo de 10

minutos a 25 °C, seguido de dos horas a 37 °C y, por ultimo, 5 minutos a 85 °C.

Para determinar los niveles de expresion de los genes de interés llevamos a cabo
una PCR cuantitativa (RT-qPCR) en una placa de 96 pocillos apta para el equipo
LightCycler 480 (Roche, Mannheim, Alemania). Para llevar a cabo la reaccion hace falta
el ADNc, y una solucién master mix formada por KAPA SYBR FAST gqPCR Kit (Kapa

Biosystems, Boston, MA, EE. UU.), 10 uM de cebadores o primers especificos para cada
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gen (tabla 4) tanto directo (forward) como reverso (reverse), y H.O grado PCR hasta un
volumen final de 20 pl por pocillo (1 pl de ADNc y 19 pl de méaster mix). Los primers se
obtuvieron de Invitrogen (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.), a excepcién
de los primers para el fragmento que amplifica en los primeros exones de TRPC1 (Ex.1-
2) que fueron obtenidos de IDT (Integrated DNA Technologies, Coralville, 1A, EE. UU.).
Las muestras se cargaron por triplicado. Como control de carga o gen housekeeping se
utilizé B-actina o el gen para la proteina ribosomal L18 (RPL18). El protocolo de
amplificacién se define en la tabla 5.

i ) , Tamafio
Gen Primers (5’ = 3’) esperado (pb)
F: ACTTTGGTGCTATGGGGTGG
MCU R: AGGTCCATTTCTGCCTGAGC 296
F: CATCGGTCTCCTCCACATCG
ORMDL3 R: CACGATGGGTGTGATGGTCA 238
F: TGGTCAAGTCGCAACTACCC
PMCA4 R: GGCAGTCACTAACACCACGA 106
F: TTTGTGAAGCTGCGGGAGAT
SEPTING R: AGCCCATCTCCTCCAGCTTA 112
F: TTCCTCTACTCCGTCCTGGG
SPCA2 R: CTCTTGGGGCTGCAACAGTA 191
TRPC1 (Ex.1-2) Hs.PT.58.40507851 * 114
F: GGCAATCTTTGTCACAAGATTTAG
TRPC1 (Ex.11-12) 292

R: CCACTTACTGAGGCTACTAATCAT

F: CCTGGTAGTGCTGCTGAACA
TRPCS R: GGGCTGGGGATGATGTTGAA 165

F: GAGCCTAGACGTGTGGATCG
TRPP1 R: GAGCACAGGTCGGTGTTACA 183

F: CCTTTGCTGCCTGTGTGAAC
TRPV6 R: AGGTTGTACATCTGGCAGGC 151

F: TCTATGGCTGGGCTGTGTTG
VDAC3 R: ATGTGTGTGCAGCTGGAAGT 137

F: AACTGATGATGTGCGGGTTC
RPL18 R: CAGCTGGTCGAAAGTGAGG 121

F: TACGCCAACACAGTGCTGTCTGG
B-ACTINA R: TACTCCTGCTTGCTGATCCACAT 206

Tabla 4. Cebadores utilizados para qPCR de genes de interés. Se indica la secuencia de los
primers y el tamafio esperado del amplicon que generan. pb: pares de bases; F: forward; R:
reverse. *La secuencia de los primers para la amplificacion de la region de los exones 1-2 de
TRPCL1 es confidencial y se indica el cadigo de referencia.
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N° de ciclos Temperatura (°C) Tiempo (s)

Pre-incubacion 1 95 300
95 15

Amplificacion 40 60 20
72 5

95

Curva de Melting 1 55 60
95 --

Enfriamiento 1 40 10

Tabla 5. Protocolo de qPCR en el equipo LightCycler 480.

La expresion génica fue cuantificada gracias a la sonda SYBR Green |, incluida
en el kit de qPCR. Esta sonda se une al ADN de doble cadena y emite fluorescencia
entre 465 y 510 nm que puede ser detectada por el equipo. A mayor cantidad de ADN,
mayor sera la fluorescencia emitida. Por lo tanto, segun avanza la reaccién y se
sintetizan mas copias, mayor sera la fluorescencia. Por lo tanto, la fluorescencia es
proporcional al ARN de partida y al ADNc obtenido a partir de él. Cuanto mayor sea la
expresion del gen diana, mayor sera el nUmero de copias sintetizado, mayor sera la
fluorescencia y antes se alcanzara un valor umbral de fluorescencia. Este umbral lo
establece el equipo y nos da el valor Ct, definido como el nUmero de ciclos de reaccion
necesarios para alcanzar el valor umbral (figura 36). El valor Ct sera inversamente
proporcional al ARN de partida y cuanto mas bajo sea, indica una mayor expresion del
gen. Para normalizar los valores de expresion de los genes diana, se utilizan controles
enddgenos (L18, B-actina) y se calcula el valor 22t donde ACt = Ct giana — Ct endsgeno-
Posteriormente, comparamos el valor del gen de interés entre nuestras muestras
problema y las muestras control (HT29 vs NCM460, por ejemplo, o células tratadas vs

sin tratamiento) con el valor 244t donde AACt = ACt problema — ACt control.
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Figura 36. Curvas de amplificacion de qPCR. Segun aumenta el nimero de ciclos, aumenta
el numero de copias de ADNCc sintetizadas y, por lo tanto, la fluorescencia hasta alcanzar un valor
umbral donde el cambio de fluorescencia es significativo, estableciendo el valor Ct. En este caso,
el gen azul tiene un valor Ct menor que el gen rojo, por lo que la expresién de azul sera mayor
que la expresién de rojo.

9. Extraccion de proteinas y Western Blotting.

Para el aislamiento y purificacién de proteinas se utilizé el tampdn de extraccién y
lisis RIPA (20 mM Tris-HCI pH 7,8; 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1% acido
desoxicolico, 1 mM EDTA y 0,05% SDS) suplementado con el cOctel inhibidor de
proteasas Halt Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail 100X. Tanto el tampdn
RIPA como el céctel inhibidor de proteasas se obtuvieron de ThermoFisher Scientific
(Waltham, MA, EE. UU.). La extraccion se realizé en células cultivadas en placas de 6
pocillos cuando alcanzaron el 70-90% de confluencia. A cada pocillo se afiadieron 500-
1000 pl de RIPA 'y se levantaron las células con un scrapper, tras lo cual se sonicaron 3
veces con pulsos y se centrifugaron a 12000 g durante 20 minutos. El sobrenadante se
recogid y se cuantificé la cantidad de proteinas por el método de Bradford utilizando el
Bradford Protein Assay Kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE. UU.).

La expresion de las proteinas de interés se determind mediante la técnica de
western-blotting (WB). El WB permite separar las proteinas segun su peso molecular y
carga realizando una electroforesis SDS-PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida)
para detectarlas posteriormente utilizando anticuerpos especificos. Para realizar el WB,

las muestras de proteina se diluyeron a partes iguales con buffer de carga (para 10 ml:
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3 ml ddH-0, 3 ml Glicerol, 1,25 ml 0,5 M Tris-HCI pH 6,8, 2,05 ml 10% SDS, 0,2 ml 0,5%
azul de bromofenol, 50 yl B-mercaptoetanol) y se incubaron a 95 °C durante 5 minutos
para romper los puentes disulfuro y desnaturalizar las proteinas. La separacion de las
proteinas se realiz6 mediante SDS-PAGE (8-10% Bis-acrilamida; 375 mM Tris HCI, pH
8,8; 0,1% SDS; 0,5% APS; 0,05% TEMED) en un sistema de electroforesis Mini-Protean
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE. UU.). Las proteinas se transfirieron a una
membrana PVDF (Milipore, Bedfore, MA, EE. UU.) con el sistema Trans-Blot Turbo
Transfer (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EE. UU.). Tras la transferencia, la
membrana se bloqued durante 2 horas con una solucion de bloqueo que contiene 5%
de leche en polvo en solucion de lavado TTBS (0,1% Tween 20; 10% TBS 10X — 25 mM
Tris-HCI, 0,9% NacCl, pH 7,5). Posteriormente, la membrana fue incubada durante toda
la noche a 4 °C con el anticuerpo primario especifico. Al dia siguiente, la membrana se
lavé con TTBS y se incub6 durante 1 hora con un anticuerpo secundario conjugado con
la peroxidasa de rdbano. Los anticuerpos y las diluciones utilizadas se recogen en la
tabla 6. Finalmente, las proteinas se detectaron utilizando el sustrato Pierce ECL
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) y el sistema de imagen VersaDoc (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, EE. UU.). La cuantificacion de proteinas se llevé a cabo
utilizando el software Quantity One (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EEUU) e
Image J. La proteina B-actina se utilizé como control de carga y los resultados de
expresion se normalizaron respecto a ella. La bisacrilamida es de Bio-Rad Laboratories
(Hercules, CA, EE. UU.). EI APS y el TEMED son de Fluka (Merck, Darmstadt,
Alemania). El resto de los materiales para los geles y soluciones (Tris, Glicerol, SDS, B-

mercaptoetanol, Tween20, NaCl) son de Sigma-Aldrich (Merck, Darmstadt, Alemania).

Anticuerpos primarios Tipo Dilucion  Casa comercial (referencia)
Conejo anti-TRPC1 Monoclonal 1:1000 Abcam (ab51255)
Conejo anti-TRPC1 Policlonal 1:1000 Alomone-Labs (ACC-010)
Ratén anti-B-actina Monoclonal 1:5000 Abcam (ab8227)

Anticuerpos secundarios Dilucién Casa comercial (referencia)
Burro anti-conejo 1gG 1:2000 GE Healthcare (NA9340)
Conejo anti-raton 1gG 1:10000 Abcam (ab6728)

Tabla 6. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados.
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10. Inhibicién farmacologica de TRPCL1.

La inhibicién del canal TRPCL1 se abord6 farmacoldgicamente con el compuesto
Picol45 (MedChemExpress, Monmouth Junction, NJ, EEUU). Picol45 es una molécula
pequenfia (figura 37) capaz de inhibir los canales TRPC1/4/5 a bajas concentraciones,
en el rango pico-nanomolar. La inhibicién es especifica y no afecta a otros canales TRP
ni a canales SOC (Rubaiy et al., 2017).

Las células HT29 y NCM460 se trataron con Picol145 10 nM o 100 nM en medio
MEC Cal durante los 30 minutos previos al experimento de Ca?*, tras cargar las células
con Fura-2/AM.
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Figura 37. Estructura quimica del compuesto Pico145.

11. Ensayo de proliferacion celular utilizando EdU.

Para medir la proliferacion celular se utilizé el ensayo Click-iT EdU Proliferation
Assay Alexa Fluor 594 (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.).
Este método se basa en la incorporacion de un analogo modificado de la timidina, el
EdU (5-etinil-2-desoxiuridina), en el ADN de nueva sintesis de las células en replicacion.
EdU puede ser reconocido por el fluoréforo Alexa 594 a través de una reaccion click

mediada por cobre (figura 38).
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Incorporacion

de EdU Click

Figura 38. Esquema de la reaccién de click-iT. Primero se incorpora a las moléculas de ADN
de nueva sintesis el analogo EdU. Posteriormente, este analogo se detecta con un fluoréforo
mediante una reaccién de click. Figura realizada con BioRender.com.

Las células se sembraron en cubreobjetos de 12 mm de diametro tratados con
poli-L-lisina con medio completo. Al dia siguiente, se retiré el FBS del medio durante 48
horas para la sincronizacion del ciclo celular, tras lo cual se afiadié medio completo con
FBS. A las 24 horas, realizamos el ensayo de proliferacion. Incubamos las células en
DMEM completo con EdU 10 pM durante 6 horas. Pasado ese tiempo, retiramos el
medio con el analogo modificado, lavamos 3 veces con PBS (3 x 5 minutos) y fijamos
con paraformaldehido al 4% (Sigma-Aldrich, Merck, Darmstadt, Alemania) durante 20
minutos. Lavamos nuevamente con PBS, permeabilizamos con 0,5% Triton X-100
(Sigma-Aldrich, Merck, Darmstadt, Alemania) durante 20 minutos, lavamos con PBS e
incubamos con el coéctel de deteccién (tabla 7) durante 30 minutos en oscuridad.
Posteriormente se lavaron con PBS y se marcaron los nudcleos con Hoechst (incluido en
el kit) diluido 1:3000 en PBS durante 20 minutos en oscuridad. Se lavaron los cristales
con PBS, con ddH;O (10 minutos) y se montaron en portaobjetos. Se detectd
fluorescencia azul (nucleos) y roja (EdU) en un microscopio Nikon Eclipse 90i (Nikon,
Tokio, Japon). Se tomaron imagenes de tres campos al azar, por triplicado de cada una

de las condiciones. Las imagenes se analizaron con el software ImageJ.
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Reactivo Concentracién (ul para 1ml final)
Tampodn de reaccion 1X 86% (860 pl)
CuSO0q4 4% (40 pl)
Alexa Fluor 0,25% (2,5 ul)
Aditivo 1X 10% (100 pl)

Tabla 7. Reactivos para el coctel de deteccion del ensayo de proliferacion Clik-iT EdU.

12. Silenciamiento génico mediante siRNA.

Para estudiar el efecto de genes concretos en la homeostasis del Ca?* se recurrié
al silenciamiento génico utilizando ARN pequefio de interferencia (siRNA, del inglés
small interfering RNA). El siRNA es una molécula de doble cadena de ARN de 21-23
pares de bases y que hace su efecto a nivel post-transcripcional mediante un
mecanismo basado en el ARN de interferencia (RNAi). EI RNAi es un mecanismo
biol6gico por el cual se forma una doble hebra de ARN (dsRNA) que induce el
silenciamiento génico y marca ese ARN para su degradacién. Los duplex de siRNA son
reconocidos por el complejo RISC (del inglés RNA-induced silencing complekx) donde
interacciona con una endonucleasa que rompe la doble cadena. Entonces, la cadena
antisentido del siRNA reconoce la secuencia complementaria de ARN mensajero
(ARNm) y guia al complejo RISC hasta él. En ese momento tiene lugar la degradacion
del ARNm por la actividad endonucleasa, lo que impide su traducciéon a proteina
(Alshaer et al., 2021). Las moléculas de siRNA son especificas y eficientes para la

disminucion de la expresion de genes concretos (figura 39).
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Figura 39. Silenciamiento génico con siRNA. La molécula de siRNA se introduce en la célula
donde es reconocida por el complejo RISC. Este complejo rompe el duplex de ARN y localiza la
secuencia de ARNm complementaria, se forma una doble hebra de ARN que es degradada por
la endonucleasa de RISC evitando su traduccion a proteina. Figura creada con BioRender.com.

Para el silenciamiento génico en células HT29 se utilizo el TriFECTa Kit DsiRNA
Duplex (IDT, Coralville, 1A, EE. UU.) con los siRNA indicados en la tabla 8. Se utilizaron
tres siRNA especificos de cada gen. Como control del silenciamiento especifico, se
utilizé siRNA control, el cual no se une a ningun gen conocido. La introduccién de los
duplex de siRNA se llevé a cabo mediante nucleofeccion. Para ello, por cada reaccion,
se transfectaron 10° células HT29 junto con 50 pmol de siRNA (5 pl de siRNA 10 pM)
en 100 pul de solucion de nucleofeccion (tabla 9). La solucién con las células y los siRNA
se afiadi6 a una cubeta de electroporacién de 0,2 cm (Invitrogen, ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) y se llevd a un Amaxa Nucleofector Il (Amaxa
Biosystems, Colonia, Alemania) donde se selecciond6 el programa W-017 disefiado para
transfectar células HT29 con alta eficiencia. A las 48 horas de la nucleofeccion se
comprobd la eficiencia del silenciamiento mediante qRT-PCR. Los experimentos de Ca?*
se llevaron a cabo 72 horas después de la nucleofeccién, siempre y cuando el
silenciamiento fuese al menos del 50%. Los reactivos para las soluciones de

nucleofeccion son de Sigma-Aldrich (Merck, Darmstadt, Alemania).
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Gen Localizacion siRNA Referencia
3’ UTR Exo6n 15
TRPV6 Region codificante Exon 15 hs.Ri.TRPV6.13

Region codificante Exon 13
Region codificante exén 14
ATP2C2 (SPCA2) Region codificante exones 25, 26, 27 hs.Ri.ATP2C2.13
3’ UTR exones 27,28

Tabla 8. siRNAs utilizados para el silenciamiento génico.

Solucion A Solucion B Protocolo
88 mM KH2PO4 0,36 M ATP 1. Preparar las soluciones y filtrar.

14 mM NaHCOs3 0,6 M MgClI2 2. Mezclar 4 ml de soluciéon Ay 80 ul
de solucion B.

2 mM D-Glucosa 3. Resuspender 10° células en 100 pl
de mezcla.

Tabla 9. Soluciones empleadas para la nucleofeccién.

13. Medida de los niveles intracelulares de poliaminas.

Los niveles intracelulares de poliaminas se detectaron usando PolyamineRED
(Funakoshi Co. Ltd, Tokio, Japén), un reactivo que detecta las poliaminas intracelulares.
Se compararon los niveles de las células control y con DFMO (Tocris Biosciencience,
Bio-Techne Brand, Bristol, Reino Unido) 5 mM en medio DMEM con FBS dializado
(Lonza, Basilea, Suiza) durante 96 horas para inhibir completamente la sintesis de
poliaminas. Tras el tratamiento, las células se incubaron en oscuridad 30 minutos con
30 uM PolyamineRED en medio sin suero. Las células se fijaron y se marcaron los
nucleos en oscuridad con DAPI (Invitrogen, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EE.
UU.) 1:5000. Las imagenes de fluorescencia se obtuvieron con un microscopio invertido
Nikon Eclipse 90i utilizando un filtro para TRITC. Los niveles de fluorescencia se
analizaron con el software ImageJ. Se tomaron imagenes de tres campos al azar, por

triplicado, de cada una de las condiciones.
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14. Registros electrofisiolégicos mediante patch-clamp planar.

Los registros electrofisioldgicos se realizaron utilizando un sistema de patch-clamp
planar automatico Port-a-patch de Nanion Technologies (Munich, Alemania). Este
sistema tiene un chip donde se colocan las células para registrar las corrientes (figura
30). Utilizamos la configuracién de célula completa (whole-cell) fijando el voltaje (voltage

clamp). Los registros se realizaron a temperatura ambiente.
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Figura 40. Elementos de un equipo Port-a-patch clamp planar. A. Estacion de Port-a-patch
donde se colocan las células, equivalente a la pipeta del patch-clamp convencional. B.
Amplificador de la sefial HEKA. C. Chip donde se colocan las células. En la parte interna del chip
(imagen izquierda) se coloca la solucién interna. Posteriormente, este chip se coloca en el port-
a-patch (imagen derecha) y se afiade la solucién externa y las células. D. Esquema del patch-
clamp planar. La célula se coloca en un electrodo plano (en nuestro caso el chip). Los electrodos
estan colocados en la solucion interna y externa. Al abrir la célula, ésta se pone en contacto con
la solucién interna, por lo que podemos controlar ambas soluciones. Las imagenes del equipo se
obtuvieron de Nanion Technologies (A), HEKA Instruments (B). La imagen del chip donde se
colocan las soluciones y células (C) se obtuvo de (Kreir et al., 2008). El esquema del
funcionamiento del patch-clamp planar (D) se obtuvo de (Wickenden, 2000).

