Universidad deValladolid

MASTER EN INVESTIGACION BIOMEDICA
&
TERAPIAS AVANZADAS

Canales TRPC3 como reguladores de la respuesta
inflamatoria, explorando el mecanismo de
regulacion negativa de TRPC3 por PKCs

Gonzalo San José Rodriguez

Tutores:
Javier Casas Requena

Maria Angeles Balboa Garcia

el |

. 70 '\1&4‘{ CONSEJO SUPERIOR
IBGMNM <X+ | DE INVESTIGACIONES
INSTITUTO DEe BIOMeDicing CIENTIFICAS

¥ senemca motecuLar CSIC|



INDICE

TS0 0 1= o PR 1
INEFOAUCCION ... nnnssnnnnnns 2
Inmunidad innata y mecanismos de activacion inflamatoria ...............ccccccceeee 2
Sefalizacion intracelular dependiente del Ca?* ..............ccoovveeiieiecic e, 2
Familia TRPC: estructura, activacion y funcion ............cccccccooiiiiiiiiiie e, 2
El canal TRPC3 en la respuesta inflamatoria ..............ccccooeiiiii i, 3
Regulacion negativa de TRPC3 por PKC .......oveiiiiiieecee it 4
HIPOLESIS Y ODJELIVOS. ..o 6
MaterialesS ¥ MELOAOS.......oiiiiii e 7
ANALISIS RNASE(Q ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e e atteaaaaaeaaeeaannnes 7
Lineas celulares y condiciones de CUltIVO.............ccoeviiiiiiiiiiii e, 7
Generacion de vectores de expresion para TRPC3 y mutantes .........ccoovvvvviviceennenn. 8
Transfeccion y silenciamiento g&NICO .........ccoiiiiiiiiiiiiicc e, 8
Medida de biosensores basados en FRET ........ccoooiiiiiiiiiiiii e 9
Fotoblanqueo del aceptor para FRET ..., 9
Fagocitosis sincronizada y analisis de inmunocitoquimica ...........cccccceeeiiiiiveieeiiinnnnn. 9
Extraccion de ARN y sintesis de ADNC..........coovvvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 10
PCR cuantitativa (QPCR)......cooiee e 10
Ensayo ELISA para prostaglandina E2...............ccccviiiiiiiiiiiiiieeee 10
Extraccion de proteinas e inmunodeteccion por Western blot ............cccocooeeeis 10
Electroforesis en gel de agaroSsa ............covvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 11
ANAliSiS €StadiStiCO......iiiiiiiei e e 11
RN U1 ] 2= Lo [0 1= RSP 12
Suprimir el canal TRPC3 altera el perfil transcriptémico inflamatorio....................... 12
La delecion de TRPC3 disminuye la respuesta inflamatoria en macréfagos humanos
................................................................................................................................ 13
La mutacién en Ser712 impide la regulacion de TRPC3 incrementando la
101 F= T 1 4= T o ) o 1RSSR 15
Varias isoformas de PKC cambian su localizacion subcelular tras la estimulacion con
0 PP 17
TRPC3 participa en la fagOCOSIS. .........uuuuiiiiiiiiiiii e 21
D T E= o 1= (o o ISP 22
L070] o Ted [0 1= o] 0 1= 3PSO 24

BiIDlIOGrafia. ......eeeeiiieeee e 25



Resumen

El canal ionico TRPC3 ha emergido como un actor clave en la respuesta inflamatoria
mediada por senales lipidicas en macréfagos. Este trabajo de fin de master se centra
en estudiar su papel funcional en células THP-1 humanas y en desentrafar los
mecanismos de regulacién negativa mediados por la fosforilacién postraduccional. En
particular, se ha investigado la implicacion de la quinasa PKCe en la fosforilacion
inhibitoria del residuo Ser712 de TRPC3, con el objetivo de comprender cémo se modula
su actividad durante la activacion inflamatoria inducida por LPS.

Para ello, se han empleado modelos celulares con TRPC3 funcional (wt) y Knock-out
(KO), mutantes especificos del canal, asi como herramientas de interferencia génica y
ensayos de interaccion molecular como transferencia de energia por resonancia de
Forster FRET y microscopia confocal. Los resultados muestran que la eliminacién de
TRPC3 reduce la expresion de genes inflamatorios y la produccion de PGE,, indicando
que el canal es necesario para una respuesta inflamatoria completa. La mutacion S712A
genera una activacién exacerbada del canal, lo que confirma el papel regulador de
Ser712. Ademas, se evidencia que PKCe interactia funcionalmente con TRPC3,
modulando negativamente su actividad.

Este trabajo contribuye a entender el papel de los canales idnicos en inmunidad innata
y propone el eje DAG-TRPC3-PKCe como una via reguladora con relevancia
fisiopatoldgica y potencial valor terapéutico en enfermedades inflamatorias crénicas.

Palabras clave: TRPC3, PKC, DAG, inflamacion, macréfagos.

Abstract

The ion channel TRPC3 has emerged as a key player in the inflammatory response
mediated by lipid signaling in macrophages. This master's thesis focuses on studying its
functional role in human THP-1 cells and unraveling the mechanisms of negative
regulation mediated by post-translational phosphorylation. In particular, the involvement
of protein kinase PKCze in the inhibitory phosphorylation of the Ser712 residue of TRPC3
has been investigated, with the aim of understanding how its activity is modulated during
lipopolysaccharide induced inflammatory activation.

To this end, cell models with functional (wt) and gene knockout TRPC3, specific channel
mutants, as well as gene interference tools and molecular interaction assays such as
Forster resonance energy transfer (FRET) and confocal microscopy have been used.
The results show that the deletion of TRPC3 reduces the expression of inflammatory
genes and the production of PGE,, indicating that the channel is necessary for a full
inflammatory response. The S712A mutation leads to exacerbated channel activation,
confirming the regulatory role of this residue. Moreover, PKCe is shown to functionally
interact with TRPC3, negatively modulating its activity.

This work contributes to a better understanding of the role of ion channels in innate
immunity and proposes the DAG-TRPC3-PKCe axis as a regulatory pathway with
pathophysiological relevance and potential therapeutic value in chronic inflammatory
diseases.

Keywords: TRPC3, PKC, DAG, inflammation, macrophages.
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Introduccion

Inmunidad innata y mecanismos de activacién inflamatoria

La inmunidad innata representa el principal mecanismo de defensa frente a agentes
infecciosos o lesiones tisulares, la principal diferencia que la distingue de la inmunidad
adaptativa, es su accion rapida e inespecifica, basada en el reconocimiento de patrones
moleculares altamente conservados en los patégenos (PAMPs) o en senales de dafo
enddgeno (DAMPs) 225 |os principales actores de esta respuesta son los macréfagos,
monocitos, neutréfilos, células dendriticas y células NK, estos tipos celulares cuentan
con sistemas de reconocimiento de patrones (PRRs) tanto en la superficie como
intracelulares, destacando los tipo Toll (TLRs), los tipo NOD (NLRs) y los tipo RIG-I
(RLRs) 21,

El receptor de reconocimiento de patrones mas ampliamente estudiado es el TLR4,
activado por el lipopolisacarido (LPS), siendo una endotoxina que podemos encontrar
en la membrana externa de las bacterias gram negativas 2, capaz de inducir una fuerte
respuesta inflamatoria 2. Esta respuesta se manifiesta mediante la activacion de rutas
de senfalizacion intracelular, que convergen en la via NF-kB, desencadenando la
expresion de genes proinflamatorios como TNF-q, IL-6, IL-1B y COX-2 222, También
destaca el papel de segundos mensajeros de naturaleza lipidica como el diacilglicerol
(DAG), modulador de procesos tales como la entrada de calcio (Ca?*) a la célula, la
reorganizacion del citoesqueleto y la activacién de quinasas *°.