Para medir las corrientes de HT29 o0 NCM460 las células se sembraron en placas
de 6 pocillos con o sin tratamiento durante 3-5 dias, se levantaron con Detachin (Amsbio,

Cambridge, MA, EE. UU.) y se centrifugaron. El pellet celular se resuspendi6 a una
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densidad de 1 - 5 x 10° células/ml en solucién externa, diferente segln las corrientes
que queramos medir. Se utilizaron chips NPC-1 (Nanion Technologies, Munich,
Alemania) disefiados para el Port-a-patch adecuados para el tamafio de las células
HT29 y NCM460 (3-5 MOhm). En la parte interna de los chips se colocé la solucién
interna. Las soluciones externas e internas utilizadas se indican al final del apartado. El
chip se coloco en la base Port-a-patch y se afiadieron las células en la superficie (figura
40C). Pararegistrar las corrientes se utilizo la configuracion whole cell en la cual la célula
se abre y se miden las corrientes de toda la célula. El protocolo de pulsos de voltaje
cambia segun las corrientes estudiadas y se indica al final del apartado. Se registro la
intensidad de corriente con un amplificador EPC-10 (HEKA Instruments, Stuttgart,
Alemania). Se utilizé la capacitancia celular para estimar el tamafio de la célula y
normalizar los registros. Para considerar como buenos los registros, la resistencia que
se debe alcanzar o sello debe ser mayor de 400 MQ y se debe mantener a lo largo del
experimento. Para el analisis de corrientes se utilizé el software Patchmaster (HEKA
Instruments, Stuttgart, Alemania) y GraphPad Prism. A la corriente total se rest6 la
corriente de fuga o leak y las corrientes de normalizaron con respecto a la capacitancia
celular (pA/pF).

Para las corrientes de K* se utilizé una solucion externa que contenia, en mM: 140
NaCl, 10 HEPES, 5 Glucosa, 4 KCI, 1 MgCl,, 2 CaCl,, pH 7,4. La solucién interna
contenia, en mM: 50 KCI, 10 NaCl, 60 KF, 20 EGTA, 10 HEPES, pH 7,2. Se aplicaron
pulsos cuadrados que van desde -70 mV a +70 mV, aumentando 10 mV cada 500 ms 'y
manteniendo un potencial de -70 mV. De esta manera vamos activando todos los
canales de K*. Para obtener las corrientes de K* mediadas por los canales hEAG
(Kv10.1) y hERG (Kv11.1) se utiliz6 Astemizol 5 uM. La corriente de canales Kv se
bloqueé utilizando tetra-etil-amonio o TEA.

Para las corrientes TRPC se utilizd una solucién externa que contenia, en mM:
130 NaCl, 10 HEPES, 8 Glucosa, 1,2 MgCl;, 1,5 CaCl, pH 7,4. A esta solucion se afiadié
Nifedipina 5 yM y &cido niflumico 100 uM para bloguear los canales de Ca?" y CI
respectivamente. La solucién interna contenia, en mM: 85 CsCl, 8 NaCl, 2 MgCl,, 60
CsF, 1 EGTA, 10 HEPES, 5 Na-ATP, pH 7,2. Se aplicaron rampas despolarizantes
desde -100 mV a +100 mV de 50 ms de duracion manteniendo un potencial de 0 mV.
Estas rampas se aplicaron cada 5 segundos. Para bloquear las corrientes de TRPC1/4/5
se utilizé Pico145 200 nM.
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Los reactivos para las soluciones, asi como los inhibidores astemizol y TEA, se
obtuvieron de Sigma-Adrich (Merck, Darmstadt, Alemania). El inhibidor Picol45 se
obtuvo de MedChemExpress (Monmouth Junction, NJ, EE. UU.).

15. Andlisis transcriptdmico de genes.

El andlisis transcriptomico fue llevado a cabo por el Dr. Enrique Pérez-Riesgo a
través de muestras de ARN de células control y células tratadas. El ARN se extrajo
utilizando GeneMATRIX Universal Purification Kit (EURx Molecular Biology Products,
Gdansk, Polonia). El andlisis transcriptomico se llevé a cabo con microarrays Clarion D
Human (Affymetrix, Santa Clara, CA, EE. UU.) en el Centro Andaluz de Medicina
Regenerativa (CABIMER, Sevilla, Espafia) o a nivel transcriptdmico mediante la
tecnologia de RNA-seq (lllumina, San Diego, CA, EE. UU.) en Sistemas Gendémicos S.L.
(Valencia, Espafa). El andlisis de datos fue llevado a cabo por el Dr. Enrique Pérez-
Riesgo utilizando el software de libre acceso R (R Core Team, 2020) como se detalla en
(Pérez-Riesgo et al., 2023).

Las células HT29 y NCM460 se sembraron en placas de 10 cm de diametro (10°
células por placa) y al dia siguiente se trataron con DFMO 5 mM, en medio DMEM 1g/I
glucosa con 10% de FBS dializado. Las células control se mantuvieron con DMEM y
FBS dializado, pero sin tratamiento de DFMO. El tratamiento se mantuvo durante 96
horas, momento en el cual se realizé la extraccidon de ARN. Se realizé la transcriptémica
mediante microarrays de las dos lineas celulares tratadas y sin tratar, de manera que
se generaron cuatro condiciones: HT29 control, HT29 DMFO, NCM460 control y
NCM460 DFMO. Los datos de transcriptémica se analizaron con el software R. Primero,
se realizd un control de calidad. Se analizé la distribucién de las muestras y la posible
presencia del efecto lote (muestras del mismo lote — dia, por ejemplo — se parecen mas
entre ellas que muestras de lotes distintos) con los datos sin normalizar. Después se
llevé a cabo la comparacion de patrones normalizando y transformando el conjunto de
datos para hacer las muestras comparables entre si. Posteriormente, se realizé un
analisis de componentes principales (ACP) y la deteccidn de valores atipicos. También
se realizaron andlisis jerarquicos de grupos o cluster y se emplearon modelos para
explicar la variabilidad. Tras el control de calidad, el conjunto de datos fue preprocesado

para normalizar el fondo y eliminar aquellos genes de los que no se disponia una
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correspondencia con las anotaciones usadas en los analisis de expresién diferencial
(ALIAS). Por ultimo, el andlisis de la expresion diferencial se llevé a cabo a través de
modelos lineales para datos de microarrays (método limma). Los factores fijos fueron la
linea celular (HT29, NCM460) y el tratamiento (control, DFMO), mientras que los
factores aleatorios fueron el dia en que se extrajeron las muestras. Para controlar los
errores por falsos positivos, se empled el FDR (del inglés false discovery rate) que es la
proporcion esperada de falsos positivos de entre todos los test considerados

significativos. Las diferencias se consideraron significativas cuando FDR < 0,05.

16. Analisis estadistico.

Los datos de imagen de Ca?* citosélico fueron analizados con R mediante modelos
lineales mixtos que tienen en consideracion las posibles variaciones de las muestras
entre los diferentes dias de experimento o entre los diferentes cristales. El resto de los

datos fue analizado con R u Origin2019 Pro.

La comparacion de datos con dos condiciones se llevé a cabo mediante la prueba
T de student utilizando el software R. Para el andlisis de varias condiciones se utilizaron
modelos lineales mixtos en R. Para ellos, se estudi6 la normalidad y homocedasticidad
de los datos, y se transformaron cuando no cumplian alguno de los supuestos. Una vez
transformados, se utilizé el analisis de varianza ANOVA y se realizé la comparaciéon de
poblaciones dos a dos mediante una prueba Tukey o Bonferroni. Las diferencias se

consideraron significativas cuando p < 0,05.
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1. Latransferencia de mitocondrias modula la homeostasis del calcio

intracelular.

1.1. Las células tumorales HT29 pueden ser mitoceptadas con

mitocondrias aisladas de células normales NCM460.

La técnica de mitocepcion o MitoCeption como se describe en Caicedo et al., 2015
consiste en introducir mitocondrias aisladas en una célula receptora mediante un choque
térmico y un proceso de centrifugacion. Utilizamos esta técnica para transferir
mitocondrias de células normales NCM460 a células tumorales de colon HT29 y
estudiamos sus efectos en la entrada de Ca?* operada por depésitos o SOCE. El
protocolo utilizado en este estudio se ilustra en la figura 41 (ver el apartado métodos

para una descripcion mas detallada).
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Figura 41. Esquema del proceso de mitocepciéon. Las mitocondrias de las células donantes
NCM460 son marcadas. Después, las mitocondrias son aisladas y transferidas a las células
receptoras HT29. La eficiencia de la transferencia se comprueba midiendo la intensidad del
marcador mediante citometria de flujo 0 microscopia.

Para comprobar la transferencia con éxito de las mitocondrias, antes de comenzar
el proceso marcamos estos organulos en las células NCM460. Se utilizé el marcador
MitoTracker Green ya que Unicamente depende de la masa mitocondrial y es facil de

observar. Se midio la fluorescencia del marcador a diferentes tiempos para comprobar
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si el marcaje de las mitocondrias se mantiene hasta después de su transferencia a las
células receptoras. El marcaje con MitoTracker Green se perdié a lo largo del tiempo,
de manera que, a las 24 horas, la intensidad de fluorescencia se redujo méas del 50 %y
continu6 desapareciendo con el paso del tiempo (figura 42). Por lo tanto, la tincion de
las mitocondrias de las células NCM460 se llevo a cabo 1-2 horas antes del aislamiento
mitocondrial para asi poder observar diferencias en la fluorescencia 24 horas después

de la mitocepcion.
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Figura 42. Lafluorescenciaverde de las células NCM460 marcadas con MitoTracker Green
disminuye alo largo del tiempo. A. Imagenes representativas de células NCM460 tras marcaje
mitocondrial con 250 nM de MitoTracker Green tomadas inmediatamente después (izquierda),
tras 24 horas (centro) o a los 3 dias (derecha) de la tincion. B. Cuantificacién a diferentes horas
de la fluorescencia verde en células NCM460 marcadas con MitoTracker Green. Las barras
representan la media + EEM de 10-25 células de 3 experimentos independientes. *** p< 0,001.

Para comprobar que el marcaje de las mitocondrias con MitoTracker no afecta a
la SOCE, se midi6 esta entrada tanto en células normales como en células tumorales
marcadas con MitoTracker Green una hora antes del experimento. No se observaron
diferencias entre las células control y las células marcadas al medir SOCE ni en células
tumorales HT29 (figura 43A), ni las células normales NCM460 (figura 43B).
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Figura 43. MitoTracker Green no afecta a SOCE en células HT29 o NCM460. Medimos SOCE
en células HT29 (A) y células NCM460 (B) sin marcar (Control, en negro) o marcadas con
MitoTracker Green (MT 250 nM, en verde). Para activar SOCE usamos tapsigargina en medio
libre de Ca?*. Los trazos de la parte superior se corresponden con la media + EEM de 15-20
células de un experimento representativo de la fluorescencia recogida al excitar a 340-380 nm.
La barra negra debajo de los registros indica el intervalo de tiempo en presencia de Ca?*
extracelular. Las barras de la parte inferior representan la altura (ARatio) y area media + EEM de
las curvas de calcio 30-60 células de tres experimentos independientes.

Una vez comprobamos que la florescencia del marcador se mantenia 24 horas
después y no afectaba a las medidas de Ca?', las mitocondrias fueron aisladas de
células NCM460 como se indica en la metodologia. Tras el aislamiento, se procedi6 a
la mitocepcién. Adaptamos el protocolo a nuestras condiciones, de manera que
centrifugamos conjuntamente en un tubo de microcentrifuga 100 pl de PBS conteniendo
las células receptoras con diferentes cantidades de mitocondrias aisladas (1, 10 o 50 pg
de mitocondrias aisladas en un volumen de 10-20 uyl de PBS). El grupo control fue
tratado igual que el grupo mitoceptado, centrifugando 100 ul de células con 10-20 ul de
PBS en las mismas condiciones. Las células control y mitoceptadas se mantuvieron en
cultivo 24 horas hasta el andlisis de la fluorescencia mediante citometria de flujo. La
sefial fluorescente del MitoTracker aumenté conforme aumentamos la cantidad de

mitocondrias transferidas (figura 44), indicando la validez de la técnica. Concretamente,
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observamos que mas del 75% de las células mitoceptadas mostraban fluorescencia

verde tras afiadir 50 ug de mitocondrias aisladas de NCM460 y marcadas.
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Figura 44. La fluorescencia en las células mitoceptadas aumenta seglin aumenta la
cantidad de mitocondrias. Al analizar mediante citometria de flujo la fluorescencia verde en
células HT29 mitoceptadas con diferentes cantidades de mitocondrias de NCM460, observamos
un aumento en la intensidad media de la fluorescencia cuanta mayor es la cantidad de
mitocondrias aisladas transferidas. A. Curvas representativas de un experimento de citometria
de flujo con células HT29 control (solo PBS) o mitoceptadas con diferente cantidad de
mitocondrias aisladas de NCM460 (1, 10 o 50 pg respectivamente). B. Media + EEM de la
intensidad de fluorescencia verde en al menos 3 experimentos independientes. * p < 0,05; *** p
< 0,001 en referencia al control.

La transferencia de mitocondrias por centrifugacién produjo muerte celular alta, por lo
que implantamos otra metodologia para mejorar la cantidad de células disponibles para
pasos posteriores: se realiz6 un co-cultivo de las células receptoras con las mitocondrias
aisladas. Para ello, se afiadieron las mitocondrias aisladas directamente sobre células
sembradas en cubreobjetos y se mantuvieron en el incubador overnight. 24 horas
después del co-cultivo, se analizé la fluorescencia en las células mitoceptadas. Se
observo que la intensidad de fluorescencia de las células mitoceptadas mediante co-
cultivo era menor que en las células centrifugadas con las mitocondrias exégenas (figura
45A). Sin embargo, el numero de células con un tamafio y complejidad adecuados, para
una misma cantidad de mitocondrias transferidas, fue mayor cuando se utilizé el método

del co-cultivo (figura 45C). De manera similar a lo que ocurria con la transferencia por
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centrifugacion, los niveles de fluorescencia verde fueron proporcionales a la cantidad de
mitocondrias afiadidas al cultivo de células (figura 45B). Es decir, el método de co-cultivo
fue eficaz en la transferencia mitocondrias entre células donadoras y receptoras y, de

esta manera, obtuvimos un mayor nimero de células viables para procesos posteriores.

A Co-cultivo Centrifugacion
300_‘ MitoGreen + 300 - [l 1 ug mitocondrias
1 2 " Serrnneeeessnsssseeee e ! [l 10 pg mitocondrias
@ 1 [l 50 pg mitocondrias
© 200 200+
q) 4
> J
) l
S, | MitoGreen +
100 100 1
0_
103 104 105 108 103 104 105 106
Intensidad Fluorescencia Intensidad Fluorescencia
+ 50 ug mitocondrias  + 50 pg mitocondrias
= 7500 y=110,69x + 193 (x10%) Control 10  (co-cultivo)  (x©0*) (centrifugacion)
S 6000 RE=09877 ¥ 1000 1000 1000
g 45001 / 800+ 90,487 | 800 65,909 | 800 38,779
bt 7 8 600 600 600+
£ 3000 e & 4001 : 4001 4001
S 1800 # 200 200 200{ &
I AR S N S e ® N T d®
0- 10 20 ' 30 40' 50 o '03)Q S S S ’\QQ(X‘OS)Q NN '\QQ(X'OS)
Cantidad de mitocondrias (ug) FSC FSC

Figura 45. La mitocepcién en las células HT29 se puede realizar mediante co-cultivo con
las mitocondrias aisladas. A. Curvas de citometria representativas de un experimento de
mitocepcion en células HT29 haciendo co-cultivo de las mitocondrias aisladas con las células
receptoras (panel izquierdo) o centrifugando mitocondrias y células receptoras (panel derecho).
En ambos casos la fluorescencia aumenta acorde a la cantidad de mitocondrias transferidas. Sin
embargo, mediante co-cultivo, el recuento celular es mayor. B. Recta de regresion que relaciona
la intensidad de fluorescencia con los microgramos de mitocondrias transferidas. Se presenta en
el gréafico la ecuacion de la recta y el coeficiente de determinacion R2. C. Paneles representativos
comparando tamafio frente a complejidad en células HT29 control (panel izquierdo) y células
HT29 mitoceptadas con 50 pg de mitocondrias mediante co-cultivo (panel central) o
centrifugacién (panel derecho). Se selecciona la poblacién de células que se corresponde con el
tamafio (FSC) y complejidad (SSC) de las HT29.

Finalmente, comprobamos mediante microscopia confocal la incorporacion de
mitocondrias marcadas aisladas de células NCM460 en las células HT29 mediante el
método de co-cultivo (figura 46). Mientras que en las células HT29 control no
observamos fluorescencia alguna, en las células que han sido mitoceptadas,
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observamos fluorescencia verde, procedente del MitoTracker utilizado para marcar las
mitocondrias de las células NCM460 que fueron aisladas y transferidas a las células
HT29.

A B

HT29 HT29
Control Mitoceptadas

Campo claro

Fluorescencia

Figura 46. Las células HT29 mitoceptadas incorporan mitocondrias verdes que se pueden
observar mediante microscopia confocal. Imagenes de microscopia confocal tomadas con un
objetivo de 63X. La barra blanca de escala equivale a 20 ym. A. Imagenes de células HT29
control (izquierda) y mitoceptadas (derecha) tomadas en campo claro (panel superior) o en
fluorescencia para el canal verde (panel inferior). B Imagen de fluorescencia verde de células
HT29 mitoceptadas con 50 ug de mitocondrias marcadas aisladas de células NCM460.

1.2. La mitocepciobn de celulas tumorales HT29 con

mitocondrias de células normales reduce SOCE.

Se ha descrito que las mitocondrias pueden actuar como tampoén de Ca%* y que
tienen un papel importante en la regulacion de SOCE dentro de la célula (Watson and
Parekh, 2012). Este organulo es capaz de captar Ca?* del citoplasma regulando asi los
procesos de activacion e inactivacion de las corrientes Icrac (Gilabert and Parekh, 2000).
Ademas, resultados previos del laboratorio han demostrado que existen diferencias en
la captacion de Ca?* mitocondrial entre células tumorales y normales. Nuestro grupo ha
descrito que las mitocondrias de las células tumorales, pero no de las células normales,
son capaces de prevenir la inactivacion lenta dependiente de Ca?* de las corrientes Isoc,
sosteniendo asi la entrada de Ca?* durante mas tiempo (Hernandez-Morales et al.,

2017).
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Para comprobar si la transferencia de mitocondrias provocaba cambios en la
homeostasis del Ca?*, estudiamos qué ocurria con la SOCE en las células HT29 que
contenian mitocondrias aisladas de células NCM460. Se mitoceptaron células tumorales
HT29 con 50 pg de mitocondrias aisladas de células normales NCM460, generando las
células que denominamos HT29 normo-mitoceptadas. Estas células se mantuvieron 24
horas en cultivo, tras lo cual medimos la entrada de Ca?*via SOCE en las células HT29
control y normo-mitoceptadas. SOCE disminuyé de manera significativa en las células
tumorales HT29 normo-mitoceptadas en comparacion con las células HT29 control
(figura 47).

A HT29 HT29 C . 10;
Control Normo-Mitoceptadas o .
D 08 -
! S 06 -
e
o 041
T 02
< 00
Control Normo.
0 Mito.
W HT29 Control
B HT29 Normo-mitoceptadas
B D
1,04
8x10% 7
S 0,84 ]
[e0] ! g
° < 6x10% *x
B 0,6‘ 3 J
< p 4 4
L 044 g 4x10t]
< i
2 o5 2x10%
m P
0,0 0 -
— — Control Normo.

Mito.

Figura 47. SOCE se reduce en células HT29 normo-mitoceptadas 24 horas después de la
transferencia mitocondrial. Medimos SOCE en células HT29 control y células HT29
mitoceptadas con 50 pg de mitocondrias aisladas de células NCM460. A. Imégenes
representativas en pseudocolor de experimentos de Ca2* en células HT29 control (izquierda) y
células HT29 normo-mitoceptadas (derecha). B. Trazos de registros representativos de células
individuales donde se mide el cociente (ratio) de fluorescencias recogidas tras excitar las células
a 340 y 380 nm. La barra negra indica el intervalo de tiempo en presencia de medio Cal. C. D.
Analisis de la altura (ARatio) y area bajo la curva de registros de Ca?* en 112-122 células
individuales de 3 experimentos independientes. Se representa la media + IC 95% de la altura y
el area en las dos condiciones. En negro, células control; en verde, células normo-mitoceptadas.
**p < 0,01
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Los niveles de SOCE en las células HT29 normo-mitoceptadas se redujeron hasta
niveles similares a los observados en las células NCM460 (no mostrados). Nos
preguntamos si esta reduccién se producia a tiempos mas cortos desde el momento de
la transferencia. Para comprobarlo, medimos SOCE a las 3 horas de la mitocepcion de
las células HT29. Las células HT29 se mitoceptaron mediante centrifugacion con 50 pg
de mitocondrias aisladas de células NCM460 (en 10-20 pl de PBS) y se sembraron en
cubreobjetos. Las células HT29 control siguieron el mismo proceso de centrifugacion
con 10-20 ul de PBS sin mitocondrias. Se midi6 SOCE entre 3y 5 horas después de la
transferencia tanto en las células HT29 control como normo-mitoceptadas. Se observo
una reduccion significativa de SOCE, medida como diferencia en el ratio de
fluorescencia, en las células HT29 normo-mitoceptadas en comparacion con las células
HT29 control (figura 48). Es decir, el efecto sobre SOCE de la mitocepcién de células
HT29 con mitocondrias aisladas de células NCM460 es significativo en las primeras

horas tras la transferencia mitocondrial, aunque menor que el observado a las 24 horas.
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Figura 48. La SOCE se reduce en las células HT29 normo-mitoceptadas 3-5 horas después
de lamitocepcion. A. Trazos representativos del ratio de la fluorescencia en células individuales
HT29 control (izquierda) o normo-mitoceptadas (derecha). La barra negra indica el tiempo de
registro en presencia de Ca?* extracelular. B. Trazos de la media £+ EEM de un experimento
representativo de 12-25 células. La barra negra indica la presencia de Ca?* en el medio
extracelular. C. D. Altura del pico (C) y area bajo la curva (D) de registros de Ca?* citosoélico en
células tumorales control y mitoceptadas. Se muestra la media + IC 95% de los valores de la
altura y el area de 133-169 células individuales de 4 experimentos independientes. En gris,
células HT29 control; en verde, células HT29 normo-mitoceptadas * p < 0,05.
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1.3. EI efecto sobre SOCE de la mitocepcién de mitocondrias
normales en células tumorales es transitorio: permanece tras

48 horas, pero se pierde 7 dias después de la mitocepcion.

Las mitocondrias son organulos muy dinamicos que estan en continua
reorganizacion subcelular mediante eventos de fusion y fisibn. Esta plasticidad es
importante para la funcionalidad de dichos organulos (Archer, 2013; Braschi and
McBride, 2010). Estos procesos y, en general, la biogénesis mitocondrial son muy
importantes para la vida celular y pueden promover o suprimir el fenotipo tumoral,
dependiendo del tipo celular, del estadio de progresion tumoral o de factores de estrés
presentes en el microentorno (Boland et al., 2013; Patrushev et al., 2015). Si en
condiciones fisiolégicas las mitocondrias sufren procesos de fusion y biogénesis, puede
gue llegue un punto que las células mitoceptadas ya no contengan mitocondrias de
células normales o bien que estas mitocondrias se hayan fusionado con las mitocondrias
tumorales propias de las células. Por lo tanto, el efecto sobre SOCE que se observa en

las células tumorales al afiadir mitocondrias de células normales podria desaparecer.

Para comprobar esta hip6tesis mantuvimos las células HT29 normo-mitoceptadas
en cultivo mas horas y medimos la entrada de Ca?* siguiendo los mismos protocolos
utilizados anteriormente. 48 horas después de la transferencia mitocondrial, SOCE
disminuyé0 de manera significativa en las células HT29 normo-mitoceptadas con
respecto a las células HT29 control (figura 49). Sin embargo, tras una semana en cultivo,
no se observaron diferencias significativas y los registros de Ca?* citosdlico en células
HT29 control y células HT29 normo-mitoceptadas presentaban unos niveles similares
(figura 50).
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Figura 49. SOCE sereduce en las células tumorales mitoceptadas hasta 48 horas después.
Medimos SOCE en células HT29 normo-mitoceptadas 48 horas después de la mitocepcion. Al
igual que en los experimentos previos, las células se cargaron con Fura-2/AM y se activd SOCE
utilizando tapsigargina en medio libre de Ca?* previo al registro. A. Trazos representativos de 15-
17 células individuales de un experimento realizado 48 horas después de la mitocepcion. Las
barras negras se corresponden con el intervalo de tiempo en presencia de Ca?* extracelular. B.
Media + IC 95% de la diferencia en el ratio y el &rea bajo la curva de registros de Ca?* de 75-99
células de 3 experimentos independientes. En gris, células HT29 control; en verde, células HT29
normo-mitoceptadas. *** p < 0,001.
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Figura 50. No existen diferencias en SOCE 7 dias después de la mitocepcién de células
HT29. Medimos SOCE en células HT29 normo-mitoceptadas 7 dias después de la transferencia
mitocondrial. A. Trazos representativos de 25-32 células individuales de un experimento de
SOCE 7 dias después de la transferencia mitocondrial. Las barras negras se corresponden con
el intervalo de tiempo en presencia de Ca?* extracelular. B. Media + IC 95% de la altura y area
de la curva de registros de Ca?* de 141-156 células individuales de 3 experimentos
independientes. En gris, células HT29 control; en verde, células HT29 normo-mitoceptadas.

Los resultados de los experimentos de SOCE en las células HT29 normo-
mitoceptadas sugieren que el efecto de las mitocondrias normales sobre SOCE en las
células tumorales HT29 es dependiente del tiempo (figura 51). Se observa una
disminucién inmediata de SOCE que se exacerba con el tiempo. A las 24 horas la
reduccion es de aproximadamente un 20% y alcanza su maximo a las 48 horas, donde
los valores de SOCE se asemejan a los obtenidos en las células normales NCM460, en
torno a un 40% menor que las células HT29 control. Sin embargo, este efecto se pierde
y, al cabo de una semana en cultivo, ya no se observan diferencias en la entrada de

Ca?* via SOCE entre las células HT29 control y las normo-mitoceptadas.
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Figura 51. Variacion de SOCE en células HT29 normo-mitoceptadas a lo largo del tiempo.
Se indica el % de la entrada de calcio operada por depdésitos en las células HT29 mitoceptadas
normalizada segun la entrada registrada en las células HT29 control a lo largo del tiempo. Los
puntos se corresponden con la media £+ EEM del total de células analizadas en cada punto
temporal. Se observa una disminucion de la entrada de calcio en las primeras 48 horas. A los 7
dias, esta entrada se recupera y vuelve a valores cercanos a los registros en células HT29
control. La linea punteada roja indica niveles de SOCE en células HT29 control, mientras que la
linea punteada azul indica valores de SOCE en células normales NCM460.

1.4. La mitocepcion con mitocondrias aisladas de células
tumorales tiene efecto sobre SOCE en células tumorales HT29,

pero no en células normales NCM460.

En las células HT29 observamos una disminucién en la entrada de Ca?* tras el
vaciado de depositos cuando estas células eran mitoceptadas con mitocondrias aisladas
de células NCM460. Este efecto se puede deber a la diferencia en la captacion de Ca?*
por parte de las mitocondrias, normales o tumorales, o a otros factores, con
independencia de la naturaleza mitocondrial, como podrian ser la formacion de
microdominios celulares ricos en mitocondrias 0 a un aumento de la produccion de ROS
gue pueden controlar eventos de SOCE de manera local o modulando la inactivacion de

los canales.

Para comprobar si el efecto observado en la SOCE era debido a las diferencias

en las mitocondrias y la captacién de Ca?* y no al mayor nimero de mitocondrias en las
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células, llevamos a cabo una estrategia similar: mitoceptar las células tumorales HT29
con mitocondrias aisladas de las propias células tumorales HT29 bajo las mismas
condiciones dando lugar a las células que en adelante denominaremos células HT29
tumo-mitoceptadas.

Lo primero que observamos tras el aislamiento de mitocondrias de las células
tumorales HT29 fue que, en las mismas condiciones y partiendo del mismo nimero de
células, obteniamos una fraccién mitocondrial tres veces mayor en las células tumorales
comparado con los microgramos de proteina mitocondrial que obtuvimos en los
extractos de células normales (figura 52).

Mitocondrias aisladas

*k*

ug proteina / 106 células
N

0 -
NCM460 HT29

Figura 52. La cantidad de mitocondrias aisladas es mayor en las células tumorales HT29
que en las células normales NCM460. Siguiendo el mismo protocolo y en las mismas
condiciones, se cuantifico la cantidad de proteina obtenida tras el proceso de aislamiento
mitocondrial en células normales NCM460 y en células tumorales HT29. Las barras representan
la media £ EEM de la cuantificacién de proteina equivalente al nimero de mitocondrias aisladas
en, al menos, 5 experimentos independientes realizados en las mismas condiciones.

Transferimos las mitocondrias tumorales a las células HT29 utilizando las mismas
condiciones de mitocepcion con las que obtuvimos las células HT29 normo-
mitoceptadas. Es decir, afiadimos 50 pug de mitocondrias aisladas de células tumorales.
y obtuvimos las células HT29 tumo-mitoceptadas. De la misma manera, 24 horas
después, medimos SOCE en las células HT29 control y tumo-mitoceptadas cargadas
con Fura-2/AM y previamente tratadas con tapsigargina para activar la entrada de Ca?*

via SOCE. En las células HT29 tumo-mitoceptadas se observd un aumento significativo
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del &rea bajo la curva de la SOCE, pero no del ratio de la fluorescencia en comparacién
con las células HT29 utilizadas como control (figura 53). Es decir, no s6lo no vemos una
disminucion de la SOCE, sino que, la transferencia de mitocondrias tumorales parecia

aumentar la entrada de Ca?* via SOCE en las células HT29.
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Figura 53. SOCE aumenta en las células HT29 tumo-mitoceptadas. Medimos SOCE en
células HT29 control y HT29 tumo-mitoceptadas con 50 pg de mitocondrias aisladas de células
HT29. A. Imagenes representativas en pseudocolor de experimentos de Ca?* citosélico en
células HT29 control (izqda) y HT29 tumo-mitoceptadas (dcha). B. Trazos donde se registra el
ratio de fluorescencia de células individuales de un experimento de Ca?* representativo. La barra
negra bajo los trazos se corresponde con el intervalo de tiempo en presencia de Ca?* extracelular.
C. D. Analisis de la altura (C) y el area (D) de la curva de registros de Ca?* de 102-112 células
individuales de tres experimentos independientes. * p<0,05; - p<0,1.

Por tanto, los resultados indican que el efecto de la mitocepcion sobre la SOCE
en las células HT29 no se debe al aumento de la cantidad de mitocondrias sino que
podria deberse a las diferencias en las propias mitocondrias. Si las mitocondrias
proceden de células normales la mitocepcion disminuye la SOCE. Sin embargo, si las
mitocondrias proceden de células tumorales, la mitocepcién aumenta aun mas la SOCE

en las células tumorales.
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El aumento de la SOCE en las células HT29 tumo-mitoceptadas podria deberse a
una mayor captaciéon de Ca?* citosélico en estas células con exceso de mitocondrias
tumorales con alto potencial mitocondrial. Esto provocaria que los canales SOCs se
inactivasen mas tarde y, por lo tanto, la entrada de Ca?* fuese mayor y mantenida. Es
decir, el fenotipo tumoral podria exacerbarse en las células HT29 tumo-mitoceptadas.
Quisimos comprobar si las mitocondrias tumorales también tenian efecto sobre la SOCE
en las células NCM460. Es decir, si adoptaban un perfil mas tumoral. Para ello,
mitoceptamos las células NCM460 con 50 pg de mitocondrias aisladas de células HT29
en las mismas condiciones que las anteriores y obtuvimos las células NCM460 tumo-
mitoceptadas. 24 horas después, medimos SOCE en estas células cargadas
previamente con Fura-2/AM. y tratadas con tapsigargina. No se observaron diferencias
significativas en la SOCE de las células NCM460 tumo-mitoceptadas en comparacion
con las células NCM460 control (figura 54).
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Figura 54. La mitocepcién de células normales NCM460 con mitocondrias aisladas de
células HT29 no tiene efecto en SOCE. Medimos SOCE en células NCM460 control y NCM460
tumo-mitoceptadas con 50 pg de mitocondrias aisladas de células HT29. A. Imagenes
representativas en pseudocolor de experimentos de Ca?* citosélico en células NCM460 control
(izquierda) y NCM460 tumo-mitoceptadas (derecha). B. Trazos donde se registra el ratio de
fluorescencia de células individuales de un experimento representativo. C. D. Andlisis de la altura
(C) y el area (D) de la curva de registros de Ca?* de 78-63 células individuales de tres
experimentos independientes.
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Poniendo en conjunto los resultados de SOCE obtenidos a las 24 horas de la
mitocepcidn (figura 55), podemos decir que la mitocondria juega un papel importante en

la regulacion de la entrada de Ca?* via SOCE en las células tumorales de colon HT29.

Ademas, la mitocepcion sobre las células HT29 tiene un efecto sobre SOCE
diferente dependiendo de la procedencia de las mitocondrias: si las mitocondrias
aisladas proceden de células tumorales, SOCE se ve aumentada en las células HT29
tumo-mitoceptadas. Por el contrario, si las células HT29 se mitoceptan con mitocondrias
aisladas de células normales (HT29 normo-mitoceptadas), la entrada de Ca?* por esta
via se reduce de manera significativa a las pocas horas de realizar la mitocepcion. Sin
embargo, el efecto no se mantiene indefinidamente en el tiempo debido a la vida de las
mitocondrias, a los procesos de fusién mitocondrial o de divisién celular que estan
teniendo lugar. En cuanto a las células normales NCM460, la transferencia de
mitocondrias aisladas de células tumorales no tiene efecto sobre SOCE en las células
NCM460 tumo-mitoceptadas. No obstante, no sabemos qué ocurriria con la SOCE en

las células NCM460 si se mitoceptasen con mitocondrias aisladas de células normales.

131



RESULTADOS

A 10 - _ — HT29 Control
' 2 min — HT29 Normo - Mitoceptadas
08 | — HT29 Tumo - Mitoceptadas
o ! -
Q ’ — NCM460 Control
L —— NCM460 Tumo - Mitoceptadas
a 0,6 -
< ,
o i
LL -
2 04 1 A 5 :
©
: /\
0,2 -
0,0
B
3 0,81 a
9 a
L 0,6
o
o
o 0,44 c c
el
w 0,21 ‘ |
o
< 0,04
HT29 HT29 HT29 NCM460 NCM460
Control Normo- Tumo- Control Tumo-
Mitoceptadas Mitoceptadas Mitoceptadas
C
8x10%41 c
- 4. a
o 6x10
E ! b b X
4
g 4x10 .
<L
R
0
HT29 HT29 HT29 NCM460 NCM460
Control Normo- Tumo- Control Tumo-
Mitoceptadas Mitoceptadas Mitoceptadas

Figura 55. Resumen de SOCE a las 24 horas de la mitocepcién en células HT29 y NCM460.
A. Trazos de la media £ EEM de un experimento de Ca?* representativo de cada una de las
condiciones (de izquierda a derecha): HT29 control, HT29 normo-mitoceptadas, HT29 tumo-
mitoceptadas, NCM460 control y NCM460 tumo-mitoceptadas. La barra negra en Ay B indica la
presencia de Ca?* en el medio extracelular. B. C. Andlisis de la altura (B) y del area bajo la curva
(C) de experimentos de Ca?* de todas las células registradas en, al menos, 3 experimentos
independientes de cada una de las condiciones. Las barras representan la media £ IC 95% en
cada uno de los casos. Se indican con la misma letra aquellas condiciones en las que no se
registran diferencias significativas entre las diferentes condiciones (p = 0,05).

132



RESULTADOS

1.5. ElI potencial mitocondrial es diferente en las celulas

tumorales mitoceptadas.

Para investigar por qué en las células HT29 la transferencia de mitocondrias, tanto
de células normales como tumorales, modula la SOCE, medimos el potencial de
membrana de la mitocondria. Alteraciones en el potencial mitocondrial podrian

relacionarse con los cambios observadas en SOCE.

Para medir el potencial mitocondrial utilizamos la sonda mitocondrial TMRM que
se acumula en la matriz de estos organulos en funcion de su potencial. A mayor
acumulacién de la sonda, mayor fluorescencia registrada y mas negativo sera el
potencial mitocondrial en esas células. Los resultados de la medida de fluorescencia del
TMRM se representan en la figura 56. Las células HT29 mostraron una fluorescencia
debida al TMRM significativamente mayor que las células NCM460. Este resultado
concuerda con resultados previos del grupo que indicaban un potencial mitocondrial mas
negativo en las células HT29. En cuanto a las células HT29 mitoceptadas, la
fluorescencia de TMRM fue significativamente mayor en las células HT29 con
transferencia de mitocondrias tumorales, con respecto a las células HT29 control,
mientras que la fluorescencia fue menor en las células HT29 normo-mitoceptadas. En
las células NCM460 no se observaron diferencias significativas en el potencial

mitocondrial entre las células control y las NCM460 tumo-mitoceptadas.

Estos resultados son consistentes con los observados en SOCE a las 24 horas de
la transferencia mitocondrial (figura 55). Las células donde se registraron unos niveles
de SOCE menores, presentan una menor fluorescencia de TMRM, es decir, un potencial
mitocondrial mas positivo. Esto podria indicar que los cambios observados en la SOCE
de las células mitoceptadas estarian relacionados con las diferencias en el potencial de

membrana de las mitocondrias.
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Figura 56. El potencial mitocondrial es diferente en las células HT29 mitoceptadas.
Medimos el potencial mitocondrial en las células HT29 y en las células NCM460 utilizando la
sonda TMRM. Se midi6 tanto en condiciones control como en células mitoceptadas o bien con
mitocondrias aisladas de células normales (normo-mitoceptadas) o con mitocondrias aisladas de
células tumorales (tumo-mitoceptadas). Se representa la media £ IC 95% de la medida de
fluorescencia de la sonda de al menos 3 imagenes de 3 experimentos independientes de las
cinco condiciones (de izquierda a derecha): HT29 control, HT29 normo-mitoceptadas, HT29
tumo-mitoceptadas, NCM460 control y NCM460 tumo-mitoceptadas. Se indican con la misma
letra aquellas condiciones donde no existen diferencias significativas (p = 0,05).