Senalizacién intracelular dependiente del Ca?*

La sefalizacion intracelular regida por Ca?* representa un eje fundamental en la
activacion, modulacion y ejecucion de la respuesta inflamatoria, debido a su accion
como segundo mensajero, actuando a su vez en procesos como, la activacién de
linfocitos y la produccion de citocinas inflamatorias 2. Este papel como segundo
mensajero se sostiene sobre las fluctuaciones que sufre la concentraciéon del ion, de
forma transitoria, sostenida o localizada, pudiendo desencadenar respuestas
especificas en funcion del contexto %6,

Cuando se analiza la concentracion de Ca?* en los eventos inflamatorios, se observa un
incremento en los niveles intracelulares, debido a la liberacidon desde los reservorios
intracelulares como el reticulo endoplasmico, o a la entrada de Ca?* desde el medio
extracelular a través de canales de membrana 24, La entrada de Ca?* desde el espacio
extracelular esta condicionada por estimulos externos como la activacion de receptores
de tipo Toll ?°, receptores acoplados a proteinas G o a receptores de citocinas, dando

como resultado de su activacion la produccion de segundos mensajeros como el DAG
6,7,8

Por tanto, la relacion funcional entre la entrada de Ca®* a la célula y la presencia del
DAG es clave para la senal inflamatoria, donde la accion del DAG desencadena la
apertura de algunos canales de la familia de receptores de potencial transitorio (TRP),
especialmente a la subclase TRPC 8%2% |La activacion de estos canales permite una
entrada sostenida de Ca?* al espacio intracelular, condicionando el perfil inflamatorio de
la célula y siendo por ello un punto clave en la respuesta inmune 82,

Familia TRPC: estructura, activacion y funcion

La familia de los canales idénicos transitorios de receptores de potencial canénico o
TRPC estan ampliamente distribuidos por multitud de tejidos y tipos celulares, desde
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neuronas o miocitos hasta células endoteliales o del sistema inmune 27, regulando la
homeostasis de Ca?* y estan caracterizados por su activacion en respuesta a estimulos
fisicoquimicos de diversa naturaleza, encontrandose por tanto altamente regulados a
nivel transcripcional y postraduccional &%°,

En mamiferos, esta familia cuenta con siete miembros, que se dividen a su vez en cuatro
subgrupos (TRPC1, TRPC2, TRPC3/6/7 y TRPC4/5), compartiendo una arquitectura
comun, donde sus subunidades se ensamblan tipicamente en tetrameros con simetria
cuadruple, que pueden estar constituidos por homotetrameros o, en algunos casos
como en el subgrupo TRPC3/6/7, por heterotetrameros funcionales, particularmente
entre TRPC3 y TRPC6 %51 Sj analizamos su estructura empleando criomicroscopia
electrénica, podemos caracterizar eficazmente su conformacion, cada subunidad posee
un dominio transmembrana, con seis hélices alfa y un poro central muy conservado, y
un dominio citoplasmatico que incluye las regiones amino y carboxilo terminales, con

repeticiones de anquirina, hélices y dominios superenrrollados que estabilizan el canal
10,11,27

A nivel funcional, los canales TRPC son catiénicos no selectivos, permitiendo el paso de
iones Ca?*y sodio (Na*) desde el medio extracelular hacia el citosol 2°2°. Su activacion
puede depender de la deplecion de Ca?* en el reticulo endoplasmico, como ocurre en el
caso de TRPCH1, o estar mediada por lipidos como el DAG, como sucede con TRPC3,
TRPC6 y TRPC7 °10.11,

Los dos mecanismos principales propuestos para la activacion de los canales TRPC son
la activacion mediada por receptores, (ROC), y la dependiente de la deplecion de los
depositos de Ca?* intracelulares (SOC) %', Pertenecientes al primer grupo, podemos
encontrar TRPC1, TRPC2 y TRPC4, mientras que los TRPC3, TRPC6 y TRPC7 se
activan por la accién del diacilglicerol, acoplada a la funciéon de otros canales como el
TRPC1 o0 TRPC4 8",

Estos canales, pueden verse activados también por estimulos mecanicos, por ejemplo,
en el caso del TRPC1 en Xenopus tanto en sus ovocitos como en conos de crecimiento
neurales, TRPC6 y TRPC3 muestran a su vez sensibilidad ante el estrés mecanico en
podocitos y neuronas sensoriales .

El canal TRPC3 en la respuesta inflamatoria

El canal TRPC3 destaca por su activacion directa mediada por el DAG, un segundo
mensajero de naturaleza lipidica que puede ser generado por la enzima fosfolipasa C
(PLC) a través de la hidrdlisis de fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2), o a través de la
conversion directa por desfosforilacion del acido fosfatidico por parte de una familia de
enzimas conocidas como Lipinas tras la estimulacion de receptores de membrana como
el TLR4 812,

Recientes hallazgos de relevancia en el campo exponen que la activacion de TRPC3
puede darse no solo a través de DAG exdégeno (como su analogo OAG), sino también
gracias a la accion de DAG endogeno, producido por la Lipina-1 331, Estudios realizados
en macréfagos humanos, THP-1, demuestran que la activacion del canal TRPC3 por
DAG generado por Lipina-1 es critica tanto para el inicio como para la progresion de la
respuesta inflamatoria tras la exposicién a LPS, provocando un aumento sostenido de
Ca?" intracelular, que desemboca en la expresion de genes proinflamatorios como TNF-
a, IL-6, IL-1B y COX-2 1228,

La entrada de Ca?* a través del canal también es capaz de inducir estrés del reticulo
endoplasmico, organulo clave en la homeostasis celular, activando la respuesta UPR,
que conlleva un aumento en la secrecidn de citocinas inflamatorias que pueden
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desencadenar inflamacién crénica o muerte celular en el caso de que se prolongue en
el tiempo, todo ello aumentando la respuesta inflamatoria en macrofagos 28, Queda
por tanto reflejada la capacidad del canal no solo de regular la homeostasis del Ca?",
sino que también la de alterar el microambiente celular.

Modelos knock-out de TRPC3 en macréfagos M1 procedentes de ratdén, muestran una
expresion transcriptdmica altamente alterada, afectando a mas de 150 genes (figura 1),
algunos de ellos implicados en migracion celular, sefializacion lipidica, sistema inmune,
metabolismo mitocondrial y la ya mencionada respuesta UPR %0, Cabe recalcar que
estos macréfagos presentaron un aumento en la migracion dirigida hacia CCL2, citocina
quimioatrayente para los macrofagos, lo que sugiere que la no presencia del canal
afecta también al correcto funcionamiento celular 51632,
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Figura 1. Anélisis de la expresion génica en macréfagos murinos. Heatmap que representa la expresion génica diferencial en
macréfagos TRPC3-KO comparado con macréfagos WT.