Estos resultados indican que es posible la transferencia mitocondrial in vitro de
mitocondrias aisladas en células tumorales de colon. Esta transferencia mitocondrial
tiene diferentes efectos sobre SOCE y sobre el potencial mitocondrial dependiendo de
las células de las cuales se han aislado. Los resultados sugieren un papel importante
de la mitocondria tumoral y normal en la entrada de Ca?* via SOCE y abren nuevas vias

de estudio en el tratamiento del CCR.
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2. Estudio del remodelado del Ca?* intracelular en células HT29

mediado por el canal TRPC1.

En las células de cancer colorrectal se observa una mayor entrada de Ca?* como
parte del remodelado de la homeostasis del Ca?* intracelular. Este aumento se asocia,
entre otros aspectos, a la pérdida de la inactivacion de las corrientes de SOCE. Es decir,
esta corriente no se inactiva, dando lugar a una entrada de Ca?* mayor y mantenida en
el tiempo. Este remodelado es complejo y podria tener diferentes responsables como
cambios en el potencial mitocondrial y en la recaptacion de Ca?*, u otros elementos
como el canal TRPC1. Resultados previos del grupo han descrito una corriente de
entrada de Ca?* Icrac mediada por Orail en las células normales NCM460. Sin embargo,
en las células tumorales HT29 se registra una corriente compuesta por una corriente
lcrac aumentada ademas de una corriente de entrada de Ca?* no selectiva Isoc mediada
por el canal TRPC1, el cual aparece sobreexpresado en las células HT29 (Sobradillo et
al., 2014). Para investigar mas a fondo el papel de TRPC1 en la SOCE de las células
tumorales HT29, estudiamos su inhibicién en esta linea celular mediante diferentes

estrategias.

2.1. Eliminacion del canal TRPC1 mediante edicidon génica en
células HT29.

Eliminamos el canal TRPC1 de las células HT29 utilizando la herramienta de
ediciéon génica CRISPR/Cas9, como se indica en el apartado de metodologia. Se
disefiaron dos guias que reconocen una secuencia de 20 nucle6tidos en el exén 10 y
en el 13, respectivamente, para eliminar un fragmento donde se encuentra el poro del
canal. Se utilizé un vector de recombinacion que contiene un casete de resistencia a

blasticidina como método de seleccion de las células editadas (figura 57A).
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Figura 57. Estrategia de edicion génicade TRPC1 mediante CRISPR/Cas9 en células HT29.
Se traté de eliminar el canal TRPC1 de las células HT29 utilizando la herramienta de edicién
CRISPR/Cas9. A. Resumen de la estrategia llevada a cabo en las células HT29. Se disefaron
dos guias que reconocen una secuencia en el exén 10 y otra en el exén 13. Estas guias son
reconocidas por la nucleasa Cas9 y se produce un corte. Este corte es reparado gracias a un
vector de recombinacion que contiene la secuencia para producir un casete de resistencia a
blasticidina. Se indican los primers utilizados para llevar a cabo las diferentes comprobaciones
por PCR o qPCR: en color naranja los primers para mirar la expresion del canal en una zona no
editada; en morado los primers para mirar la expresiéon en la zona eliminada, y en verde los
primers para comprobar que la estrategia de edicion ha sido correcta. B. Resultados de PCR
convencional en células HT29 WT, TRPC1-HZ y TRPC1-KO analizando el fragmento interno
eliminado (imagen superior) y el fragmento editado entero utilizando primers externos al lugar de
edicién (imagen inferior). C. Resultados de qPCR donde se analizan los niveles de expresion de
TRPCL1 (En naranja, Ex. 1-2) y la expresion en el fragmento eliminado (En morado, Ex. 11-12).
Se representa la media £+ EEM de tres muestras independientes. D. Resultados de western blot
donde se miran los niveles de proteina de TRPC1 en células WT, KO y HZ. Se utiliza B-actina
como control enddgeno para normalizar los resultados. *** p<0,001.
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La eliminacion de TRPC1 se comprobé por PCR (figura 57B), obteniendo células
donde no habia tenido lugar la edicién (WT), células donde se habia eliminado TRPC1
en uno de los alelos (HZ) y células donde la edicién habia tenido éxito (KO). Tanto las
células WT como las células HZ presentaban una banda de PCR dentro del fragmento
eliminado que no aparecia en las células KO. Al examinar toda la zona editada con los
primers externos, observamos que en las células WT solo aparecia la banda
correspondiente al fragmento de genoma sin editar, mientras que las células HZ
presentaban dos bandas: una correspondiente al alelo WT sin editar y otra de mayor
tamafio correspondiente al alelo KO editado. En cuanto a las células KO, presentaban
una Unica banda, pero de un tamafio mayor al esperado Unicamente por el casete de
resistencia, por una posible insercién de otras partes del vector de recombinacion. En
las células HT29 TRPC1-KO comprobamos los niveles de expresion de ARNm mediante
gPCR. Analizamos tanto el fragmento eliminado (exones 11-12) como un fragmento
externo a la edicidn (exones 1-2) y confirmamos la ausencia del fragmento editado,
aungue continuaba habiendo expresién de otras partes del canal TRPC1 (figura 57C).
Comprobamos la expresiéon de TRPC1 a nivel de proteina mediante western blot y
observamos que, en los tres casos, la banda correspondiente a dicho canal no
presentaba diferencias significativas en cuanto a tamafio e intensidad (figura 57D). En
las células HT29 TRPC1-KO se eliminé Unicamente el poro de TRPC1 y se mantuvo la

expresion del resto del canal.

Medimos la SOCE en las células editadas, pero no observamos diferencias
significativas entre las células HT29 WT vy las células HT29 TRPC1-KO (figura 58).
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Figura 58. La edicién génica de TRPC1 en las células HT29 no tiene efecto SOCE. Medimos
el calcio citosélico en células WT y TRPC1-KO cargadas con Fura-2/AM donde activamos SOCE
con tapsigargina en medio libre de calcio. A. Registros representativos del ratio de fluorescencia
recogido en células individuales HT29 WT y HT29 editadas para eliminar el poro del canal
TRPCL1. B. Trazo de la media + EEM de un experimento representativo con 22-25 células HT29
WT y TRPC1-KO. C. Andlisis de la altura de la curva de calcio. D. Area bajo la curva de registros
de calcio en células HT29 WT o editadas. En Ay B, la barra negra se corresponde con el intervalo
de tiempo en presencia de calcio en el medio extracelular. En C y D se representa la media £ IC
95% de 114-125 células de tres experimentos independientes.

Exploramos otros posibles efectos de la eliminacion de TRPC1 y medimos la
sintesis de nuevas moléculas de ADN en un ensayo de proliferacion. No se observaron
diferencias significativas entre las células HT29 WT vy las células HT29 TRPC1-KO
(figura 59).
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Figura 59. La proliferacion celular es similar en las células HT29 WT vy las células HT29
editadas. Se utilizé un ensayo Clik-iT EdU Alexa Fluor 594 para medir la proliferacion celular,
basado en la incorporacién de un andlogo modificado de la timidina en el ADN. A. Cuantificacién
en % de células positivas donde se ha incorporado EdU. Se representa la media + EEM de 16-
19 campos aleatorios diferentes de tres experimentos independientes. B. Imagenes
representativas tomadas a 60X de un experimento de proliferacion. El panel izquierdo se
corresponde con células HT29 WT y el panel derecho con células HT29 TRPC1-KO. En la parte
superior se muestran imagenes de los nudcleos celulares tefiidos con DAPI; en la parte media,
las imagenes de fluorescencia roja que se corresponde con los ndcleos de las células EdU+, y
en la parte baja la superposicion de ambas imagenes. En rosa se marcan los nicleos de las
células recién sintetizadas. La barra blanca de la escala corresponde con 20 uym.

Segun los resultados obtenidos, la eliminacién del poro del canal TRPC1 en las
células HT29 no tiene efectos sobre SOCE ni sobre la proliferacién. Sin embargo, al no
haberse demostrado efectivamente la ausencia de proteina TRPC1 por western blot,

abordamos una estrategia farmacolégica alternativa.
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2.2. Inhibicion farmacolégica del canal TRPC1 en células HT29
y NCM460.

Debido a que los efectos de la eliminacién génica de TRPC1 no fueron claros,
estudiamos la funcién del canal utilizando el inhibidor Pico 145. Se ha descrito que esta
pequefia molécula es capaz de inhibir los canales TRPC1/4/5 de manera especifica,

selectiva y a concentraciones muy bajas, en el rango picomolar (Rubaiy et al., 2017).

Medimos SOCE con tapsigargina en las células HT29 y NCM460 tratadas
previamente durante 30 minutos con el inhibidor Pico145 a una concentracion de 10 nM,
el cual mantuvimos en el medio extracelular durante el experimento. No se observaron
diferencias significativas en SOCE por el tratamiento con Pico 145 10 nM ni en células
HT29 (figura 60A/B), ni en células NCM460 (figura 60C/D).
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Figura 60. Picol145 no tiene efecto sobre SOCE ni en células HT29 ni en células NCM460
cuando se utiliza a 10 nM. Medimos SOCE en células HT29 y NCM460 tratadas durante 30
minutos con Picol45 10 nM. A. Trazos representativos de células individuales de HT29 de un
mismo experimento donde se registra el ratio de la fluorescencia recogida en células HT29
control y células tratadas con Pico145 10 nM. B. Trazo de la media + EEM de un experimento
representativo de 22-25 células HT29. C. Registros representativos de células individuales de
NCM460 de un experimento de SOCE en células NCM460 control y tratadas con Pico 10 nM. D.
Trazo de la media + EEM de un experimento representativo de 15-20 células NCM460. E. Analisis
de la altura de la curva (ARatio) de registros de calcio en células HT29 y NCM460 control o
tratadas con Picol45 10 nM de tres experimentos independientes. F. Area bajo la curva de
registros de calcio en células HT29 y NCM460 control o tratadas con Picol45. En A, B, C, D la
barra negra y la barra azul bajo los trazos se corresponde con el intervalo de tiempo en presencia
de calcio o de inhibidor Picol45, respectivamente, en el medio extracelular. En E y F se
representa la media + IC 95% de al menos 3 experimentos independientes. Se indican con la
misma letra aquellas condiciones donde no existen diferencias significativas (p = 0,05).

Aumentamos diez veces la concentracion del inhibidor y medimos SOCE de la

misma manera en las células HT29 y NCM460 pretratadas con Picol145 100 nM durante
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30 minutos. Como muestra en la figura 61, el uso de Picol45 a 100 nM provocé una

disminucién en SOCE tanto en las células HT29 como en las células NCM460.
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Figura 61. Picol45 100 nM disminuye SOCE tanto en células HT29 como en células
NCM460. Medimos SOCE en células HT29 y NCM460 tratadas durante 30 minutos con Pico145
100 nM. A. Registros representativos de células individuales de un experimento de SOCE en
células HT29 control y células tratadas con Picol145 100 nM. B. Trazo de la media + EEM de un
experimento representativo de 22 células HT29. C. Registros representativos de células
individuales de un experimento de SOCE en células NCM460 control y tratadas con Pico 100
nM. D. Trazo de la media + EEM de un experimento representativo de 17-26 células NCM460.
E. Andlisis de la altura de la curva de registros de calcio en células HT29 y NCM460 control o
tratadas con Pico145 100 nM de tres experimentos independientes. F. Area bajo la curva de
registros de calcio en células HT29 y NCM460 control o tratadas con Picol45 100nM. En A, B,
C, D la barra negra bajo los trazos se corresponde con el intervalo de tiempo en presencia de
calcio en el medio extracelular. La barra azul bajo los trazos se corresponde con el tiempo en
presencia del inhibidor Picol45 durante el experimento. En E y F se representa la media + IC
95% de al menos 3 experimentos independientes. Se indican con la misma letra aquellas
condiciones donde no existen diferencias significativas (p = 0,05).

142



RESULTADOS

Analizando en conjunto las curvas de entrada de Ca?', observamos una
disminucion en el ratio de fluorescencia debida al tratamiento con Pico145 100 nM tanto
en células tumorales HT29 como en células normales NCM460 (figura 61E). Cuando
medimos el &rea bajo la curva (figura 61F), no observamos diferencias entre las células
HT29 control y las tratadas con Picol45, ni entre estas ultimas y las células NCM460
control. Sin embargo, en las células NCM460, el tratamiento con Picol45 100 nM
disminuyé SOCE. Por tanto, la molécula Picol45 a 100 nM, no serviria de estrategia

especifica para utilizar en células tumorales.

Para ver el efecto de Picol45 sobre los canales TRPC, estudiamos mediante
patch-clamp las corrientes TRPC tanto en células nhormales NCM460 como en células
tumorales HT29. Para poder aislar estas corrientes, afiadimos nifedipina y &cido
niflimico en la solucién externa de manera que bloqueamos canales de Ca?*y de Cl' y

medimos la entrada por canales TRPC.

En las células HT29 los resultados fueron muy variables. Aproximadamente la
mitad de las células presentaban una pequefia inhibicion de la corriente TRPC de salida
con el tratamiento con Picol45 200 nM (figura 62A/B), mientras que en el resto no se
veian diferencias significativas o bien se observaba un aumento de la corriente (no
mostrado). En cuanto a las células normales NCM460, no se observaron diferencias
significativas en las corrientes TRPC cuando se exponian al farmaco Picol145 200 nM
(figura 62C/D). Al poner en conjunto todos estos resultados, observamos que las células
HT29 tienen corrientes TRPC mayores que las células NCM460 (figura 62E), tanto en
su componente de entrada como en el de salida. Sin embargo, relativo a la inhibicién de
los canales TRPC1/4/5 con Pico145 200 nM, no se observaron diferencias significativas
en ninguno de los tipos celulares (figura 62E), en parte debido a la enorme variabilidad

observada en las células HT29.
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Figura 62. Corrientes TRPC en células HT29 y NCM460. Medimos las corrientes TRPC en
células HT29 y NCM460 utilizando patch-clamp planar en configuracién whole-cell. Aplicamos
rampas despolarizantes cada 5 segundos de -100 mV a +100 mV en 50 ms en ausencia o
presencia de Pico145 200 nM. A. Trazos IV representativos de corrientes TRPC en células HT29
(izquierda) o células NCM460 (derecha) en ausencia (control, en negro) o presencia de Picol45
200 nM (en azul). B. Cambios en la corriente TRPC a + 80 mV y - 80 mV en ausencia o presencia
de Picol45 200 nM en células HT29. Se observa una pequefa disminucion en la corriente a
+80mV en presencia de Picol45. C. Cambios en la corriente TRPC a + 80 mV 'y - 80 mV al utilizar
Pico145 200 nM en células NCM460. D. Medida de la corriente TRPC (media + EEM) de salida
(+80 mV) o entrada (-80 mV), en células NCM460 (izquierda) o células HT29 (derecha) en
ausencia (ctrl) o presencia de Picol45 200 nM (pico). * p<0,05. En B, C y D la corriente a +80
mV se representa en negro y la corriente a -80 mV se representa en rojo.
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Los intentos de inhibicion del canal TRPC1 no han tenido resultados concluyentes.
Ni la eliminacion del canal mediante CRISPR/Cas9 ni la inhibicion utilizando Picol45 a
bajas concentraciones han tenido efectos claros sobre SOCE en las células HT29
(figuras 58 y 60). Solo cuando aumentamos la concentracion de Picol45 hasta los 100
nM observamos una pequefia disminucién de SOCE en las células HT29 (figura 61). Sin
embargo, esta disminucion se observa también en las células NCM460, descartando la
inhibicion farmacolégica como método especifico de modulacién de la entrada de Ca?*
a través de TRPCL1. En cuanto a otras caracteristicas tumorales como la proliferacion
celular, tampoco observamos diferencias significativas en aquellas células HT29 donde
hemos eliminado el poro del canal TRPC1 (figura 59). Por ultimo, en relacién con las
corrientes TRPC, observamos que las células tumorales presentan una corriente TRPC
mayor que las células normales, pero que en ninguno de los tipos celulares la presencia
de Picol45 a 200 nM tiene efecto (figura 62). Por todo ello, no podemos establecer un
papel claro del canal TRPC1 sobre la entrada de Ca?* operada por depdsitos ni sobre

cambios en el fenotipo tumoral.
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3. Estudio del remodelado de SOCE en cancer de colon relacionado

con la sintesis de poliaminas.

Nuestro grupo ha descrito recientemente que el remodelado de la homeostasis del
Ca?" intracelular asociada a las células tumorales, incluyendo la mayor SOCE vy la
sobreexpresion de canales TRPC1, es revertida en ausencia de poliaminas. Puesto que
los cambios en la expresién y actividad de TRPC1 no parecen explicar los cambios en
SOCE, decidimos estudiar a continuacion los efectos de las poliaminas sobre otros

sistemas de transporte de Ca?*.

3.1. La inhibicibn de la sintesis de poliaminas con DFMO
revierte la expresion de genes relacionados con el transporte

de Ca?* en células HT29.

Se conoce que en muchos casos de cancer colorrectal, la enzima ODC encargada
de la sintesis de poliaminas esta sobreexpresada. Ademas, diferentes promotores
tumorales inducen una mayor expresion y actividad de esta enzima, resultando en un
exceso de sintesis de poliaminas (Bachmann and Geerts, 2018; Gerner et al., 2018).
Resultados previos del laboratorio han descrito que el tratamiento con DFMO, un
inhibidor irreversible de la ODC, puede alterar el remodelado del Ca** intracelular
relacionado con el fenotipo tumoral: DFMO aumenta el tamafio de los depésitos y
disminuye SOCE en células HT29 (Gutiérrez et al., 2019). Estos resultados sugieren
gue las poliaminas contribuyen al remodelado de los canales de Ca?* en CCR y que el
tratamiento con DFMO podria prevenir CCR mediante la reversion del remodelado de
transportadores de Ca?*.

Recientemente se ha llevado a cabo en el laboratorio un andlisis transcriptomico
del remodelado del Ca* en CCR y su reversion mediante la inhibicién de la sintesis de
poliaminas. Con DFMO Ciertos genes relacionados con el transporte de Ca?" se
encuentran diferencialmente expresados entre las células tumorales HT29 y normales
NCM460 y revierten su expresion diferencial en las células tumorales tratadas con
DFMO (Pérez-Riesgo et al., 2023). Se conocia que esto ocurre en algunos de los
mecanismos moleculares relacionadas con SOCE, pero también con otros canales,

bombas y proteinas relacionadas con la homeostasis del Ca** en CCR. Los genes de
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mayor interés para este estudio se resumen en la figura 63 y son TRPC5, TRPV6,
TRPP1, TRPP2, PMCA4 y SPCA2. Los genes de TRPC5, TRPV6, TRPP1 y SPCA2
presentaban una mayor expresion en las células tumorales HT29, mientras que en el
caso de TRPP2 y PMCA4 la expresion era menor en comparacion con las células
normales NCM460 (figura 63A). La deplecion de la sintesis de poliaminas en las células
HT29 con DFMO revirtio la expresién de estos genes en sentido contrario (figura 63B),
sugiriendo el posible papel de las poliaminas en el remodelado de la homeostasis del

Ca?"y el fenotipo tumoral.
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Figura 63. Expresion diferencial de genes relacionados con sistemas de transporte de
Ca?*. Estudio transcriptémico de la expresion diferencial de genes de los canales TRP y los
sistemas de extrusion de Ca?* entre células tumorales HT29 y células normales NCM460 (A) y
entre células tumorales HT29 tratadas y no tratadas con DFMO (B). Las barras representan el
logz del fold change * IC de varios genes relacionados con el transporte de Ca?*. Las barras
grises indican que no hay diferencias significativas. Las barras azules indican que la expresion
es menor en las células tumorales en relacién con las células normales, mientras que las barras
rojas indican una mayor expresion en las células tumorales. Los genes destacados en naranja
significan que la expresion diferencial tumoral (A) es revertida en la direccion opuesta con el
tratamiento de DFMO (B).

Ademas de estos genes que codifican para proteinas de la membrana plasmética
implicadas en el transporte de Ca?*, habia otros genes de interés, pero que no se
muestran en esta tesis, como son los que codifican para las proteinas reguladoras de
SOCE, ORMDL3 y SEPTINA 6, y para las proteinas de transporte mitocondrial MCU o
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VDAC3. Los resultados sugieren que estos sistemas de transporte estan
diferencialmente expresados en las células tumorales y podrian contribuir al fenotipo
tumoral.

Los resultados de transcriptomica fueron confirmados mediante gPCR utilizando
el gen ribosomal RP18S como referencia (figura 64). Salvo en los transcritos
correspondientes al canal TRPC5 y a la proteina reguladora ORMLD3, el resto de los
genes analizados mostraban una expresion diferencial en las células HT29 tumorales
frente a las células normales NCM460 (figura 64A), en la misma direcciéon que mostraba
el analisis transcriptomico con microarrays (figura 63A). Es decir, la expresion de
TRPV6, TRPP1y SPCA2 era mayor en las células tumorales HT29 en comparacién con
las células normales NCM460, mientras que la expresion de VDAC3 y PMCA4 estaba
disminuida en las células tumorales. La deplecién de la sintesis de poliaminas con
DFMO en las células HT29 revertia la expresiéon de estos genes en particular, lo que

concuerda con los resultados del analisis transcriptomico.
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Figura 64. Expresion diferencial de genes implicados en transporte de Ca?" en células
normales y tumorales y reversién por deplecion de poliaminas con DFMO. Se analiz6 la
expresion de diferentes genes relacionados con el transporte de Ca?* mediante qPCR utilizando
el gen ribosomal RPL18S como control endégeno. A. Comparacion de los niveles de expresion
entre células tumorales HT29 y células normales NCM460. Los valores negativos indican una
menor expresion en las células tumorales con respecto a las células normales mientras que los
valores positivos indican una mayor expresion en las células tumorales. B. Expresion diferencial
entre células HT29 tratadas y no tratadas con DFMO. Los valores negativos indican una
disminucién de la expresion en células HT29 tratadas con DFMO, mientras que los valores
positivos indican un aumento de la expresion en las células tumorales tratadas. En ambos casos
las barras representan el log(2-24¢t) + EEM de triplicados de tres muestras diferentes. Para mayor
claridad, se muestran en verde las diferencias estadisticamente significativas. En naranja se
destacan los genes donde la expresion diferencial tumoral (A) es revertida en direccion opuesta
con el tratamiento de DFMO (B). * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.
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Por tanto, la inhibicién de la sintesis de poliaminas que revierte parcialmente el
fenotipo tumoral hacia un fenotipo mas normal aumenté significativamente la expresion
de PMCA4 y VDACS3 en las células tumorales HT29, lo que favoreceria la extrusion de
Ca?* del citosol hacia el exterior celular o las mitocondrias. EI mismo tratamiento
disminuyo la expresion de TRPV6, TRPP1 y SPCA2 en las células tumorales HT29 lo
gue seria consistente con una disminucién de la entrada de Ca?*. Es decir, los cambios
en los niveles de expresion en las células tumorales con respecto a las células normales
pueden estar relacionados con un aumento de los niveles de Ca?" citoplasmatico,
asociado con el fenotipo tumoral. El tratamiento con DFMO, que inhibe la sintesis de
poliaminas, revierte los niveles de expresion hacia un fenotipo menos tumoral con

expresion diferencial de las moléculas que participan en el transporte de Ca?*.

Estudios previos del grupo habian descrito un cambio en el tamafio de los
depositos y en la entrada de Ca?* en células HT29 tratadas con DFMO (Gutiérrez et al.,
2019). A continuacion, estudiamos el efecto de alguna de estas moléculas relacionadas
con el transporte de Ca?* por separado para comprobar si tenian algin efecto sobre la

homeostasis del Ca?* intracelular y la entrada de Ca?*.

3.2. El silenciamiento de TRPV6 aumenta SOCE en las células

tumorales HT29.

Para ver el efecto que podrian tener distintos sistemas de transporte de Ca?* sobre
la homeostasis del Ca?* intracelular y SOCE, estudiamos por separado algunos de ellos.
Para ello, los silenciamos uno por uno y analizamos qué ocurria con los niveles basales
de Ca?, los depdsitos de Ca?" y la entrada de Ca?* via SOCE.

El primer sistema que estudiamos fue TRPV6, un canal de Ca®" altamente
selectivo cuya funcién principal en el epitelio intestinal es la absorcion de Ca?*. TRPV6
también se ha asociado a SOCE gracias a su activacion por el complejo
STIM1/Orail/TRPC1 que provocan la translocacion de TRPV6 a la membrana
plasmatica y aumenta la permeabilidad de Ca?* en las células (Raphaél et al., 2014).
TRPV6 era uno de los genes cuya expresion se revertia con el tratamiento de DFMO en
las células tumorales, por lo que su inhibicién en las células HT29 podria modificar los

niveles de Ca?" y alterar SOCE. Para contrastar esta hipétesis, silenciamos TRPV6 en
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las células HT29 utilizando siRNA. La expresiéon de TRPV6 se redujo un 50- 60% en las
células HT29 (figura 65A).

En las células HT29 donde silenciamos TRPV6 (siTRPV6) medimos el Ca?* basal,
los depositos de Ca?* y la entrada de Ca?* via SOCE y los comparamos con los niveles
obtenidos en células HT29 donde se habia utilizado un siRNA que no interfiere con
ningan gen conocido (siControl). Tratamos las células con &cido ciclopiazénico (CPA),
un inhibidor reversible de la SERCA que provoca el vaciado de los depdésitos y el no

rellenado de los mismos mientras se mantenga.

No se observaron diferencias significativas en los niveles basales de Ca?
citosdlico entre las células HT29 Control y las células HT29 siTRPV6 (figura 65C).
Tampoco se observaron diferencias significativas en cuanto al tamafio de los depdésitos,
determinado por el area bajo la curva registrada después de afiadir CPA en medio libre
de Ca?* (figura 65D). En cuanto a la entrada de Ca?*, medimos SOCE en las células
HT29 Control y HT29 siTRPV6 afiadiendo Ca?" en el medio extracelular en presencia
de CPA. Inesperadamente, se registré un aumento significativo de la entrada de Ca?*
via SOCE en las células HT29 siTRPV6 (figura 65E).
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Figura 65. El silenciamiento de TRPV6 en las células HT29 aumenta SOCE. A. Media + EEM
de la expresién de TRPV6 utilizando el valor de 2-24Ct para comparar los niveles de TRPV6 HT29
siControl y siTRPV6 utilizando B-actina como control endodgeno. B. Registros representativos de
un experimento de Ca?* en células individuales HT29 Control o siTRPV6. La barra negra indica
presencia de Ca?* en el medio extracelular y la barra rosa se corresponde con el intervalo de
tiempo en presencia de CPA. C. Niveles de Ca?* basal obtenidos analizando la mediana durante
el primer minuto de experimento en medio Cal. D. Niveles de Ca?* en los depdsitos midiendo la
altura y el area de la curva registrada tras la adicion de CPA en medio Ca0. E. Niveles de Ca?*
debido a SOCE midiendo la altura y el area de la curva tras afiadir Ca?* al medio extracelular y
en presencia de CPA. Las barras en C, D, E representan la media + IC 95% de 80-87 células de
tres experimentos independientes. * p<0,05; *** p<0,001.
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3.3. EIl silenciamiento de SPCA2 disminuye el tamafio de los

depésitos y aumenta SOCE en las células tumorales HT29.

En segundo lugar, estudiamos la SPCA2, una ATPasa perteneciente a la via
secretora de Ca?*. Se ha descrito que esta proteina esta sobreexpresada en algunos
tipos de cancer y su expresion aumenta la entrada de Ca?* a través de Orail
independientemente de los niveles de Ca?" de los depdsitos y, por lo tanto, de los
sensores del reticulo STIM1 y STIM2 (Feng et al., 2010). Esto promueve la progresion
en el ciclo celular y la supervivencia mediante la activacion de la entrada de Ca?*
independiente de los depoésitos (Makena et al., 2022). Por lo tanto, la inhibicién de
SPCA2 podria cambiar los niveles de Ca?* en las células HT29. Para estudiar esta
hipotesis, silenciamos la expresion de SPCA2 en las células HT29 mediante siRNA
(siSPCA2) y medimos el Ca?* basal, el contenido en los depbsitos y la entrada via SOCE

en las células silenciadas.

El siRNA redujo un 60-80% la expresion de en las células HT29 (figura 66A). En
cuanto a los niveles de Ca?* basal, no se observaron diferencias significativas en las
células HT29 siSPCA2 respecto a las células control (figura 66C). Si se observo una
reduccién significativa en el tamafo de los depésitos de las células HT29 siSPCA2
(figura 66D). Por ultimo, en relacién con SOCE, se registré un aumento significativo de
la entrada de Ca?* por esta via en las células HT29 siSPCA2 (figura 66E).
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Figura 66. El silenciamiento de SPCA2 en las células HT29 disminuye el tamafio de los
depositos y aumenta SOCE. A. Media + EEM de la expresion de SPCA2 utilizando el valor de
2-44Ct gbtenido al comparar los niveles de SPCA2 en las células siControl y siSPCA2 utilizando
B-actina como control endégeno. B. Registros representativos de un experimento de Ca?* en
células HT29 siControl o siSPCA2. La barra negra indica la presencia de Ca?* en el medio
extracelular y la barra rosa se corresponde con el intervalo de tiempo en presencia de CPA. C.
Niveles de Ca?* basal obtenidos durante el primer minuto de experimento en medio Cal. D.
Niveles de Ca?* de los depésitos midiendo la altura y el area de la curva registrada tras la adicién
de CPA al medio extracelular sin Ca?*. E. Niveles de Ca?* tras la activacién SOCE determinados
por la altura y el area de la curva registrada. Las barras en C, D, E representan la media £ IC
95% de 120-133 células de tres experimentos independientes. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001
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3.4. La inhibicién de la sintesis de poliaminas con DFMO en
células SW480 revierte la expresion de genes relacionados con

el transporte de Ca?".

Ciertos genes relacionados con el transporte de Ca?* aparecian sobreexpresados
en células HT29 en comparacion con las células NCM460, y su expresion diferencial se
revertia con el tratamiento con DFMO en las células HT29 (figuras 63 y 64). Para
confirmar esta expresion diferencial de genes y la posible reversion con DFMO en otras
células de CCR, utilizamos la linea celular de adenocarcinoma de colon SW480.
Medimos los niveles de poliaminas basales en las dos lineas tumorales y observamos
que las células SW480 presentaban unos niveles de poliaminas que duplicaban los
registrados en las células HT29, y que estos disminuian drasticamente con el

tratamiento con DFMO en ambos tipos celulares (figura 67).
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Figura 67. DFMO reduce los niveles de poliaminas en células HT29 y SW480. Medimos los
niveles de poliaminas intracelulares utilizando el reactivo PolyamineRED (PolyRED) en células
de adenocarcinoma de colon HT29 y SW480 tratadas y sin tratar con DFMO. A. Imagenes
representativas de fluorescencia tomadas a 40X de células HT29 (izquierda) y SW480 (derecha)
sin tratar (Control) o tratadas con DFMO. Las imagenes superiores indican los nucleos celulares
marcados con DAPI. En el centro, las imagenes en rojo de PolyRED indicativas de los niveles de
poliaminas. En la parte inferior, la superposicion de las imagenes de ambos canales. B.
Cuantificacion de la fluorescencia roja correspondiente a los niveles de polaiminas detectados
con PolyRED. Se representa la media £ IC 95% de la fluorescencia obtenida en imégenes de
diferentes campos de 4 experimentos independientes. *** p<0,001 en células tratados con DFMO
con respecto a su control; ## p<0,001 entre los controles de las dos lineas celulares.

Para ver el efecto del DFMO en las células SW480, medimos el tamafo de los
depésitos y la entrada de Ca?* via SOCE comparando los resultados con las células

normales NCM460 como se muestra en la figura 68.
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Figura 68. Efecto del DFMO sobre los dep6sitos de Ca?* y SOCE en células SW480. A.
Registros representativos de un experimento en células SW480 sin tratar (izquierda), SW480
tratadas con DFMO (centro) y NCM460 control (derecha). Las barras negras indican presencia
de Ca?* en el medio extracelular y la barra rosa indica el intervalo de tiempo en presencia de
CPA. B. Altura de la curva generada al liberar Ca?* de los depésitos con CPA. C. Niveles de Ca?*
en los depdsitos de células SW480 y NCM460 medidos como el area bajo la curva que se genera
después de provocar su vaciado con CPA. D. Altura de la curva que se corresponde con la
entrada de Ca?* al afadirlo al medio extracelular en presencia de CPA. E. Valor del area bajo la
curva correspondiente a SOCE tras afiadir Ca?* al medio en presencia de CPA. En B, C, D, E se
representa la media + IC 95% de 75-89 células de al menos tres experimentos independientes.
La misma letra en las barras indica que no existen diferencias significativas (p = 0,05).
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El contenido de Ca?* de los depdsitos, medido como el area bajo la curva después
de activar el vaciado con CPA, fue cerca de 3 veces menor en las células tumorales
SW480 control en comparacién con las células normales NCM460. Sin embargo, el
tratamiento con DFMO aumenté el contenido en Ca?* de los depdsitos de las células
SW480 hasta valores de células NCM460 (figura 68C). En cuanto a SOCE, en las
células SW480 se registré una entrada de Ca?" por esta via significativamente mayor
gue en las células NCM460. No obstante, el tratamiento con DFMO no tuvo efecto
significativo sobre la SOCE en las células SW480 (figura 68D/E). Es decir, las células
SW480 presentaban un perfil tumoral con depésitos de Ca?* menores y entrada via
SOCE mayor que las células normales NCM460 vy, el tratamiento con DFMO revertia
parcialmente este fenotipo provocando un aumento del contenido en Ca?* en los

depdsitos.

Como el DFMO afectaba a la expresion de genes en células HT29, analizamos la
expresion de algunas de las moléculas relacionadas con el transporte de Ca?*en células
SW480 mediante gPCR. Concretamente, analizamos la expresién de los genes que
codifican para SPCA2, TRPC5, TRPP1 y TRPV6 en células SW480 control y tratadas
con DFMO y los comparamos con la expresion en células NCM460 (figura 69). Estas
cuatro moléculas aparecieron sobreexpresadas en las células SW480 en relacién con
las células NCM460 (figura 68A). Sin embargo, tras el tratamiento de las células SW480
con DFMO, la expresién de SPCA2, TRPP1y TRPV6 se redujo de manera significativa,
mientras que en TRPC5 no se observaron diferencias significativas (figura 69B). El
tratamiento con DFMO equiparé los niveles de expresion de TRPP1 entre las células
SW480 tratadas y las células NCM460 control, mientras que los niveles de TRPC5 y
TRPV6 seguian significativamente aumentados en las células tumorales pese a la
reducciéon de la expresion con el tratamiento con DFMO. En el caso de SPCA2, el
tratamiento con DFMO redujo drasticamente su expresion en las células tumorales,
provocando una infraexpresion de esta molécula en las células SW480 tratadas en

comparacion con las células normales NCM460 (figura 69C).
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Figura 69. La expresién diferencial tumoral de SPCA2, TRPC5, TRPP1y TRPV6 en células
SW480 se revierte parcialmente con el tratamiento con DFMO. Andlisis de la expresién
diferencial mediante gPCR de genes relacionados con el transporte de Ca?* en células SW480
sin tratar o tratadas con DFMO y células NMC460. Se utilizé el gen ribosomal RPL18S como
control endégeno. A. Comparacion en los niveles de expresion entre células tumorales SW480 y
células normales NCM460. Los valores positivos, en verde cuando hay diferencias significativas,
indican una mayor expresion en células tumorales. B. Expresion diferencial de genes de
transporte de Ca?* en células SW480 no tratadas y tratadas con DFMO. Los valores negativos,
en granate cuando las diferencias son significativas, indican una disminucion de la expresién con
el tratamiento con DFMO.C. Expresién diferencial entre células SW480 tratadas con DFMO y
células NCM460. Valores negativos indican mayor expresion en células NCM460; en positivo,
mayor expresion en células SW480 tratadas. Se colorean aquellos donde las diferencias son
significativas: en verde, mayor expresion tumoral; en azul, menor expresién en tumoral. Las
barras representan el log (224t) + EEM de triplicados de tres muestras diferentes. * p<0,05; **
p<0,01; **p<0,001.

Las células SW480, modelo de linea celular de adenocarcinoma de colon,
presentan un fenotipo relacionado con la homeostasis del Ca?* intracelular similar al de
las células HT29: depdsitos con menor contenido de Ca?* y entrada de Ca?* via SOCE
mayor que las células normales NCM460 (figura 68). Estos cambios pueden estar
mediados por la expresién diferencial de genes relacionados con el transporte de Ca?*
(figura 69A).
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En resumen, la linea celular SW480 presenta unos niveles de poliaminas
intracelulares significativamente mayores que las células tumorales HT29 (figura 67),
por lo que el efecto de la depleciébn de poliaminas podria exacerbarse. El DFMO,
inhibidor de la via de sintesis de poliaminas, revierte parcialmente el fenotipo tumoral en
las células SW480 en relacion con la homeostasis de Ca?*, aumentando el contenido en
Ca?" de los depdsitos hasta valores similares a los de las células normales NCM460. Sin
embargo, no altera SOCE, donde el DFMO no tiene efecto sobre las células SW480
(figura 68). La inhibicion de la sintesis de poliaminas también revierte la expresion
diferencial de SPCA2 y TRPP1 en las células SW480, mientras que TRPC5 y TRPV6
se mantienen sobreexpresados en las células SW480 a pesar del tratamiento si los

comparamos con la expresion en células normales NCM460 (figura 69C).

Estos resultados indican que las células SW480, con altos niveles de poliaminas
intracelulares, pueden ser un buen modelo para el estudio de estas moléculas en

relacién con el cancer colorrectal.
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4. Remodelado de los canales de potasio en el cancer colorrectal y

reversion por inhibicion de la sintesis de poliaminas.

En el cancer se producen cambios en la homeostasis de otros iones aparte del
Ca?*. En esta tesis se han estudiado cambios en la homeostasis del Ca?* en el CCR,
pero otro ion importante es el K*. Se ha observado una expresion anormal de canales
de K* en varios tipos de tumores y células tumorales. Estos canales estan implicados
en proliferacion celular, asi como en progresion tumoral y neoplasia (Comes et al.,
2015). Algunos de los canales de K relacionados con el cancer y, mas concretamente
con el CCR, son los canales Kv10.1 y Kv11.1. El canal Ether-a-go-go 1, Kv10.1 o
hEAGL1, codificado por el gen KCNH1 es el primer canal de K* asociado con oncogénesis
y desarrollo tumoral (GOmez-Varela et al., 2007). Relacionado con la familia Ether-a-go-
go, nos encontramos el canal Kv11.1 o hERG1, codificado por el gen KCNH2, el cual se
ha visto sobreexpresado en CCR a nivel de proteina (Lastraioli et al., 2004). Por ello,
estudiamos las posibles diferencias en las corrientes de K* de las células normales y
tumorales con un analisis especifico de aquellas corrientes mediadas por canales
implicados en céancer incluyendo los canales hEAG1 (Kv10.1) y hERG1 (Kv11.1).
Finalmente, estudiamos los posibles efectos de la deplecién de poliaminas y las bases

moleculares de los posibles cambios.