Regulacion negativa de TRPC3 por PKC

La evidencia experimental respalda el papel del canal TRPC3 en la respuesta
inflamatoria inducida por DAG, especialmente en macréfagos &'#'5. Su activacion no
puede mantenerse en el tiempo ya que generaria efectos adversos tales como estrés
del reticulo endoplasmico o inflamacion crénica &'7. En este punto cobran relevancia los
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mecanismos de regulacion negativa postraduccional del canal, especialmente la
fosforilacion inhibidora provocada por las protein quinasas C (PKCs), punto central para
este trabajo 8",

Las PKCs son una familia de serin/treonin quinasas ampliamente conservadas, capaces
de mediar respuestas celulares rapidas ante sefiales tanto lipidicas como proteicas '8,
Dentro de esta familia podemos distinguir tres grupos (figura 2) 8.
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Figura 2. Representacion esquemadtica de la clasificacion de las PKC. Todas las isoformas comparten un dominio
quinasa en el extremo C-terminal, mientras que difieren en el dominio N-terminal o regién reguladora. Se indican los
segundos mensajeros y farmacos que regulan su actividad. Adpatado de Newton, A. C. Protein Kinase C: Structural and
Spatial Regulation by Phosphorylation, Cofactors, and Macromolecular Interactions. Chem. Rev. 101, 2353-2364 (2001).

= PKCs clasicas (cPKC), donde se incluyen PKCa, PKCBI/BIl y PKCy. Su
activacion requiere Ca?*, DAG y fosfatidilserina 1834,

= PKCs noveles (nPKC), como PKCS, PKCg, PKCn y PKCB8, sensibles a DAG 834,

* PKCs atipicas (aPKC): PKCZ y PKCI/A. No responden ni al Ca?* ni a DAG, sino
que se activan a través de interacciones con proteinas como CDC42, PAR6 o
p62 18,34_

La activacion de las PKC clasicas y noveles, pasa por la union de DAG a sus dominios
C1 1819 Este fendmeno provoca un cambio conformacional que libera su pseudosustrato
autoinhibitorio, adquiriendo una conformacién funcional, capaz de fosforilar sustratos
especificos 1819,

Una vez descrita la relevancia de TRPC3, debemos comprender los mecanismos de
regulacion de este canal, donde se destaca el papel de la fosforilacion del residuo
Ser712 por las PKC, que se ha descrito que reduce significativamente la actividad del
canal, limitando la entrada sostenida de Ca?* al citosol &7,

El mecanismo descrito consta de una retroalimentacion negativa donde la acumulacion
de DAG activa a las PKCs "". en modelos donde se expresa una mutacion en la que no
se fosforila el residuo Ser712 (TRPC3-S712A) se produce un aumento en la actividad
basal del canal, manteniendo la entrada de Ca?* '".

Aunque encontramos diversas isoformas de PKC que podrian estar implicadas en esta
regulacién negativa por fosforilacién. Este trabajo se propone estudiar la implicacién de
las distintas isoformas de PKC en la regulacién del canal a través de aproximaciones
experimentales, explorando un posible mecanismo molecular de interés patolégico y
una posible via terapéutica para controlar la inflamacién mediada por canales iénicos *°.
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Hipétesis y objetivos

El canal TRPC3 se postula como un elemento central en la respuesta inflamatoria
producida por macrofagos, actuando como un efector del DAG producido por la Lipina-
1, controlando la homeostasis de Ca?* intracelular 3. El canal se asocia con la
expresion de factores de transcripcion relevantes como NF-kB y con la sobreexpresién
de mediadores proinflamatorios, como TNF-a, IL-6, IL-1B 0 COX-2 8,

Este trabajo se propone explorar el mecanismo por el cual la fosforilacion dependiente
de PKCs regula negativamente la actividad de TRPC3, bajo la hipdtesis de que es aun
desconocida la o las isoformas de PKC responsables de este proceso y que su accion
modula la respuesta inflamatoria en macrofagos humanos. 8%

Los objetivos especificos del trabajo son:

i.  Estudiar el papel funcional del canal TRPC3 en la respuesta inflamatoria
mediada por sefiales lipidicas en macrofagos humanos.

ii.  Analizar la implicacion de mecanismos de regulacién negativa postraduccional
en la modulacion de la actividad de TRPC3 durante la activacion inflamatoria.

iii. Evaluar el posible papel de isoformas especificas de la familia PKC, en la
regulacion de TRPC3 y su impacto sobre la sefalizacion intracelular
dependiente de Ca?*.

iv.  Caracterizar las consecuencias funcionales de la pérdida o desregulacion de

TRPC3 sobre la expresion de mediadores inflamatorios y la homeostasis celular
en modelos de macrofagos.
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Materiales y métodos

Analisis RNAseq

Para el analisis de los datos de RNA-seq GSE87478, las secuencias se alinearon con
el genoma de referencia del raton (GRCm39, genes y transcritos de Ensemble)
utilizando el software Dr.Tom (https://www.bgi.com/us/dr-tom/). La expresion génica
diferencial se llevd a cabo con la normalizacién DESeq2 para facilitar la comparacion de
transcritos entre muestras, considerando un cambio en la expresion (fold change) >2.0
y aplicando la correccion de pruebas multiples de Benjamini-Hochberg con una tasa de
descubrimiento falso del 5% (valor p ajustado <0.05). Las anotaciones génicas fueron
proporcionadas por la base de datos NCBI Entrez Gene. El analisis de enriquecimiento
de genes sobre- o subrepresentados se realizé mediante analisis de Ontologia Génica
(GO). Se llevé a cabo un analisis adicional de rutas biolégicas y redes moleculares con
la Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto (KEGG).

Lineas celulares y condiciones de cultivo

Se emplearon lineas celulares humanas y murinas relevantes para el estudio de
respuestas inmunes e inflamatorias.

La linea monocitica humana THP-1 WT (tipo salvaje, sin edicién génica) fue obtenida
del American Type Culture Collection (ATCC). Estas células, derivadas de una leucemia
monocitica aguda, crecen en suspensién, aunque son facilmente diferenciables a
macrofagos adherentes mediante diversos estimulos quimicos, y tienen un origen
hematopoyeético, lo que las convierte en un modelo ampliamente aceptado para el
estudio de la activacion inflamatoria “°.

La linea THP-1 KO para TRPC3 (TRPC3-KO) fue generada mediante edicién génica
con tecnologia CRISPR/Cas9, utilizando una mezcla de guias especificas sintetizadas
(Synthego Express) dirigidas al gen humano TRPC3 (ID: 7223). La eficacia de la edicion
fue evaluada mediante ensayo de endonucleasa T7 y confirmada por secuenciacién
Sanger seguida de analisis ICE (Inference of CRISPR Edits). Tras clonacion por dilucion
limite, se validd la pérdida de expresion proteica de TRPC3 por Western blot utilizando
anticuerpos especificos 4.

Para el mantenimiento, ambas lineas THP-1 se cultivaron en medio RPMI-1640 (Gibco,
Thermo Fisher Scientific), complementado con: 10 % (v/v) de suero fetal bovino (FBS),
1 % (v/v) de penicilina/estreptomicina (100 U/ml y 100 pg/ml, respectivamente), 2 mM
de L-glutamina, 1 % de piruvato de sodio (NaPyr, 100 mM), 1 % de aminoacidos no
esenciales (NEAA, Gibco) y 50 uM de B-mercaptoetanol (3-ME) (Sigma-Aldrich). Las
células fueron mantenidas en un incubador humidificado a 37 °C con 5 % de COa.

Para la diferenciacion a macrofagos, se utilizé PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) a
una concentracion final de 25 ng/ml durante 24 horas. Posteriormente, se retird el
estimulo y las células permanecieron en reposo durante 48 horas adicionales para
permitir su recuperacion y reducir la activacién basal inespecifica 4'.