4.1. Las células tumorales HT29 muestran menores corrientes
totales de K* aunque mayor cantidad de corrientes “tumorales”

gue las células normales NCM460.

Para estimar las corrientes totales de K* dependientes de voltaje en células
normales y tumorales utilizamos la técnica de patch-clamp que permite registrar
corrientes de K" a diferentes potenciales. La figura 70A muestra registros
representativos de las corrientes totales de K* y las curvas de densidad de
corriente/voltaje (I-V) obtenidas. Se utiliz6 astemizol para bloquear de forma selectiva
las corrientes hEAG1 y hERGL1. La diferencia entre la corriente total y tras la aplicacion
del astemizol permitié la identificacion de las corrientes debidas a estos dos canales.
Observamos que la corriente total de K* es significativamente mayor en las células

NCM460 que en las células HT29 a potenciales positivos (figuras 70B). Tras bloquear
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los canales hEAG1 y hERG1 con astemizol 5 uM, observamos una disminucién de la
corriente que se corresponde con la mediada por los canales hEAG1 y hERG1 (figura
70A). Aunque las corrientes totales en las células tumorales fueron menores que en las
normales, la contribucion de las corrientes hEAG1 y hERGL1 a la corriente total fue
mucho mayor en las células tumorales. De hecho, las corrientes hEAG1 y hERG1
representan alrededor del 15% de la corriente en las células NCM460 mientras que
alcanza el 40% aproximadamente de la corriente total en las células HT29 (figura
70B/C).
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Figura 70. Corrientes de K* en células NCM460 y HT29. Las corrientes se registraron utilizando
patch-clamp planar en configuracion whole cell aplicando pulsos cuadrados despolarizantes
desde -70 mV a +70 mV. A. Registros representativos de células NCM460 o HT29 donde se mira
la corriente de K* total (control, en negro) o afiadiendo 5 uM de Astemizol (en azul) para bloquear
los canales hEAG1 y hERGL1. B. Media + EEM de los registros |-V de corriente total de K* en 10
células NCM460 (en negro) y 20 células HT29 (en rojo). C. Media + EEM de los registros |-V de
la corriente de potasio mediada por los canales hEAG1 y hERG1 en células NCM460 y HT29. *
p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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4.2. La inhibicibn de la sintesis de poliaminas aumenta las

corrientes de K* en células HT29.

Resultados previos del grupo han demostrado que la inhibicion de la sintesis de
poliaminas con DFMO modifica la homeostasis de Ca?" intracelular en células tumorales
HT29, aumentando los depdsitos y disminuyendo SOCE (Gutiérrez et al., 2019). Se han
obtenido resultados similares en otra linea celular de CCR, las células SW480. Estos
cambios en la homeostasis del Ca?* pueden deberse a modificaciones en la expresion
de genes relacionados con el transporte de Ca?*. Nos preguntamos si la inhibicion de la
sintesis de poliaminas también tendria efecto sobre la homeostasis del K*, en particular
sobre las corrientes de K* incluyendo las corrientes mediadas por los canales hEAG1 y
hERGL1. Para responder a esta pregunta, medimos corrientes de K* en células HT29 sin
tratar y células tratadas con DFMO 5 mM durante 96-120 horas. En ambos casos, las
células HT29 se mantuvieron en cultivo con medio DMEM suplementado con FBS
dializado para evitar la suplementacion con poliaminas exdgenas al cultivo celular.
Observamos que la corriente total de K* era significativamente mayor en las células
HT29 tratadas con DFMO que en aquellas que no estaban tratadas (figura 71B),

revirtiendo el fenotipo tumoral en este sentido.

En segundo lugar, analizamos las corrientes especificas mediadas por los canales
hEAG1 y hERG1. En este caso también se observd un aumento significativo en las
corrientes de las células HT29 tratadas con DFMO (figura 71C). Es decir, la inhibicién
de la sintesis de poliaminas estaria provocando un aumento de las corrientes de K*
incluyendo aquellas mediadas por los canales hEAG1 y hERG1. No obstante, en las
células HT29 no tratadas, que han sido mantenidas con medio con FBS dializado, se
observé una corriente mediada por hEAG1 y hERG1 muy pequefia, practicamente
inexistente (figura 71C, trazado negro). Los resultados indicaron que, en presencia de
suero dializado, la inhibicion de la sintesis de poliaminas con DFMO aumenté la
corriente total de K* y este incremento podria deberse a un aumento de la actividad de
los canales Kv10.1 y Kv11.1. Por tanto, estos resultados sugieren que las poliaminas
modulan las corrientes de K*, particularmente la corriente mediada por los canales
Kv10.1y Kv11.1.
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Figura 71. La inhibicion de la sintesis de poliaminas con DFMO en células HT29 aumenta
las corrientes de K*. Se midieron las corrientes de K* utilizando patch-clamp planar en
configuracién whole cell y aplicando pulsos cuadrados despolarizantes desde -70 mV a + 70 mV.
A. Registros representativos de la corriente de K* en células HT29 tratadas con DFMO 5 mM y
células HT29 sin tratar (control). Se registraron las corrientes de K* totales (en negro) y las
corrientes aplicando astemizol 5 uM (en azul) para bloquear hEAG1 y hERG1. B. Media + EEM
de los registros |-V normalizados segln el tamafio de la célula de la corriente total de K* en
células HT29 sin tratar (control) o tratadas con DFMO 5 mM durante 4-5 dias. C. Media + EEM
de los registros I-V normalizados segun el tamafio de la célula de la corriente de los canales
hEAG1 y hERG1 en células HT29 sin tratar (control) o tratadas con DFMO 5 mM durante 4-5
dias. En B y C se representan en rojo las células HT29 control sin tratar y en verde las células
HT29 tratadas con DFMO 5 mM. * p<0,05; ** p<0,01.

Si comparamos estos resultados con los obtenidos previamente en las células
normales NCM460, observamos que el tratamiento con DFMO en las células HT29
aumento la corriente total por canales de K* hasta niveles similares a los obtenidos en
las células NCM460 control (figura 72).
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Figura72. Lainhibicion de la sintesis de poliaminas con DFMO igualalas corrientes totales
de K* de las células HT29 y NCM460. Media + EEM de los registros I-V normalizados segun el
tamafio de la célula de la corriente total de K* en células tumorales HT29 control (en rojo), HT29
tratadas con DFMO 5 mM (en verde) y células normales NCM460 (en negro). * p<0,05 en
comparacion con células HT29 control.

Por lo tanto, podemos concluir que las células tumorales HT29 presentan una
menor cantidad de corriente total de K* dependiente de voltaje que las normales
NCM460, aunque el componente mediado por canales Kv10.1 y Kvl1.1 en las células
HT29 es mayor. Ademas, la inhibicion de la sintesis de poliaminas revierte esta
caracteristica tumoral, aumentando las corrientes totales de K*, en especial aquellas
gue estan mediadas por los canales Kv10.1 y Kv11.1. En sentido inverso, se podria
decir que las poliaminas, presentes en exceso en el entorno tumoral, favorecen la
pérdida de corriente de K* total y este efecto viene mediado por la modulacion de la

actividad de los canales Kv10.1 y Kv11.1, mayoritarios en estas células.

4.3. Expresion diferencial de canales de K* en las células
tumorales HT29 en comparacion con las células normales
NCM460.

Para investigar la expresion diferencial de los canales de K* en el CCR se llevé a

cabo un estudio transcriptémico comparando las células normales NCM460 y las células
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tumorales HT29. Se estudiaron cerca de 100 genes que codifican para diferentes
canales de K".

Los datos obtenidos del andlisis transcriptdmico indicaron que una menor
expresion de gran parte de los canales de K* en las células HT29 en comparacion con
las células NCM460. Especificamente, una quinta parte de los genes estudiados
mostraban una expresion significativamente menor en las células tumorales respecto a
las normales, aunque dos genes, KCNQ4 y KCNK17, se expresaban mas
abundantemente en las células tumorales (figura 73). Estos resultados podrian explicar
la mayor corriente total de K* que se observaba en las células NCM460.

Algunos de los canales diferencialmente expresados pertenecen a la familia de
los canales EAG. Concretamente, el canal Kvl1l.1 o hERG1, codificado por el gen
KCNH2, se encontr6 infraexpresado en las células HT29 (figura 73). En este estudio no
contabamos con los datos suficientes como para saber qué estaba ocurriendo con la
expresion del gen KCNH1, que codifica para Kv10.1. El resultado de la expresion de
Kv11.1 no concuerda con la mayor cantidad de corriente mediada por Kv10.1y Kv11.1
observada en las células tumorales HT29 en comparacion con las células normales
NCM460 (figura 70). Sin embargo, el estudio transcriptémico nos da unos resultados de
niveles de expresion de ARN que pueden no corresponder con los niveles de expresion

de proteina.
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Figura 73. Expresion diferencial de canales de K* entre células HT29 y células NCM460.
Las barras representan logz> del fold change (FC) £ IC 95% de los resultados del andlisis
transcriptomico utilizando microarrays. Las barras grises indican que no hay diferencias entre
ambas condiciones. Las barras azules hacia la izquierda indican que la expresion es
significativamente menor en las células tumorales, mientras que las barras rojas hacia la derecha
indican que los genes estan sobreexpresados significativamente en células tumorales. Para
mayor claridad, se indica en azul la familia de canales de K* a las que pertenece el conjunto de
genes. En letra verde se indican los canales Kv10.1 y Kv11.1. Se resaltan en naranja los nombre
de los canales codificados por genes que muestran una expresion diferencial significativamente
diferente (* p<0,05) o cercana a la significancia (- p< 0.1).
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A continuacién, estudiamos los efectos de la inhibicion de la sintesis de poliaminas
con DFMO sobre la expresion de canales de K* en células tumorales HT29. Los
resultados, mostrados en la figura 74, indicaron que la expresion de 6 genes estaba
modulada por DFMO: el tratamiento aumento la expresion de KCNV2, KCNJ3, KCNK1,
y KCNES3, mientras que la expresion de KCNN4 y KCNK6 disminuy® tras el tratamiento.
Sin embargo, Unicamente 2 de ellos revertian su expresion en las células HT29 tratadas
con DFMO en comparacion con la expresion diferencial observada frente a NCM460.
Estos genes fueron KCNJ3 y KCNK1 que corresponden, respectivamente, con el canal
Kir3.1 (o GIRK1) y el canal K2P1.1. Ambos aparecian infraexpresados en las células
HT29 en comparacion con las células NCM460 (figura 73) y el tratamiento con DFMO

en las células tumorales aumentd su expresion de manera significativa (figura 74).

No se observaron diferencias significativas en la expresiéon de ninguno de los
genes que codifican para canales de la familia EAG tras el tratamiento con DFMO de

las células HT29.

Por otra parte, es resefiable el aumento significativo de la expresion de KCNE3,
gue codifica para una subunidad reguladora de canales de K* (0 MiRP2), y de KCNV2,
gue codifica para el canal Kv8.2, tras el tratamiento de las células tumorales HT29 con
DFMO.
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Figura 74. Expresion diferencial de genes codificantes para canales de K* en células HT29
tratadas con DFMO. Andlisis transcriptémico utilizando microarrays. Las barras azules hacia la
izquierda indican que hay una menor expresion en las células HT29 tratadas con DFMO, mientras
gue las barras rojas hacia la derecha indican una mayor expresion en las células después del
tratamiento con DFMO. Se resaltan en naranja los nombre de los canales codificados por genes
gue muestran una expresion diferencial significativamente diferente (* p<0,05) o cercana a la

significancia (- p< 0.1).
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En conjunto, los resultados mostraron la existencia de un remodelado en la
homeostasis del K* en el CCR, tanto a nivel electrofisiologico como con el andlisis
transcriptomico. La inhibicion de la sintesis de poliaminas con DFMO aumenta las
corrientes totales de K* en las células tumorales HT29 hasta alcanzar los niveles de las
células NCM460, pese a la modulacién de Unicamente de 4 genes, KCNV2, KCNJ3,
KCNK1 y KCNES3, tras el tratamiento con DFMO. La cuestién es si estos cambios
podrian explicar el aumento de las corrientes Kv10.1y Kv11.1 observados en las células

HT29 tras la deplecién de poliaminas.

Por otra parte, no hay coincidencia entre los estudios transcriptomicos y la
electrofisiologia. En los canales de K*, y mas concretamente en Kv10.1 y Kv11.1,
podrian estar teniendo lugar diferentes procesos de regulacién que alteren la actividad
de los canales. De ahi las diferencias observadas a nivel electrofisiolégico, pero no en
transcriptomica. Seria interesante utilizar otras estrategias en el futuro para tratar de
identificar los mecanismos de modulacién de la homeostasis del K* en CCR por las

poliaminas.
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La homeostasis ibnica es muy importante para las funciones de la célula y su
alteracion puede contribuir al desarrollo de enfermedades como el cancer. El proceso
tumoral promueve estas alteraciones que proporcionan ventajas para la supervivencia
celular incluyendo una mayor capacidad de proliferar y migrar, incluso en ausencia de
oxigeno o la resistencia a la muerte celular. Estas caracteristica de las células tumorales
son conocidas como los hallmarks del cancer. Dos de los iones méas importantes para
las funciones celulares son el Ca?* y el K*. Se han visto cambios en la homeostasis de
ambos cationes en diferentes tipos de tumores. Resultados previos del grupo han
descrito cambios en la homeostasis intracelular de Ca?* y, mas concretamente, en la
entrada de Ca?" via SOCE, relacionados con cambios en la expresion de moléculas
directamente relacionadas con SOCE y otras moléculas como el canal TRPC1
(Sobradillo et al., 2014). Esta mayor entrada de Ca?* en las células tumorales también
estd modulada por la mitocondria tumoral, la cual es capaz de captar Ca?* a su interior
de manera que previene la inactivacion dependiente de Ca?* de los canales implicados
en SOCE (Hernandez-Morales et al., 2017). EI DFMO, un inhibidor de la enzima ODC,
el paso limitante en la biosintesis de poliaminas, parece revertir el remodelado de SOCE
que se produce en el CCR y reducir caracteristicas del cancer como la mayor
proliferacién celular o la resistencia a la apoptosis (Gutiérrez et al., 2019). Por todo ello,
en este trabajo se han abordado nuevas estrategias para el estudio y la reversion del
fenotipo tumoral en las células de CCR, asi como se ha profundizado en alguna de las
ya existentes, como la deplecién de poliaminas, para determinar los cambios que

producen de manera mas concreta en el remodelado i6nico, tanto del Ca?* como del K*.

1. La transferencia de mitocondrias de células normales a células tumorales

revierte parcialmente el fenotipo tumoral.

Las células tumorales tienen una entrada de Ca?* via SOCE mayor que las células
normales. No solo eso, sino que los canales CRAC se mantienen abiertos durante mas
tiempo. Resultados previos del grupo pusieron el foco de estos cambios en la
mitocondria tumoral. La mitocondria de las células tumorales es capaz de captar mas
Ca?" que la de las células normales. La retirada de Ca?" del citoplasma por las
mitocondrias ralentiza la inactivacion de los canales CRAC dependiente de Ca?, lo que
promueve una entrada via SOCE mayor y prolongada en el tiempo en las células

tumorales (Hernandez-Morales et al., 2017). Este remodelado en el Ca?* se debe, por
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una parte, al efecto Warburg y al mayor potencial mitocondrial que presentan las células
tumorales que tiene una enorme influencia sobre la captaciéon mitocondrial de Ca?*
(Valero et al., 2008). Por otra parte, también se debe a la expresion diferencial de
numerosas proteinas que participan en la captacion de Ca?* mitocondrial incluyendo los
canales VDAC de la MME, el uniportador de Ca?* mitocondrial y todas las moléculas
moduladoras de este complejo, asi como los sistemas de extrusion de Ca?* de la
mitocondria. Para determinar la contribucién de la mitocondria tumoral en la entrada de
Ca?* via SOCE, se disefi6 una estrategia novedosa: transferir mitocondrias de células
normales NCM460 a células tumorales HT29. Se sabe que, de manera natural, las
mitocondrias viajan entre células mediante lo que se conoce como transformacion
mitocondrial (Kesner et al., 2016). De manera artificial, se ha descrito una técnica
llamada MitoCeption 0 mitocepcion que permite introducir mitocondrias aisladas de
células donantes a células receptoras a partir de un choque térmico (Caicedo et al.,
2015).

En este proyecto de tesis, se ha desarrollado una estrategia sencilla que permite
aislar mitocondrias de células NCM460 previamente marcadas con una sonda
fluorescente y transferirlas a células receptoras HT29. A estas células HT29 que
contienen mitocondrias de células NCM460 las hemos denominado HT29 normo-
mitoceptadas. Los resultados muestran que la mitocepcién es técnicamente posible a
través de la simple co-incubacién de mitocondrias aisladas y células receptoras, y que
la transferencia aumenta con la densidad de mitocondrias donantes utilizadas. La
eficiencia mejora notablemente si se introduce un paso de centrifugacion conjunta de
mitocondrias aisladas y células receptoras en el protocolo. Sin embargo, este paso

aumenta el dafo celular.

Ase observd una reduccién significativa de SOCE en las células HT29 normo-
mitoceptadas en comparaciéon con las células HT29 usadas como control. Esta
reducciéon se puede observar a las pocas horas de la transferencia mitocondrial y las
diferencias se van haciendo mayores durante los primeros dias. Sin embargo, a la
semana de la mitocepcién ya no se observan cambios significativos entre la entrada via
SOCE entre las células HT29 normo-mitoceptadas y aquellas usadas como control.
Teniendo en cuenta que las células HT29 se duplican aproximadamente cada 24 horas,
es posible que a los 7 dias la abundancia relativa de células HT29 normo-mitoceptadas
se haya reducido notablemente por lo que la SOCE registrada corresponderia a la de

las células HT29 sin mitoceptar. Al dividirse las células, también se dividen las
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mitocondrias, distribuyendo su masa entre las células hijas. No conocemos la vida media
mitocondrial en los modelos celulares empleados, pero hay estudios que han reportado
una enorme variabilidad dependiendo del tejido donde se encuentren, oscilando entre
los 3,4 dias en células de higado y los 35,7 dias en cerebro (Stauch et al., 2023).
Ademas, las mitocondrias son organulos muy dindmicos que se pueden fusionar y dividir
en respuesta a la demanda celular y al entorno (Archer, 2013). Es decir, durante esos
siete dias, las mitocondrias introducidas de las células NCM460 se han podido fusionar
con las mitocondrias propias de las células HT29 y dividirse repartiéndose entre las
nuevas células sintetizadas, de manera que, al cabo de una semana, no quedarian

mitocondrias procedentes de las células NCM460.

Para ver si los efectos en la reduccion de SOCE se debian al origen de las
mitocondrias transferidas o si eran mas bien un efecto del aumento de la masa
mitocondrial tras el proceso de mitocepcién, repetimos el proceso de aislamiento y
transferencia mitocondrial, pero esta vez utilizando como donadoras las propias células
tumorales. Es decir, se aislaron mitocondrias de células tumorales HT29 y se
transfirieron a las células tumorales, generando las células HT29 tumo-mitoceptadas.
Se observé un aumento significativo de la SOCE en estas células con respecto a las
células HT29 utilizadas como control. Es decir, la transferencia de mitocondrias
tumorales a las células HT29 aumenta la entrada de Ca?* via SOCE. Por lo tanto, los
cambios observados en SOCE se deben a las mitocondrias transferidas y no al proceso

de mitocepcion.

El hecho de que haya un mayor nimero de mitocondrias tumorales en las células
tumorales HT29 podria explicar la mayor captacién de Ca?* mitocondrial en estas células
descrita por nuestro grupo (Sobradillo et al., 2014) y, por ende, una mayor retirada de
Ca?* del citosol y de las regiones cercanas a los canales de SOCE, previniendo asi la
inactivacion de estos canales y resultando en una mayor entrada de Ca?*. Sin embargo,
los resultados indican que mas que la cantidad de mitocondrias, el parametro relevante
es la naturaleza de las mitocondrias, ya que si el exceso mitocondrial deriva de células
normales entonces SOCE decrece, posiblemente porque estas mitocondrias no
capturan Ca?* con la misma avidez que las mitocondrias tumorales. Ademas, cuando
las mitocondrias aisladas de las células tumorales fueron introducidas en las células
normales NCM460 — NCM460 tumo-mitoceptadas—, no se observaron cambios en la
entrada de Ca?* via SOCE. Estos resultados indican la importancia tanto del origen

mitocondrial como del fenotipo de las células receptoras. Sin embargo, son necesarios
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mas estudios para poder concluir de qué manera afectan las mitocondrias tumorales a

las propias células tumorales HT29 y normales NCM460.

Resultados previos del grupo han descrito que las células tumorales HT29
presentan un potencial mitocondrial AWm mas negativo que las células normales
NCM460. Debido a ello, las mitocondrias de las células HT29 captan mas Ca?* del
citosol y pueden prevenir la inactivaciéon de los canales SOCs dependiente de Ca?*, lo
que da lugar a una entrada via SOCE mayor y mantenida (Hernandez-Morales et al.,
2017). Por ello, nos preguntamos si las diferencias en SOCE entre las células NCM460
y HT29 control, normo y tumo - mitoceptadas, se debian a diferencias en el AYm de las
células mitoceptadas. Tras medir el A¥Ym utilizando la sonda TMRM, observamos que
aguellas células tumorales donde SOCE era menor (HT29 normo-mitoceptadas),
presentaban un AYm mas positivo que las células HT29 control, mientras que el AWYm
era mas negativo en las células HT29 tumo-mitoceptadas. Las células NCM460 por su
parte, presentaban un AWYm mas positivo que las células HT29, independientemente de
si habia recibido mitocondrias tumorales o no. Por tanto, estos resultados sugieren que
la mitocepcion con mitocondrias normales, vuelve més positivo el potencial mitocondrial
promedio de las células tumorales, mientras que la mitocepcién con mas mitocondrias
tumorales, hiperpolariza el potencial de membrana mitocondrial de las células
tumorales, o al menos, el volumen subcelular polarizado capaz de capturar Ca* de
modo eficaz. Sin embargo, las mitocondrias tumorales no son capaces de polarizar las
células normales. Los efectos sobre el potencial podrian explicar los efectos de la
mitocepcién sobre SOCE. Una disminucion en la fluorescencia del TMRM se asocia a
una disminuciéon en SOCE. Sin embargo, es necesario un estudio mas profundo para
determinar el efecto de la transferencia de mitocondrias sobre la entrada de Ca?* por
esta via, como la medida de las corrientes Icrac € Isoc, Y Su inactivacion, en las células

mitoceptadas.

Se conoce que la mayoria de las células tumorales epiteliales presentan un
potencial mitocondrial alto en comparacion con las células normales (Summerhayes et
al., 1982). El origen de esta diferencia en el AYm adn no es claro. Una posibilidad es
que las células tumorales acumulan mutaciones, tanto en el genoma mitocondrial como
en el nuclear, que resultan en el aumento de AYm (Begum and Shen, 2023). La actividad
de ciertos oncogenes como Myc, AKT o BRAF, asi como la reduccién de supresores
tumorales como p53, pueden afectar a diferentes vias metabdlicas, incluidas las que

afectan al metabolismo mitocondrial (Levine and Puzio-Kuter, 2010). Es posible que la
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alteracion del AWm en las células tumorales sea resultado de mutaciones especificas
del cancer, aunque también se pueda deber a mecanismos de sefializacion que tienen
lugar dentro del microentorno tumoral (Begum and Shen, 2023). Es decir, las propias
mitocondrias presentan diferencias segun su origen que pueden modular la entrada de
Ca?* via SOCE (HT29 normo-mitoceptadas vs HT29 tumo-mitoceptadas), pero también
es importante el entorno celular donde se encuentren (HT29 tumo-mitoceptadas vs
NCM460 tumo-mitoceptadas). Todo ello puede producir cambios en el potencial
mitocondrial y, por lo tanto, en SOCE. Estos cambios en SOCE podrian estar asociados
a cambios en el fenotipo tumoral como la proliferacion celular, la migracion y capacidad
de invasion o la resistencia a apoptosis, caracteristicas que podrian esta alteradas en
las células mitoceptadas.

s e
<’ o
<’ e

mitocondrias aisladas mitocondrias aisladas
de células NCM460 de células HT29
normo-mitoceptadas :-, tumo-mitoceptadas tumo-mitoceptadas
| SOCE : 1 SOCE # SOCE
1 A¥Ym T AWYm #A¥Ym
@
' "
LAY
Células HT29 Células NCM460

Figura 75. Resumen del efecto de la transferencia mitocondrial sobre SOCE en células
HT29 y NCM460. La transferencia de mitocondrias aisladas sobre células HT29 tiene efectos
diferentes segln la procedencia de las mitocondrias: si las mitocondrias proceden de células
NCM460, tanto SOCE como el potencial mitocondrial se reducen. Sin embargo, si las
mitocondrias proceden de células HT29, se observa un aumento del potencial mitocondrial y de
SOCE en las células tumo-mitoceptadas. El efecto de la transferencia de mitocondrias tumorales
también depende de la célula receptora ya que, en células NCM460 tumo-mitoceptadas, no se
observan diferencias ni en SOCE ni en el potencial mitocondrial con respecto a las células
NCM460 utilizadas como control.
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Durante los estudios de aislamiento y transferencia mitocondrial observamos que
la masa de mitocondrias en las células tumorales era tres veces mayor que la masa en
células normales. No obstante, no podemos determinar qué porcentaje de estas
mitocondrias es funcional. Los procesos de biogénesis mitocondrial pueden estar
influenciados por la actividad de ciertos oncogenes y supresores tumorales (Boland et
al., 2013). El oncogén c-Myc puede estimular la biogénesis mitocondrial a través de la
induccién de PGC-1 (Li et al., 2005), mientras que el supresor tumoral p53 reprime la
transcripcion de PGC-1a (Sahin et al., 2011). Tanto PGC-1a como PGC-1 actuan como
co-activadores de PPAR-y, un cofactor de transcripcion nuclear que promueve la
biogénesis mitocondrial (Scarpulla et al., 2012). Por lo tanto, es logico pensar que, en
células tumorales, donde hay una activacién de oncogenes e inactivacion de represores
tumorales, se induzca la biogénesis mitocondrial, dando lugar a una mayor masa

mitocondrial.

Por otra parte, debido a su actividad metabdlica, las mitocondrias producen ROS
que pueden modular SOCE mediante la inactivacion de los canales Orai (Ben-Kasus
Nissim et al., 2017). En las células tumorales HT29, hay una mayor expresion de NCLX
gue evita la sobrecarga de Ca?* en la mitocondria, por lo que la produccién de ROS
seria menor y no se inactivarian los canales Orai por este mecanismo, promoviendo
SOCE en las células tumorales (Villalobos et al., 2018). La produccion de ROS en las
células mitoceptadas no ha sido estudiada, pero seria otro punto importante a tener en
cuenta, asi como la actividad metabdlica en estas células. Ambos procesos podrian
estar alterados en las células mitoceptadas y tener efecto sobre alguno de los hallmarks

que caracterizan los procesos tumorales.

En cualquier caso, los resultados muestran que la transferencia de mitocondrias
de unas células a otras (mitocepcion), un proceso que puede ocurrir en condiciones
fisiol6gicas puede revertir parcialmente el fenotipo tumoral, al menos de forma temporal.
Se necesitan mas estudios para poder determinar los efectos de las mitocondrias sobre
las células receptoras y la duracion de los mismo. No obstante, estos resultados abren
un gran interrogante acerca de una posible terapia mitocondrial. La reversion parcial del
fenotipo tumoral podria aumentar la eficacia de algun tratamiento farmacolégico. De ser

asi, estariamos hablando de una nueva terapia mitocondrial frente al cancer.
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2. Papel de TRPC1 en la modulacién de la entrada capacitativa de Ca?" en las

células tumorales HT29

Aparte de las mitocondrias, nuestro grupo ha propuesto al canal TRPC1 como
actor fundamental en el aumento de SOCE en células de CCR debido,
fundamentalmente, a su expresion aumentada en las células tumorales, la ausencia de
corrientes en las células normales y la pérdida de las corrientes en células tratadas con
DFMO (Hernandez-Morales et al., 2017). Ademas, el posible papel de la entrada de Na*
en la extrusion de Ca?" mitocondrial sugeria que TRPC1 podria prevenir la inactivacion
de los canales Orail en las células tumorales. Por ello, uno de los objetivos de esta tesis

fue tratar de eliminar TRPC1 en las células tumorales y estudiar su efecto sobre SOCE.

Los primeros estudios situaban a TRPC1 como canal SOC responsable de la
entrada de Ca?* activada por el vaciado de depdsitos (Wes et al., 1995). Mas adelante
se demostré que TRPC1 no era el responsable principal de SOCE, sino que lo era Orail
(Feske et al., 2006). Sin embargo, en ciertos tipos celulares TRPC1 contribuye a la
entrada de Ca?* via SOCE en combinacién con STIM1 y Orail (Cheng et al., 2011).
Resultados previos del grupo correlacionan el aumento de SOCE en las células de
adenocarcinoma de colon HT29 con el aumento en la expresion de TRPC1 (Sobradillo
et al., 2014). En las células de colon normales NCM460, SOCE se compone de una
corriente lcrac Mmediada por Orail, mientras que en las células tumorales HT29, la
entrada de Ca?" via SOCE es una combinaciéon de corriente Icrac Y Una corriente no
selectiva lsoc, mediada por Orail y el canal TRPC1 (Sobradillo et al., 2014). El papel
concreto de la contribucion de TRPC1 al aumento de SOCE en las células de CCR aun
no es claro, pero la modulacion de este canal podria revertir el remodelado de la
homeostasis del Ca?* en CCR y otros tipos de cancer (Villalobos et al., 2019). Por ello,
es posible que el canal TRPC1 tenga un papel relevante en la entrada de Ca?*via SOCE
en las células tumorales especificamente, lo que le convertiria en una posible diana

antitumoral.

Para ver la contribucion de TRPC1 en SOCE eliminamos el canal mediante edicién
génica utilizando el sistema CRISPR/Cas9. Este fue un trabajo bastante laborioso en el
gue comenzamos con la delecién de los exones 8 y 9 del canal (no se muestran los
resultados en la tesis) basandonos en estudios donde se habia generado un raton
TRPC1 KO (Dietrich et al., 2007). Sin embargo, esta estrategia no dio resultados, por lo

gue se decidio atacar una regién mayor del genoma de TRPC1 que incluyese el poro
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del canal. Para ello, editamos los ultimos exones del canal TRPCL1 (exones del 10 al 13)
donde estaba localizado el poro del canal, intercambiando este fragmento de la
secuencia gendmica por un casete de resistencia a blasticidina que nos permitiese
seleccionar las células editadas. Este fragmento fue eliminado, aunque el resto del canal
seguia presente y obteniamos una proteina del mismo tamafio que la proteina WT. Seria
necesario comprobar mediante patch-clamp si el canal editado es o no conductor de la
corriente TRPC. La eliminacién del poro de TRPC1 no tuvo efectos sobre la entrada de
Ca?* via SOCE ni sobre la proliferacion celular, lo que indica que el aumento de la
entrada de Ca?' via SOCE que se observa en las células HT29 no se produce
directamente a través del canal TRPCL1.

Los estudios previos han atribuido al canal TRPCL1 la corriente no selectiva de
Ca?" Isoc. Sin embargo, no se han descrito corrientes mediadas Unicamente por este
canal, sin interaccion con otros, por lo que el mecanismo exacto por el que TRPC1
contribuye a la entrada de Ca?" no es claro (Ambudkar et al., 2017). Se han propuesto
modelos donde TRPC1 por si solo no es suficiente para formar un canal, sino que forma
heterébmeros con otros miembros de la familia TRPC como TRPC4 o TRPC5 en
combinaciones TRPC1-TRPC4, TRPC1-TRPC5 o TRPC1-TRPC4-TRPC5. Se ha
propuesto que estos heterémeros si pueden mediar la entrada de Ca?* (Elzamzamy et
al., 2020). Notese que todas estas combinaciones presentan TRPC1 por lo que la
eliminacion de la actividad de TRPC1 deberia, en principio, eliminar la actividad de estos
canales. Sin embargo, cabria la posibilidad de que, incluso eliminando el poro de
TRPC1, los heterémeros presenten actividad de canal. Por lo tanto, se hacen necesarios

estudios futuros de electrofisiologia para determinar la funcién y actividad del canal.

Estudiamos la entrada de Ca?*via SOCE en células NCM460 y HT29 tratadas con
Picol145, un inhibidor especifico de los canales TRPC1/4/5 que actla a concentraciones
muy bajas (Rubaly et al., 2017). No observamos efecto alguno sobre SOCE con Pico145
10 nM, aungque a concentraciones 10 veces superiores (100 nM) SOCE disminuye

significativamente tanto en células tumorales HT29 como en células normales NCM460.

Los estudios de las corrientes mediadas por canales TRPC llevaron a resultados
similares. Tal como se habia descrito previamente, las corrientes eran mayores en
células tumorales HT29 que en las células normales NCM460. Ademas, solo a
concentraciones notablemente altas de Picol45 (200 nM) se observo una inhibicion

parcial de las corrientes. Este efecto era bastante variable y solo se observo en una
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fraccion de células. Por lo tanto, o bien Picol45 no es especifico, o los canales de las
células HT29 no son sensibles al inhibidor. Para comprobarlo, se podrian realizar, por
ejemplo, experimentos de expresion del canal TRPC1 en células HEK para comprobar
la especificidad del compuesto Picol45. Los resultados del estudio de TRPC1, tanto con
la edicion génica del canal, como con la inhibicion farmacolégica, no muestran un papel
claro de esta proteina en la entrada de Ca?* activada por el vaciado de los depdsitos,
por lo que seran necesarios mas estudios para poder determinar el papel exacto de

TRPC1 en SOCE y la homeostasis del Ca?* de las células tumorales.

Diferentes estudios con TRPC1 apoyan la teoria de que no forma un canal por si
mismo, sino que modula otros canales de la familia TRPC, ya que no se observaron
diferencias en las corrientes de células transfectadas con TRPCL1 y otras transfectadas
con un vector vacio, en la entrada de Ca?* en células procedentes del raton TRPC1-KO
(Kim et al., 2019). De hecho, también existen estudios que indican que la expresién de
TRPCL1 y la formacion de heterbmeros con otros canales de la familia TRPC puede
reducir la permeabilidad de Ca?" en estos canales (Storch et al., 2012), y que su
regulacion puede estar controlada por la activacion de la PLC de la membrana a través
de diferentes subunidades de los GPCR (Myeong et al., 2018). Ademas, persisten
muchas dudas acerca de la especificidad y calidad de los anticuerpos utilizados para la
deteccion de TRPC1 (Dietrich et al., 2014) y la falta de herramientas especificas para el
estudio esta proteina (Kim et al., 2019). Por lo tanto, el papel de TRPC1 tanto en
homeostasis del Ca?* no queda muy claro y no se sabe muy bien si TRPC1 forma parte

del canal o bien actlla como subunidad reguladora de otros canales.

3. Papel de otros sistemas de transporte en el remodelado de la homeostasis del

Ca?"intracelular en células tumorales HT29 inducido por poliaminas

Esta claro que en el CCR existe un remodelado de la homeostasis del Ca?* y mas
concretamente de la entrada operada por depdsitos. Estudios previos del grupo
reportaron que el DFMO, un inhibidor de la ODC, la enzima limitante de la via de
biosintesis de poliaminas, revierte el remodelado de los canales SOC y SOCE en células
de CCR (Gutiérrez et al., 2019). Concretamente, DFMO aumenta el contenido en Ca?*
de los depdsitos y disminuye SOCE en células HT29, ademas de suprimir la corriente
Isoc mediada por TRPC1. A nivel molecular, DFMO reduce la expresion de TRPC1 y

STIM1 en células HT29 (Gutiérrez et al., 2019). Estos resultados sugieren que las
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poliaminas tienen un papel importante en el remodelado del Ca?* en CCR y que su
deplecién podria revertirlo. Por ello, se investigd mas a fondo el papel de las poliaminas
en CCR en relacion con el Ca?*. Se llevé a cabo un estudio transcriptémico para ver qué
ocurria con la expresion de diferentes moléculas relacionadas con el transporte de Ca?".
Observamos que, entre otros, cuatro miembros de la superfamilia de canales TRP y dos
bombas encargadas de retirar Ca?* del citoplasma se encontraban diferencialmente
expresados en las células tumorales y que la deplecién de poliaminas con DFMO
revertia la expresion diferencial. Por tanto, este analisis transcriptémico revel6 una serie
de moléculas relacionadas con el transporte candidatas a contribuir al remodelado de la
homeostasis del Ca?* en cancer de un modo dependiente de poliaminas. Estos genes
candidatos se corresponden con las proteinas TRPC5, TRPV6, TRPP1, TRPP2,
PMCA4 y SPCA2. También se observo una expresion diferencial tumoral que se revierte
con DFMO en las proteinas reguladoras ORMDL3 y SEPTINA6, moduladoras de los
canales Orai, asi como las proteinas mitocondriales VDAC3 y MCU, principales

responsables de la captacion de Ca?* mitocondrial.

Para confirmar los datos anteriores procedentes del analisis transcriptomico, se
llevé a cabo un estudio basado en gPCR vy silenciamiento génico. Los datos indicaron
una expresion diferencial de los genes que codifican para VDAC3, TRPV6, TRPP1,
SPCA2 y PMCA4 en células HT29 en comparacion con células NCM460, y esta
expresion diferencial se revertia con el tratamiento con DFMO de las células tumorales.
Se estudiaron por separado alguno de ellos para ver su contribuciéon en la homeostasis

del Ca?*intracelular. Concretamente, se estudiaron TRPV6 y SPCA2.