También se emplearon células HEK293-TLR4 (Invivogen, #293-htlrdmd2cd14),
derivadas de células embrionarias de riién humano y modificadas genéticamente para
expresar TLR4/MD2/CD14 humanos. Esta linea adherente se cultivd en medio DMEM
suplementado con 10 % de FBS, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina,
2 mM de glutamina, 1 % de piruvato de sodio, 1 % de NEAA, ademas de los antibiéticos
selectivos blasticidina (5 pg/ml) e higromicina B (25 pg/ml) para mantener la expresion

Pagina | 7


https://www.bgi.com/us/dr-tom/

estable de los receptores. Las células se subcultivaron dos veces por semana mediante
incubacién con EDTA 1 mM en PBS.

Finalmente, se utilizaron macréfagos murinos peritoneales derivados de las cepas
BALB/cJ (WT) y BALB/cByJ-Lpin1fld®, estabulados en el animalario de la Universidad
de Valladolid. Estas variantes presentan un fondo genético comun, pero difieren en la
expresion de Lipina-1, cuya pérdida funcional en la cepa fld altera la sefalizacion
mediada por DAG vy la respuesta inflamatoria 3.

Generacidén de vectores de expresion para TRPC3 y mutantes

Para el estudio funcional de TRPC3, se utilizaron plasmidos de expresion lentiviral
basados en el vector pCDH-CMV-MCS-EF1a-copGFP. Los constructos codificaban
TRPC3 humano fusionado a eYFP (pCDH-CMV-eYFP-TRPC3), facilitando estudios de
localizacion subcelular e interaccién proteica por microscopia de fluorescencia y FRET.
El promotor CMV permitié una expresién robusta y ubicua en células humanas.

Las variantes utilizadas fueron:

o WT: canal TRPC3 funcional completo.

o S712A: mutante no fosforilable en la serina 712, punto clave en la regulacion por
PKCs. Esta mutacion fue introducida mediante mutagénesis dirigida con el kit
Quick-Change XL (Stratagene) y confirmada por secuenciacion.

Adicionalmente, se utilizaron constructos para expresar el fragmento amino-terminal de
TRPC3 (residuos 1-321), asi como sensores FRET como el camaledn de Ca?* vYC4er
dirigido al reticulo endoplasmatico, y constructos de PKCs-mCherry, generosamente
donados por colaboradores nacionales e internacionales.

Todos los insertos provenientes de TRPC3 fueron amplificados mediante PCR con
adicion de sitios de restriccion 5’Xba-1 y 3'Sal-I, sustituyendo el gen copGFP del vector
original. La calidad y orientacion de los insertos fue validada mediante secuenciacién.

Transfeccion y silenciamiento génico

La introduccion de plasmidos y siRNA en células THP-1 y HEK293-TLR4 se realiz6 por
métodos distintos segun el tipo celular.

En células THP-1 diferenciadas, se utilizé el reactivo INTERFERIn (Sartorius) siguiendo
las indicaciones del fabricante, brevemente se mezclaron 50 nM siRNA con 15 ul de
reactivo para formar los complejos que se afiadieron a las células THP-1 sin diferenciar,
24 h después se diferenciaron con 25 ng/ml de PMA durante 24h y se dejaron descansar
sin PMA otras 24 h. El experimento se realizé a las 72 h.

En células HEK293-TLR4, la transfeccién se llevé a cabo utilizando Lipofectamine 2000
(Thermo Fisher Scientific) para plasmidos. Las proporciones de ADN:Lipofectamina
fueron de 1:2, y las células fueron incubadas entre 24 y 48 horas antes de los analisis
funcionales.
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Medida de biosensores basados en FRET (transferencia de energia por
resonancia de fluorescencia) en microscopio de fluorescencia invertido

Las células fueron sembradas sobre cubreobjetos de vidrio tratados con poli-L-lisina, y
mantenidas en medio HBSS suplementado con 10 mM HEPES (pH 7,4), 1,3 mM CaCl»
1,3 mM MgCl,. La estimulacién se realizé con LPS (1 ug/ml) en el caso de células HEK-
TLR4 o 200 ng/ml en el caso de macréfagos, tras un periodo basal de 2 min. Las
adquisiciones se realizaron a 37 °C con un sistema Leica Dmi8 y objetivo de inmersion
en aceite 63x/1.3 NA.

Se utilizaron filtros especificos para CFP (exc: 430/24 nm; em: 470/24 nm), YFP (exc:
500/20 nm; em: 535/30 nm), y FRET (exc: CFP, em: YFP). La adquisicion multicanal fue
casi simultanea (20 ms de diferencia entre canales).

La eficiencia de FRET se analizd6 como cociente ratiométrico FRET/CFP (vYC4er),
procesando las imagenes con Imaged y plugins personalizados para correccion de fondo
y movimiento.

Fotoblanqueo del aceptor para FRET

La interaccion entre TRPC3 y PKCe fue evaluada mediante ensayos de FRET en células
fijadas. Se utilizaron células HEK-293-TLR4 transfectadas con TRPC3-eYFP (donador)
y PKCe-mCherry (aceptor).

Para confirmar las interacciones, se realizaron ensayos de fotoblanqueo del aceptor en
un sistema confocal Leica TCS SP5X. Se utilizo excitacién a 580 nm para fotoblanquear
mCherry (~80 % de reduccion), registrando el aumento subsecuente de fluorescencia
de eYFP.

Las intensidades pre y post-blanqueo se analizaron con el complemento AccPbFRET
de Imaged, calculando la eficiencia de FRET con la férmula:

E = (Dpost - Dpre) / Dpost

Los controles incluyeron células que expresaban unicamente eYFP y mCherry por
separado o como proteina de fusion, ademas de regiones no blanqueadas para control
interno.

Fagocitosis sincronizada y analisis de inmunocitoquimica

La fagocitosis se evalué utilizando zymosan (0,5 mg/ml), manteniendo las células en
hielo durante 15 minutos para permitir la union superficial. Posteriormente, se incubaron
a 37 °C durante 1 o 5 minutos para induccion de entrada sincrénizada. Las células
fueron fijadas con paraformaldehido al 4 % durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Para inmunotincién intracelular de TRPC3 y PKCe enddgenos, se permeabilizdé con
Triton X-100 al 0,1 % durante 20 minutos, bloqueando con suero de cabra al 5 %. La
incubacién con anticuerpos primarios (TRPC3, Alomone Labs y PKCg, Cell Signaling)
se realizé durante la noche, seguida de incubacion de una hora con fragmentos Fab-
Alexa (Molecular Probes). Los nucleos fueron marcados con Hoechst 33342
(Invitrogen).

Las imagenes se adquirieron en un confocal Leica TCS SP5X, y fueron procesadas por
deconvolucion iterativa 3D en Imaged.
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Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

El ARN total se extrajo de células THP-1 diferenciadas con PrimeZOL™ (Canvax
Biotech), siguiendo el protocolo clasico basado en fenol/guanidina. La calidad del ARN
fue asegurada mediante extraccion con cloroformo e isopropanol, seguido de lavados
con etanol al 75 %.

La sintesis de ADNc se realizé con el kit Verso™ (Thermo Fisher), utilizando 1 pg de
ARN, cebadores oligo(dT), dNTPs, transcriptasa reversa y tampén con MgCl.. Las
condiciones fueron: 42 °C durante 60 minutos e inactivacién enzimatica a 92 °C durante
2 minutos.

PCR cuantitativa (qPCR)

Se empleo el sistema PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (Applied Biosystems) en
un equipo ABI7500, en un volumen total de 10 pL por reaccién. Cada mezcla contenia
20 ng de ADNc y 0,5 uL de cebadores especificos (10 uM). El gen de referencia fue
ACTB (B-actina).