TRPV6 tiene una alta selectividad por el Ca?* en comparacion con el resto de los
canales de su misma subfamilia. TRPV6 se expresa predominantemente en el tracto
gastrointestinal donde se encarga de introducir Ca?* a la célula (Stewart, 2020). Se ha
descrito una sobreexpresion de TRPV6 en los primeros estadios del CCR y su inhibicion
parece reducir la proliferacién en células de carcinoma de colon (Peleg et al., 2010). Se
estudioé el papel de TRPV6 en el CCR mediante el silenciamiento en células HT29
utilizando siRNA. La disminucion de la expresién de TRPV6 por debajo del 50% no alter6
los niveles basales de Ca?*, pero provocé un aumento significativo de la entrada de Ca?
via SOCE en las células tumorales HT29, sin modificar el nivel de llenado de los
depositos. La interpretacion de estos resultados no es sencilla. Una posibilidad es que
el silenciamiento de TRPV6 en las células HT29 contribuye a que los niveles de Ca?*

citosdlico en las células siTRPV6 sean menores a nivel local y, por lo tanto, se prevenga
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la inactivacién de SOCE dependiente de Ca?*, lo que concuerda con el aumento de la
entrada por esta via. Es decir, la entrada de Ca?* a través de TRPV6 rapidamente puede
inactivar los canales SOC, por lo que la disminucién de la expresion de TRPV6, reduce
esta entrada y, por lo tanto, previene la inactivacion de los canales. Sin embargo, esto
nos deja la duda de por qué TRPV6 esta sobreexpresado en CCR. En células de cancer
de préstata se ha visto que la entrada de Ca?* a través de STIM1/Orail/TRPC1
promueve la translocacion a la MP de TRPV6, contribuyendo al aumento del Ca?
citosdlico y a un fenotipo més agresivo (Raphaél et al., 2014). En el caso del CCR, los
niveles de SOCE son elevados debido al aumento de varias moléculas implicadas en el
proceso (Sobradillo et al., 2014), lo que provocaria el aumento de la expresion de
TRPV6. Al silenciar este canal, las células de CCR podrian compensar esta pérdida con
el aumento en la entrada de Ca?* via SOCE. Seria interesante estudiar qué ocurre en
las células HT29 siTRPV6 con la expresion del resto de transportadores de Ca?*y, mas
concretamente, con aquellos implicados en SOCE. Son necesarios estudios posteriores
para determinar el papel de TRPV6 en el remodelado de la homeostasis del Ca?* en
CCR y mas concretamente en SOCE.

SPCA2, la ATPasa de la via secretora de Ca?*, es otro de los transportadores
diferencialmente expresados en cancer que revertia su expresion diferencial con el
tratamiento con DFMO. Esta ATPasa se encarga de retirar Ca?* del citoplasma hacia el
interior de Golgi, pero también se ha relacionado con la activacién de la entrada de Ca?*
a través de los canales Orail de un modo independiente del estado de los depdsitos.
Para ver su contribucion en la homeostasis de Ca?* en células tumorales HT29,
disminuimos su expresion utilizando siRNA. Observamos que las células HT29 siSPCA2
presentaban un menor nivel de llenado de Ca?* en los depésitos consistentemente con
su papel como bomba de Ca?*. Sin embargo, estas células silenciadas presentaban
también paraddjicamente un aumento en la entrada de Ca?" via SOCE. SPCA2 es el
transportador encargado de retirar Ca?* del citoplasma e introducirlo al lumen de Golgi.
La sobreexpresion de SPCA2 en cancer puede reducir los niveles de Ca?
citoplasmaético, de manera que previene la inactivacion dependiente de Ca?* de SOCE.
Por otra parte, SPCA2 puede activar la entrada de Ca? a través de Orail
independientemente del nivel de llenado de los depdsitos. Por lo tanto, una mayor
expresion de SPCA2 en las células puede estar provocando una mayor entrada de Ca?*
via SICE, de manera que los niveles de Ca?* citosélico se elevan, pero, a su vez SPCA2
retira Ca?* del citoplasma hacia el interior de Golgi y previene la inactivacién dependiente
de Ca?* de los canales implicados en SOCE. Estudios en cancer de mama indican que
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un aumento de la expresion de SPCA2 aumenta el contenido de Ca?* en los depdsitos
gue no son reticulo endoplasmico (Smaardijk et al., 2017), por lo que cabe pensar que
la menor expresion de SPCA2, reduce el contenido de Ca?" de estos depdsitos. En
células de mamiferos se ha descrito un compartimento intermedio entre el RE y Golgi,
denominado ERGIC (del inglés ER-Golgi intermediate compartment) a través del cual
se puede producir un trafico de proteinas entre ambos compartimentos (Appenzeller-
Herzog and Hauri, 2006). Puede que el efecto que estemos viendo en las células HT29
al silenciar SPCAZ2 en relacion con el tamafio de los depoésitos se deba a una inhibicién
inespecifica del CPA, que esté provocando un vaciado tanto del RE como de otros
compartimentos — ERGIC, Golgi — cuyo contenido en Ca?" es menor debido al
silenciamiento de SPCA2. También es posible que este trafico de proteinas (y puede
gue Ca?*) entre RE y Golgi altere los niveles de Ca?* en el RE en favor de Golgi. Quizas
el silenciamiento de SPCA2 provoque cambios en la expresion de otras proteinas
relacionadas con el contenido en Ca?* de los depdsitos como SERCA o receptores de
IP; y la reduccién del tamafio de los depoésitos se deba a una desregulacion de estas
proteinas como consecuencia del silenciamiento de SPCA2. No se sabe bien por qué el
silenciamiento de SPCA2 en las células HT29 provoca una disminucién del contenido
de Ca?" en los depésitos que puede ser la responsable del aumento de SOCE en las
células HT29 siSPCA2.

Serian necesarios mas estudios para esclarecer el papel de cada una de las
moléculas diferencialmente expresadas en células HT29 en relacion con la homeostasis
del Ca?*y el papel que juegan las poliaminas en su expresion y, en relacion, en el control
del remodelado en CCR. El tratamiento con DFMO revierte la expresion de varios genes
relacionados con el transporte de Ca?*, pero su papel por separado adn no es claro.
Para profundizar mas en la reversion del remodelado del Ca?* intracelular en CCR, nos
planteamos estudiar su inhibicién en otro modelo celular de cancer de colon, las células
SW480. En estas células observamos unos niveles de poliaminas significativamente
mayores que en las células HT29, los cuales se reducen drasticamente tras el
tratamiento durante 96 horas con DFMO 5 mM. Por lo tanto, SW480 puede constituir un
buen modelo celular para el estudio del papel de las poliaminas, y su deplecién, en el

fenotipo tumoral y el remodelado del Ca?* intracelular asociado.

De un modo similar a lo que ocurria en las células HT29 descrito previamente por
nuestro grupo (Gutiérrez et al., 2019), la inhibicién de la sintesis de poliaminas en células

SW480 mediante el tratamiento con DFMO, aumentd el contenido de Ca?* de los
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depdsitos de las células tumorales hasta niveles similares a los de las células normales
NCM460. Sin embargo, el tratamiento con DFMO no tuvo efecto sobre la entrada de
Ca?* via SOCE en las células SW480, lo que sugiere que las poliaminas no son las
responsables directas del aumento de SOCE en las células tumorales SW480. Sin
embargo, se necesitan estudios adicionales a diferentes tiempos y concentraciones de
DFMO para confirmar esta posibilidad. Se estudi6 la expresion de algunos de los genes
relacionados con el remodelado del Ca?" y su reversiéon por DFMO también en las
células SW480. Los resultados mostraron que los transportadores SPCA2, TRPC5,
TRPP1y TRPV6 se encontraban sobreexpresados en las células tumorales SW480. La
deplecién de poliaminas con DFMO redujo la expresion de todos ellos salvo TRPCS5.
Estos resultados son muy similares a los obtenidos en células HT29 y sugieren que la
expresion diferencial en células tumorales de TRPV6 y SPCA2, ademés de TRPP1, esta
determinada por el exceso de poliaminas.

Aungque TRPC5 no parece modulado por poliaminas (DFMO no induce cambios
en sus niveles de expresion) este canal estd sobreexpresado en las células tumorales
SW480. TRPCS5, al igual que TRPC4, puede estar modulado por TRPC1 y contribuir a
la entrada de Ca?* via SOCE (Kim et al., 2019; Myeong et al., 2018), por lo que la mayor
expresion de TRPC5 puede dar lugar a una mayor entrada de Ca?*. Algo similar ocurre
con TRPV6. Sin embargo, la expresion de este canal depende fuertemente de la
presencia de poliaminas al igual que SPCA2. Concluimos que la expresion de TRPV6 y
SPCA2 esta regulada por poliaminas y ambas moléculas pueden contribuir al
remodelado de la homeostasis del Ca?* intracelular a nivel de llenado de los depdsitos
y SOCE aunque sus efectos moduladores deben ser aclarados mediante estudios

posteriores.

4. Remodelado de los canales de K* en células tumorales y reversion por la

deplecion de poliaminas

La homeostasis del Ca?* intracelular no esta determinada solo por los sistemas de
transporte de Ca?*. Los sistemas de transporte de K* son también determinantes para,
por ejemplo, fijar el potencial de membrana en reposo de las células (Comes et al.,
2015), esencial para el mantenimiento de la fuerza electromotriz para la entrada de Ca?*
al citosol. La entrada de Ca?* via SOCE viene determinada no solo por la actividad de

canales Orail regulados por la interaccion con Stiml y/o TRPC1, sino que ciertos
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canales de K* como los canales SK3 pueden formar parte también del complejo
multiproteico (Guéguinou et al., 2016; Tiffner et al., 2023) y contribuir al remodelado del
Ca?" intracelular y los hallmarks del cancer. Por ello, en esta tesis se investigaron las
corrientes de K* en células normales NCM460 y células tumorales HT29 y su posible
modulacion por poliaminas. Ademas, se ha relacionado la sobreexpresion de algunos
canales como Kv10.1 y Kv11.1 con oncogénesis y desarrollo tumoral (Gomez-Varela et
al., 2007; Lastraioli et al., 2004). Los resultados mostraron que las células tumorales
presentaban una corriente total de K* significativamente menor que las células
normales. Estos resultados son consecuentes con el estudio transcriptomico llevado a
cabo con las células HT29 y NCM460 donde se observé la menor expresion de una
quinta parte de los canales de K* estudiados en las células tumorales HT29 en

comparacion con las células normales NCM460.

Al aislar las corrientes de los canales Kv10.1 (hEAG1) y Kv11.1 (hERGL1) utilizando
el bloqueante astemizol, se observé una corriente significativamente mayor en las
células tumorales HT29 en comparacion con las células normales NCM460, lo que
indica que la contribucién de estos dos tipos de canales a la corriente total de K* es
cercana al 50% en las células tumorales y muy poco significativa en las células
normales. Sin embargo, la expresion del canal Kvl1.1 o hERG, codificado por el gen
KCNH2, es menor en las células HT29 segun el estudio transcriptémico. No tenemos
datos suficientes para saber qué ocurre con la expresion del resto de canales de la
familia EAG en las células HT29 y NCM460. Estos canales podrian ser los responsables
de la mayor corriente observada en las células HT29. Tampoco podemos asegurar la

especificidad del bloqueante astemizol en nuestras células de estudio.

Por otra parte, se ha descrito que las poliaminas pueden regular diferentes canales
de K*, como los canales Kir. Las poliaminas pueden bloquear estos canales través de
cambios en el potencial de membrana (Nichols and Lee, 2018). También se ha visto que
las poliaminas son esenciales en la restitucién epitelial, mediante la regulacion de
canales de la subfamilia Kv importantes en procesos de migracion celular y que el
tratamiento con DFMO reduce la migracion celular (Wang et al., 2000). Por lo tanto,
estudiamos el efecto de la inhibicion de la sintesis de poliaminas sobre las corrientes de
K* en las células HT29. El tratamiento con DFMO induce el aumento de la corriente total
de K* en las células HT29 hasta valores similares a los observados en las células
NCM460. Es decir, la inhibicion de la sintesis de poliaminas revierte el fenotipo tumoral

en términos de corriente total de K*. Ademas, el aumento de corriente se debe al
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aumento de las corrientes sensibles a astemizol, es decir las corrientes Kv10.1y Kv11.1.
Esto invita a especular que, quizds, la disminucion de la corriente total en las células
tumorales sea debida a la regulacion negativa de las corrientes Kv10.1y Kv11.1 a través

de un mecanismo dependiente de poliaminas.

A nivel transcriptomico, el tratamiento con DFMO de las células tumorales HT29
moduld la expresion Unicamente de seis genes de los cerca de 90 genes de canales de
K* estudiados. La expresion de los genes KCNV2, KCNJ3, KCNK1 y KCNE3 se vio
aumentada, mientras que en los genes KCNN4 y KCNK6 disminuyd la expresion tras el
tratamiento con DFMO. Sélo dos de ellos, KCNJ3 y KCNK1, que codifican para los
caneles Kir3.1 (o GIRK1) y K2P6.1, respectivamente, revierten su expresion diferencial
tumoral tras el tratamiento. Estos datos sugieren que el aumento en la corriente de
Kv10.1y Kv11.1 inducido por la inhibicién de la sintesis de poliaminas podria deberse a
los cambios en la expresion de estos genes. Sin embargo, la sobreexpresion del canal
GIRK1 se ha asociado al desarrollo y progresién en estudios con células de cancer de
mama (Pelzmann et al., 2022; Schratter et al., 2019) e incluso se ha propuesto como
biomarcador (Kammerer et al.,, 2016). Algo similar ocurre con el gen KCNK1,
sobreexpresado en varios tipos de cancer y utilizado como marcador del pronéstico de
la patologia (Lin et al., 2020; Sun et al., 2023; Zou et al., 2022), y con el gen KCNE3,
gue codifica una subunidad reguladora de canales Kv, cuya expresion se ha visto

aumentada en tumores sélidos (Biasiotta et al., 2016; Li et al., 2021).

El aumento de la corriente de K* observado en las células HT29 tras el tratamiento
con DFMO, concretamente el aumento de las corriente de Kv10.1 y Kv1l.1, y los
resultados del analisis transcriptdmico en estas células parecen no ser concordantes.
Podriamos relacionar el aumento de la corriente en estos dos canales con una mayor
expresion de los canales de K* codificados por los genes KCNV2, KCNJ3, KCNK1 y
KCNES. En otras palabras, la pérdida de corriente total de K* en células HT29 asociada
al exceso de poliaminas en el tumor podria deberse a la pérdida de actividad de canales
Kv10.1 y Kv11.1 mediada por la expresion de otros canales de K*. Sin embargo, estos
resultados preliminares necesitan ser confirmados con experimentos adicionales.
Ademas, es necesario confirmar que el bloqueante utilizado para aislar las corrientes
Kv10.1y Kv11.1, astemizol, inhibe especificamente la actividad de estos dos canales y
no otros, y que tiene efecto sobre nuestras células de estudio. También seria interesante

comprobar si la expresion mostrada por los andlisis transcriptomicos se corresponde
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con un aumento o disminucion de la expresion a nivel de proteina de los canales de K*
diferencialmente expresados.

' Kv10.1 - hEAG1

Kv11.1 — hEAG1

+ +

— K+ K*
|Y§ Otros canales de K*
Remodelado
fenotipo
V hEAG1 ‘ tumoral ‘ ‘ A hEAG1
¥ hERG1 A hERG1
A Corriente total K* NCM460 < Corriente total K*

HT29

K%T‘ ' @; [f DFMO

A A hEAG1
A A hERG1
A Corriente total K*
HT29

+ DFMO

Figura 76. Resumen del efecto de la deplecién de poliaminas sobre las corrientes de K* en
células HT29. Las células normales NCM460 tienen una mayor corriente de K* total que las
células tumorales HT29. Sin embargo, las células tumorales tienen mayor corriente mediada por
los canales hEAG1 y hERGL1. El tratamiento con DFMO aumenta la corriente total de K* y la
corriente mediada por hEAG1 y hERG1 en células HT29.
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Estos resultados dejan abierta una nueva via de estudio en la reversion del
fenotipo tumoral mediante la deplecién de la sintesis de poliaminas en relacion con la
homeostasis idnica en el cancer. A lo largo de todo este proyecto de tesis se han
abordado diferentes estrategias para conocer mejor el remodelado del Ca?* intracelular
gue se produce en el CCR y buscar dianas para su reversion hacia un fenotipo menos
tumoral. Una de las estrategias més prometedoras es la transferencia de mitocondrias
sanas a células tumorales para disminuir la entrada de Ca?" via SOCE vy tratar de
disminuir caracteristicas tumorales. En este caso serian necesarios estudios para
comprobar la permanencia de las mitocondrias exdgenas en el receptor y abordar
nuevas vias de transferencia. La inhibicion de la sintesis de poliaminas también presenta
un gran potencial como estrategia moduladora del remodelado en el CCR, no solo de la
homeostasis del Ca?* sino también de la del K*.
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Se ha desarrollado un método simple para transferir eficazmente mitocondrias
(mitocepcion) de una célula donadora a una célula receptora y estudiar el impacto

de la transferencia sobre el fenotipo celular resultante.

La mitocepcion de células tumorales HT29 con mitocondrias aisladas de células
normales NCM460 reduce la entrada de Ca?* via SOCE. Sin embargo, SOCE
aumenta si las células HT29 son mitoceptadas con mitocondrias tumorales. Los
efectos son significativos a las 3 h de la mitocepcion, alcanzan su maximo a las 48
h, y desaparecen en una semana. Estos cambios se relacionan con cambios en el
potencial mitocondrial, mas positivo cuando las mitocondrias transferidas son
aisladas de células normales, y mas negativo cuando proceden las mitocondrias

transferidas se aislan de células tumorales.

La mitocepcion de células normales NCM460 con mitocondrias aisladas de células
tumorales HT29 no produce cambios ni en el potencial mitocondrial ni en la entrada
de Ca?* via SOCE de las células normales de colon.

La eliminacion génica del canal TRPC1 no tiene efecto sobre SOCE ni sobre la
proliferacion en células HT29. La inhibiciobn farmacolégica de TRPC1 con el
antagonista selectivo Picol45 tampoco tiene un efecto claro sobre SOCE ni sobre
las corrientes TRPC en células HT29 y NCM460.

La inhibicién de la sintesis de poliaminas con DFMO revierte la expresion diferencial
de diferentes sistemas de transporte de Ca?" codificados por TRPC5, TRPP1,
TRPV6 y SPCA2 en las células HT29 y SW480.

El silenciamiento del canal TRPV6 aumenta SOCE en células tumorales HT29,
mientras que el silenciamiento de la bomba SPCA2 disminuye el Ca?* de los
depésitos y aumenta SOCE en las mismas células, por lo que ambos sistemas de
transporte podrian contribuir al remodelado de la homeostasis del Ca?* intracelular

en el cancer colorrectal de un modo dependiente de poliaminas.

Existe un remodelado en los canales de K* en el cancer colorrectal. A nivel
electrofisiologico, las células tumorales HT29 presentan una corriente de K* total
menor que las células normales NCM460. Sin embargo, la corriente mediada por los

canales Kv10.1 y Kv11.1, vinculados al cancer, es mayor en las células tumorales
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HT29. Consistentemente, se observa una expresion diferencial de genes de canales

de K* entre células normales NCM460 y tumorales HT29.

La deplecion de poliaminas con DFMO aumenta significativamente la corriente total
de K* en células HT29, un efecto asociado al aumento de la actividad de los canales
Kv10.1 y Kvll.1 que podria asociarse a cambios en la expresion de KCNV2 y
KCNES.
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