El programa fue: 95 °C por 3 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 12 s, 60 °C por 16 s
y 72 °C por 28 s. Se aplicé el método AACt para el andlisis relativo de expresion de los
genes TNFA, IL6 y PTGS2 utilizando el gen ACTINB como referencia.

Ensayo ELISA para prostaglandina E2

La prostaglandina E; (PGE2) s un mediador lipidico derivado del acido araquidénico
mediante la accion secuencial de las enzimas ciclooxigenasa (COX) y prostaglandina E
sintasa (PGES) “5. Su produccion se incrementa de forma aguda en respuesta a
estimulos proinflamatorios, como el lipopolisacarido (LPS) 546, Por ello, la cuantificacion
de PGE; en sobrenadantes de cultivo celular representa una herramienta vital para
evaluar el grado de activacién inflamatoria.

La cuantificacion de PGE: se realizé mediante un ensayo ELISA competitivo utilizando
el kit Prostaglandin E, Express ELISA (Cayman Chemical, ref. 500141). Este ensayo
se basa en la competicién entre la PGE, presente en la muestra y una PGE; conjugada
a acetilcolinesterasa por una cantidad limitada de un anticuerpo monoclonal anti-PGE,.
A menor concentracion de PGE, en la muestra, mayor sera la sefial obtenida, ya que se
unird un mayor numero de moléculas de PGE: con acetilcolinesterasa.

Las muestras fueron procesadas conforme a las recomendaciones del fabricante.

Extraccion de proteinas e inmunodeteccion por Western blot

Para analizar la expresién proteica mediante Western blot, se procedi6 a la lisis celular
con un tampén no desnaturalizante, formulado para preservar la integridad de las
proteinas y minimizar la actividad enzimatica. La composicion final incluy6: 50 mM Tris-
HCI (pH 7,4), 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 5 mM Na4P.07,
50 mM B-glicerofosfato, 10 mM NaF, 270 mM sacarosa, 0,1% B-mercaptoetanol, 1 mM
ortovanadato sodico (NasVOs), 1 mM PMSF y un cdctel inhibidor de proteasas (Sigma).
Este tampdn se preparé en frio y los inhibidores fueron anadidos justo antes de la lisis.

Las células cultivadas en placas de seis pocillos fueron lavadas con PBS frio,
recolectadas por raspado y lisadas con 50 yl de tampdn por pocillo, segun densidad
celular. La incubacion se realiz6 en hielo durante 30 minutos, seguida de centrifugacion
a 300 xg durante 15 minutos a 4 °C para separar el sobrenadante proteico.
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La cantidad de proteina total se cuantifico mediante el método colorimétrico de Bradford
(Bio-Rad), utilizando una curva estandar con albumina sérica bovina (0-20 pg/ul). La
absorbancia se midié a 595 nm y las concentraciones se interpolaron mediante ajuste
lineal.

Las muestras fueron mezcladas con tampon Laemmli 4X para quedar a 1X, seguido de
incubacion a 95 °C durante 5 minutos para lograr la desnaturalizacion completa.

La separacion proteica se llevo a cabo mediante electroforesis SDS-PAGE al 10%, vy la
posterior transferencia a membranas de nitrocelulosa se realiz6 por electrotransferencia
hameda con tampon TGM (Tris, glicina y metanol) a 300 mA durante 90 minutos a 4 °C.

El bloqueo se efectud con gelatina de pescado al 5% durante 1 hora a temperatura
ambiente. Las membranas se incubaron con anticuerpos primarios especificos:

= Anti-TRPC3 (conejo).
= Anti-B-actina (ratén), como control de carga.

Para la deteccion, se usaron anticuerpos secundarios fluorescentes:

= Anti-conejo IRDye 800CW (Li-Cor, 1:5000).
= Anti-ratén IRDye 680RD (Li-Cor, 1:5000).

Las senales fueron detectadas y cuantificadas mediante el sistema infrarrojo LI-COR
Odyssey Fc, que permite andlisis simultaneo en canales de 700 y 800 nm, garantizando
alta sensibilidad y amplio rango dinamico.

Electroforesis en gel de agarosa

Esta técnica se emplea para la separacion de acidos nucleicos basada en el peso
molecular, basada en la migracion diferencial de fragmentos de acidos nucleicos a
través de una matriz porosa de agarosa al someterse a un campo eléctrico. A menor
tamano del fragmento, mas rapida sera su migracion hacia el polo positivo.

La composicion de los geles es de: agarosa al 1,5% (p/v), fundida en 40 ml de buffer
TAE 1X (Tris-acetato-EDTA). La mezcla incluy6 0,6 g de agarosa y se complementd con
4 ul de GelRed a 10.000X, un agente intercalante fluorescente que permite la
visualizacién directa del ADN bajo luz UV, evitando la necesidad de tincion posterior.

El TAE 1x es también empleado como buffer de migracion durante el proceso, ademas,
se cargan marcadores de peso molecular para facilitar el analisis de los resultados. La
electroforesis se ejecuta a 70 voltios inicialmente y se sube hasta los 100 V para dejarlo
correr por una hora aproximadamente.

La visualizacion de los resultados se llevé a cabo mediante luz ultravioleta (UV)
utilizando un transiluminador, observandose bandas fluorescentes correspondientes a
los fragmentos de interés.

Analisis estadistico

Los datos se presentan como medias * error estandar de la media (SEM), indicando
réplicas bioldgicas individuales. No se utiliz6 ningun analisis estadistico previo para
determinar el tamafio de muestra. Las comparaciones entre grupos se realizaron
mediante la prueba t de Student no pareada y bilateral; en los casos en que las
varianzas fueron significativamente diferentes, se aplico la correccion de Welch. Se
consideraron diferencias estadisticamente significativas aquellas con valores de p <
0,05. Para el procesamiento de imagenes y cuantificaciones se empled ImagedJ.
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Resultados

Suprimir el canal TRPC3 altera el perfil transcriptémico inflamatorio

Para comenzar, se estudié el impacto del TRPC3 en la fisiologia de los macréfagos
mediante un re-analisis transcriptomico de los datos de RNA-seq en células THP-1 WT
y TRPC3-KO obtenidos en el repositorio Gene Expression Omnibus (GEO); GSE
accesion number GSE87478.

El analisis de los datos transcriptomicos reveld mas de 150 (95 al alza, 56 a la baja)
genes diferencialmente expresados (DEGs) en las células TRPC3-KO en comparacién
con las WT. Los cambios afectaron rutas relacionadas con la migracién celular, la
sefalizacion por Ca?* el sistema inmune, el metabolismo mitocondrial, la respuesta UPR
y el metabolismo lipidico donde se identificaron alteraciones significativas en genes
involucrados en quimiotaxis, adhesion, remodelado del citoesqueleto y sefializacion 43,

Estos resultados estan representados graficamente en las figuras 1 y 3, que muestran
un diagrama tipo volcano plot con la distribucion de genes activados y reprimidos en
funcidn de su significancia estadistica y magnitud de cambio, y en la figura 4, se llevé a
cabo un analisis de vias KEGG que permitio identificar procesos celulares afectados por
la eliminacion de TRPC3, destacando vias implicadas en el metabolismo lipidico, la
transduccién de sefiales y la respuesta del sistema inmune.
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Figura 3. Representacion de la regulaciéon génica en THP-1 TRPC3-KO. Se muestra un volcano plot representando
los genes diferencialmente expresados tras la eliminacién de TRPC3. En el gréfico se visualiza la distribucién de genes

regulados positiva y negativamente en funcién de su significancia estadistica (-log10 g-valor) y magnitud de cambio (log2
TRPC3-KO/Control).
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Clasificacion de las vias KEGG
TRPC3 KO/Control
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Figura 4. Representacion vias KEGG. Diagrama de barras en el que se reflejan las diferentes rutas estudiadas en el
eje X mientras el eje Y indica el nimero de genes diferencialmente expresados asociados a cada una de ellas, al
comparar macréfagos TRPC3-KO con su control.

La deleciéon de TRPC3 disminuye la respuesta inflamatoria en macréfagos
humanos

Estudios previos utilizando inhibidores quimicos y RNA de interferencia han demostrado
in vitro que TRPC3 participa en la sefalizacion proinflamatoria promovida por la
estimulacién de los macréfagos con LPS 81228, Esta participacion depende de la
activacion del canal por DAG enddgeno favoreciendo la entrada sostenida de Ca?*, y
con ello, la activacibn de vias de sefializacion como NF-kB, promoviendo la
sobreexpresion de genes proinflamatorios como TNF-q, IL-6 y COX-2 81228,

Con el fin de comprobar la hipotesis de partida, se emplearon células monociticas
humanas THP-1, carentes de TRPC3 tras su modificacion genética mediante tecnologia
CRISPR/Cas9. La delecion de este gen fue comprobada a través de inmunodeteccion
proteica en la que, efectivamente, en algunos clones se aprecia la no expresion de la
proteina TRPC3 mediante |la ausencia de la banda correspondiente a su peso molecular,
como podemos ver en la figura 5:
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Figura 5. Western blot de TRPC3 en THP-1 control y en distintos clones Trpc3 KO, empleando B-actina como control de
carga.
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Una vez confirmado el knock-out, tanto las células WT como las KO (D5) fueron tratadas
con LPS, para analizar la expresién de genes proinflamatorios mediante gPCR, asi
como la produccion de mediadores lipidicos en sus sobrenadantes.

Los resultados de esta estimulacién mostraron cémo, en las células WT que si expresan
el canal, el tratamiento con LPS produjo un aumento significativo en los niveles de
expresion de PTGS2, TNFA e IL6 mientras que la respuesta en las células KO estaba
severamente reducida, como se observa en la figura 6.
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Figura 6. Expresion de genes proinflamatorios. Representacion grafica de la expresion relativa, en células THP-1, de
diferentes genes proinflamatorios (PTGS2, TNF-a, IL-6) en THP-1-TRPC3-KO (azul) y wt (rojo), con y sin tratamiento con
LPS durante 4 h. Los datos se presentan como medias t error estandar de muestras independientes (n=3). *p< 0,05,
**p<0,01 (mediante el test estadistico t de Student).

Aunque indicativo, los cambios en los niveles de RNA mensajero no aseguran que se
produzcan los mismos cambios a nivel proteico. Por eso se constaté una amplia
reduccion en los niveles de prostaglandina E», derivado de la accion de la ciclooxigenasa
y PGE sintasa, a través de la cuantificacién por ELISA 24°. Estos hallazgos quedan

reflejados en la figura 7, donde vemos una caida abrupta en la secrecion de PGE: tras
la eliminacion del canal.
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Figura 7. Resultados ELISA competitiva PGE,. Diagrama de barras donde se refleja la diferencia en la secrecién de
PGE,, entre THP-1-TRPC3-KO y wt, con (azul) y sin tratamiento (amarillo) con LPS durante 4 h. Los datos se presentan
como medias + error estandar de muestras independientes (n=3). *p< 0,05 (mediante el test estadistico t de Student).
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Estos cambios significativos en la sefial proinflamatoria refuerzan la hipétesis de que el
canal TRPC3 esta implicado en dicha via, regulando su funcionamiento fisioloégico en
respuesta a LPS 812,

La mutacién en Ser712 impide la regulacion de TRPC3 incrementando la
inflamacion

Investigaciones anteriores han sugerido que la fosforilacion del residuo Ser712 de
TRPC3 podria estar implicada en la regulacion negativa de la actividad del canal,
representando un mecanismo de regulacién postraduccional del mismo. Este residuo
resulta ser una diana especifica para las PKCs y su fosforilacion se asocia con un cierre
funcional del canal "%, Dentro de este contexto, se planted la hipdtesis de que la
sustitucién de esta serina por una alanina no fosforilable, generaria un mutante (S712A)
que, al no poder fosforilarse, hiperactivaria el canal provocando una fuerte senal
proinflamatoria.

A través de la microscopia de fluorescencia confocal, se pudo evaluar la localizacion
subcelular antes y después de la estimulaciéon con LPS. El canal WT se distribuyé por
por la membrana plasmatica y endomembranas como ya ha sido reportado, mientras
que el mutante S712A sufre una acumulacién en la membrana plasmatica, indicando un
papel en la localizacién subcelular del canal, quedando representado en la figura 8:

TRPC3-WT

Figura 8. Andlisis de localizacién subcelular en microscopia de fluorescencia confocal. Las imagenes muestran la
localizacién subcelular de TRPC3 en células HEK293-TLR4 expresando TRPC3-WT-eYFP o TRPC3-S712A-eYFP tras
estimulacién con LPS. El ntcleo esta tefiido en azul (Hoechst 33342).

Funcionalmente, se cuantificaron los niveles de expresion de TNFA y PTGS2 tras
estimulacién con LPS en células HEK-TLR4 que sobreexpresaban TRPC3-WT o el
mutante S712A Los resultados mostraron que las células que expresaban TRPC3-
S712A incrementaban la expresion de los genes TNFA y PTGS2 en mayor medida que
las células que expresaban TRPC3-WT indicando un aumento de la respuesta
inflamatoria. Estos datos se presentan en la figura 9 a, ademas, el analisis de las
fluctuaciones de en el RE mostré una entrada constitutiva de Ca?" en células con
sobreexpresion del mutante TRPC3-S712A previo a la estimulacion con LPS, fendmeno
que no se observaba en células wt o en células que expresaban el fragmento N-ter de
TRPC3 que actua como dominante negativo (figura 9 b).
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Figura 9. Incremento de la respuesta inflamatoria y sefal de Ca** en células HEK293-TLR4 que expresan TRPC3-
S712A tras estimulacion con LPS. a) Representacion grafica en un diagrama de barras donde aparece la expresion
relativa de TNF-ay PTGS2 en el fenotipo wt (verde) y S712A (azul), con y sin tratamiento con LPS. Los datos se presentan
como medias t error estandar de muestras independientes. *p< 0,05 (mediante el test estadistico t de Student). b)
Cuantificacion de los niveles de Ca?* en el RE en funcion del tiempo, tras la estimulacién con LPS, comparando los
grupos wt (verde), S712A (azul) y N-ter (morado).

A la luz de estos datos, podemos afirmar que la fosforilacién del residuo Ser712 es
relavante en la regulacion negativa del TRPC3, ya que la mutacion TRPC3-S712A
impide la inactivacion fisioldgica del canal, desregulando la homeostasis de Ca?*, e
incrementando la respuesta inflamatoria &17:38,
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Varias isoformas de PKC cambian su localizacion subcelular tras la estimulacion
con LPS

La hipdtesis que se plantea en este trabajo es identificar, si la hubiera, la PKC mas
relevante en el proceso proinflamatorio mediado por el TRPC3. A continuacion, se
realizdé un analisis de localizacion subcelular de diferentes isoformas de la PKC, tras
tratamiento con LPS, y se observé como la PKCa se transloca a la membrana
plasmatica, mientras que la PKCe se dirige preferentemente a regiones perinucleares y
al reticulo endoplasmico, compartimento donde también se localiza funcionalmente
TRPC3 &2, El resto de isoformas de PKC analizadas en estas condiciones no parecen
variar su localizacion. Estos datos se representan figura 10.

Convencionales Noveles Atipica

PKCa PKCBII PKCy PKCS PKCe PKCn PKCC
10 pr 10 pm

Figura 10. Localizacion subcelular de las isoformas de PKC en respuesta a LPS. Andlisis de localizacion de las
diferentes isoformas de la PKC tras la exposicién a LPS, en células HEK293-TLR4 que expresaban las distintas isoformas
de PKC fusionadas a mCherry (rojo) donde el nicleo aparece en azul (Hoechst 33342).

CONTROL

LPS

Por ello, nos centramos en el estudio de la PKCa y PKCe ya que las otras no
experimentan cambios tras la estimulacion.

Para intentar distinguir el papel de PKCa. y PKCe se estudio la dinamica de Ca?* del RE,
en células tratadas con inhibidores con diferente especificidad para estas subclases:
G66976 que inhibe cPKCs, y G66983 que inhibe cPKCs y nPKCs.

Los resultados mostrados en la figura 11 indican que tan solo el inhibidor G66983
recapitulaba el comportamiento del mutante TRPC3-S712A (figura 9b). Estos resultados
indican que debe haber una PKC novel implicada en la regulacion negativa del canal
TRPC3.
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Figura 11. Efecto de los inhibidores especificos de PKC. Se sefialan los cambios de la relacién FRET/CFP a lo largo
del tiempo, tras la estimulacién con LPS, de los grupos control, G66983 (PKC noveles) y G66976 (PKC clasicas), en
células HEK293-TLRA4.

La activacion de PKC estéa estrictamente regulada y suele ser de corta duracion, lo que
conduce a una fosforilacion rapida pero transitoria de sus sustratos '34. Esta
fosforilacion a menudo es revertida rapidamente por fosfatasas celulares, lo que dificulta
capturar dichas interacciones mediante ensayos tradicionales de inmunoprecipitacion.
En el caso de TRPC3 y PKC, esta naturaleza transitoria sugiere que la
inmunoprecipitacién puede no ser el método mas adecuado para estudiar su interaccion.

Como se muestra en la figura 12, la redistribucion subcelular de las isoformas de PKC
parece ser un mecanismo regulador clave durante la estimulacion con LPS. Por ello, se
decidié emplear ensayos FRET para monitorizar la interaccién entre TRPC3 e isoformas
especificas de PKC en ensayos por microscopia confocal en células fijadas. Con este
fin, coexpresamos TRPC3-eYFP junto con PKCa-mCherry o PKCe-mCherry, tratamos
las células con PMA durante 10 minutos para inducir la maxima translocacién de PKC a
la membrana, ya que este es un potente analogo del DAG y luego analizamos la
eficiencia FRET mediante fotoblanqueo del aceptor (mCherry) para evaluar la
proximidad y la posible interaccion. Los resultados mostraron que PKCa interactia con
TRPC3 en la membrana plasmatica, mientras que PKCe interactia con TRPC3 en
endomembranas. El control positivo de FRET consistié en una proteina de fusion eYFP-
mCherry y un control negativo de eYFP y mCherry coexpresados por separado.
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Figura 12. Colocalizacion y analisis de FRET entre PKCs y TRPC3. a) Analisis de colocalizacion de TRPC3 (verde)
y las isoformas PKCa y PKCz, (rojo) mediante microscopia confocal y ensayo FRET, en HEK-TLR4 estimulados con
PMA. b) Gréfica de barras donde se representa la eficiencia de FRET. Los datos se presentan como medias + error
estandar de muestras independientes (n=8).
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Ya que solamente PKCg parece cambiar su localizacion en respuesta a LPS e
interacciona de manera directa con TRPC3 y para profundizar en el mecanismo de esta
regulacién negativa, se silencié PKCe mediante siRNA. La ausencia de PKCg provoco,
de nuevo, un aumento claro en la entrada de Ca?" a través de TRPC3 tras la
estimulacién con LPS. Es decir, al eliminar la accion de esta quinasa, se observa un
aumento en la actividad del canal, posiblemente debida a una mayor localizacién en la
membrana plasmatica. El silenciamiento fue validado por Western blot (figura 13 a), y el
incremento en la actividad del canal fue confirmado mediante la medicion de la sefal
FRET del sensor camaledn de Ca?* del RE (figura 13 b) 720,
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Figura 13. Efecto del silenciamiento de PKCe. a) Western blot para analizar la expresiéon de PKCe durante el
silenciamiento génico de PRKCE en macréfagos THP-1, utilizando B-actina como control de carga y un control negativo
para el silenciamiento (siRNA-Neg). b) Gréafico que representa la relacién FRET/CFP en el trascurso temporal indicado,
tras el tratamiento con LPS, comparando el siRNA-PRKCE con un control negativo.
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Estos datos refuerzan la idea de que PKCe funciona como un inhibidor de TRPC3,
modulando su actividad mediante fosforilacién del residuo Ser712. Gracias a este
control, la célula evita una activacion excesiva del canal y una respuesta inflamatoria
desproporcionada, lo que demuestra la importancia de esta via como mecanismo de
contencién dentro del sistema inmunoldgico innato 817:20,
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TRPC3 participa en la fagocitosis

Explorado el papel del canal TRPC3 en la regulacion de la inflamacién, se investigé otro
proceso fisiolégico de eliminacién de patdégenos como era su posible papel en la
fagocitosis . Estudios recientes, sugieren que existe movilizacién del canal TRPC3 a
los fagosomas durante la captacion de particulas, regulada por sefiales dependientes
de DAG generado por la Lipina-1 81231,

Para ello se realizé un ensayo de fagocitosis sincronizada de particulas de zymosan,
comparando la respuesta de macrofagos peritoneales provenientes de ratones wt o fid,
empleando anticuerpos fluorescentes para su visualizacion mediante microscopia
confocal.

Tal y como se aprecia en la figura 14, tras la estimulacién con zymosan, las células WT
presentaron una fuerte colocalizacién entre TRPC3 y PKCe en la vesicula fagocitica,
efecto que fue mucho menor en el caso de las fld.

Hoechst TRPC3 ‘
b~
=

O um

Hoechst TRPC3 | PKC Merge

Figura 14. Ensayo de fagocitosis. Analisis de colocalizacion de TRPC3 y PKCe en macrofagos, durante la fagocitosis
de particulas de zimosan, comparando células wt (arriba) con células provenientes de animales fld (abajo). Las tinciones
fluorescentes provienen de marcajes con anticuerpos anti-PKCe (verde) y anti-TRPC3 (rojo). Los nucleos se marcaron
con Hoechst 333342 (azul).

La colocalizacion estudiada en este ensayo demuestra que TRPC3 y PKCe se localizan
en la misma region durante las fases iniciales de la fagocitosis (formacién de copa
fagocitica). Esto sugiere que probablemente exista una relacién funcional entre ambos,
al no verse una relacién tan estrecha cuando se analiza esta colocalizacién en
macroéfagos fld. Por ello, es posible que la generacion de DAG por la Lipina-1 sea
relevante a la hora de dirigir este proceso 8.
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Discusion

Los resultados obtenidos en este trabajo confirman el papel proinflamatorio del canal
TRPC3 en macrofagos humanos diferenciados a partir de la linea THP-1, en
consonancia con estudios previos que ya lo describian como un efector de la via de
sefalizacion DAG-Lipina-1 8. En nuestro modelo, la eliminacion de TRPC3 mediante
edicién génica en las THP-1, di6 lugar a una marcada disminucién de la expresion de
citocinas proinflamatorias tras la exposicion a LPS, lo que coincide con la propuesta de
que TRPC3 es necesario para activar el factor de transcirpcién NF-kB y sostener la
transcripcion de genes proinflamatorios 228, Ademas, esta disminuciéon se tradujo
funcionalmente en una reduccién significativa en la produccion de prostaglandina E,,
mediador lipidico clave en la inflamacion aguda, cuantificada mediante ELISA
competitivo 4546, La respuesta alterada de las células TRPC3-KO indica que la entrada
de Ca?" mediada por TRPC3 es un paso critico para la activaciéon del proceso
inflamatorio, en linea con lo descrito en trabajos previos y respaldado por nuestros datos
propios de expresion de PTGS2 y secrecion de PGE, 14

Ademas de su papel como canal de entrada de Ca?*, TRPC3 regula procesos mas
amplios relacionados con la fisiologia del macréfago. Estudios transcriptémicos previos
han demostrado que su ausencia altera la expresién de mas de 150 genes asociados a
la respuesta inmune, migracion, metabolismo mitocondrial y estrés del reticulo
endoplasmico 153,

Uno de los principales objetivos de este trabajo fue validar la fosforilacion en Ser712
como un mecanismo postraduccional negativo sobre TRPC3. La sobreexpresion del
mutante S712A, que no puede ser fosforilado en dicha posicion, resulté en un aumento
significativo de la sefial de Ca?* basal del RE, incluso en ausencia de estimulo "7, Esto
concuerda con estudios anteriores que indican que la fosforilacion de Ser712 limita la
apertura sostenida del canal y evita la entrada excesiva de Ca?* al citosol. Por tanto, los
datos obtenidos refuerzan la hipétesis de que la fosforilacion de este residuo constituye
un mecanismo fisioldgico clave para evitar una inflamacién patolégica prolongada &1°.

En estas condiciones, se ha descrito anteriormente la entrada constitutiva de Ca?* al
citosol y posteriormente al propio RE, estableciéndose un mecanismo compensatorio
para proteger la homeostasis celular 5354, La exposicién a LPS de células que expresan
TRPC3-S712A, provoca un aumento significativo de la produccion de mediadores
proinflamatorios como TNFa, hecho constatado a través de sus niveles de ARNm,
reforzando la hipétesis de que la fosforilacion en el residuo Ser712 no solo regula la
actividad del canal, sino que controla su distribucién subcelular, representando un
mecanismo clave en la regulacion de las vias proinflamatorias.

Otro hallazgo relevante es la identificacion de PKCe como la quinasa responsable de la
fosforilacion negativa de TRPC3. Diversas observaciones respaldan esta conclusién: en
primer lugar, ensayos FRET realizados en células HEK-TLR4 mostraron una interaccion
directa entre TRPC3-eYFP y PKCe-mCherry, lo que evidencia una proximidad funcional
entre ambas proteinas. En segundo lugar, la inhibicion de PKCs noveles mediante
G066983 provoco la misma dinamica de Ca?* de RE que el mutante S712A, mientras que
el inhibidor G66976, mas selectivo para PKCs clasicas, no tuvo efecto, lo que apunta a
una regulacién especifica por parte de isoformas noveles como PKCe 83, Estos
resultados son consistentes con el hecho de que PKCg, altamente sensible al DAG,
colocaliza con TRPC3 en el reticulo endoplasmico, compartiendo compartimentos
subcelulares estratégicos para la regulaciéon de Ca?* 203,

El silenciamiento génico de PKCe mediante siRNA especifico también corrobord su
implicacion directa. A concentraciones de 50 nM, se observdé una reduccion
practicamente total de la expresién de PKCe que, de nuevo, recapituld el papel del
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mutante S712A en la fosforilacion del canal, demostrando que es PKCe quien actlua
funcionalmente como modulador negativo de la actividad del canal 2°%°. Estos datos
fueron reforzados por microscopia confocal, donde se observo la interaccién de PKCe
con TRPC3, y la colocalizacion en fagosomas en etapas iniciales de fagocitosis de
zymosan 429,

El analisis conjunto de estas observaciones permite proponer un modelo de
retroalimentacién negativa en el que el DAG generado por Lipina-1 en compartimentos
intracelulares activa tanto a TRPC3 como a PKCe en macréfagos humanos estimulados
con LPS, especialmente en regiones como el RE (figura 15). La actividad de PKCg, a su
vez, conduce a la fosforilacion de Ser712 en TRPC3, cerrando el canal y controlando
asi la duracion y magnitud de la sefial de Ca?* &', Este circuito de retroalimentacion es
esencial para mantener la homeostasis celular y evitar respuestas inflamatorias

exageradas, como se ha demostrado en modelos de inflamacion cronica y estrés celular
13,31

Ca*
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Figura 15. Mecanismo de retroalimentacion negativa DAG-TRPC3-PKCe. Esquema que representa un mecanismo
de retroalimentacién negativa en macréfagos, donde el DAG activa simultaneamente al canal TRPC3 y a la quinasa
PKCe. Esta, a su vez, fosforila e inhibe a TRPC3, modulando su actividad durante la respuesta inflamatoria.

Desde una perspectiva traslacional, la identificacién de este eje DAG-TRPC3-PKCe
abre nuevas posibilidades terapéuticas. En enfermedades inflamatorias crénicas, la
disfuncion de la via Lipina—TRPC3 puede conllevar una activacién descontrolada de la
respuesta inmune innata. El uso de inhibidores selectivos de TRPC3 o moduladores
especificos de PKCe podria permitir el disefio de terapias dirigidas que limiten la
inflamacion sin comprometer completamente la sefializacion del Ca?* %3°, Del mismo
modo, la caracterizacion de mutaciones en residuos reguladores como Ser712 podria
tener valor diagndstico en contextos de inflamacién crénica.

Con todos los datos expuestos, los resultados de este trabajo amplian el conocimiento
sobre los mecanismos moleculares que regulan la inflamacién en macréfagos
humanos, confirmando el papel dual de TRPC3 como efector y regulador, y
posicionando a PKCe como una pieza clave en su control postraduccional.
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Conclusiones

El canal TRPC3 actia como un efector clave en la respuesta inflamatoria de
macrofagos humanos, contribuyendo a la expresién de genes proinflamatorios y
a la produccion de mediadores como PGE,.

La fosforilacion del residuo Ser712 representa un mecanismo postraduccional
relevante para el control de la actividad del canal TRPC3. Los datos
experimentales muestran que la mutacion S712A, que impide dicha fosforilacion,
potencia la actividad basal del canal, confirmando su papel regulador.

La quinasa PKCe participa activamente en la regulacion negativa de TRPC3.
Mediante ensayos de inmunofluorescencia y silenciamiento génico, se
demuestra que esta isoforma novel de PKC interacciona funcionalmente con
TRPC3 y modula su actividad.

Desde un punto de vista traslacional, este eje representa una diana potencial
para la modulacion farmacolégica de la inflamacion. La inhibicion selectiva de
TRPC3 o la manipulacién de su regulaciéon por PKCe podrian ofrecer nuevas
estrategias terapéuticas en enfermedades inflamatorias crénicas.
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