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Resumen

Las células del epitelio pigmentario tienen una funcion clave como reguladoras de la
homeostasis retiniana y constitucion de la barrera hemato-retiniana. Se ha descrito
previamente en la literatura que estas células presentan ondas de calcio intracelulares
implicadas en los procesos fisioldgicos retinianos. Aunque se supone que en la génesis y
extension de la onda de calcio estan implicados tanto factores intracelulares como
paracrinos, los datos existentes en la literatura no son concluyentes. Por otro lado, la
supuesta participacion de los depdsitos de calcio intracelulares (reticulo endoplasmatico)
en la extension de la onda se ha estudiado s6lo de modo indirecto, por lo que, para
esclarecer los mecanismos implicados en el origen y propagacion de la onda de calcio, se
elaboro este trabajo en el que se realizaron mediciones de calcio directas y simultdneas en
citosol y en reticulo endoplasmético mediante los sensores fluorescentes de calcio Fura-2
y erGAP3.

Se transfectd la linea ARPE-19 para conseguir un clon estable cuya caracteristica
fuera la expresion en reticulo endoplasmatico de la sonda de calcio fluorescente erGAP3.
Se llevaron a cabo los experimentos en un microscopio de epifluorescencia con el cultivo
de las células en monocapa, con estimulacion mecanica. Para demostrar la implicacion de

los distintos receptores y canales celulares se utilizaron diversos farmacos y condiciones.

Los resultados obtenidos parecen indicar que el inicio de la onda de calcio se produce
a través de la liberacién de ATP desencadenada por la estimulacion mecéanica, por lo que,
con la inhibicién de los receptores purinérgicos con suramina y la degradacién de ATP por
la apirasa, se obtiene una disminucion de intensidad de la onda y de su propagacion. La
implicacion de las conexinas se estudid mediante células no confluentes y con el bloqueo
mediante carbenoxolona; se obtuvo como resultado la onda de calcio sin aportacion de

calcio desde el reticulo.

Podemos concluir que en las células ARPE-19/erGAP3 la propagacion de la onda en
las capas mas proximales depende de las conexinas y en las capas mas distales de la

activacion de los receptores purinérgicos mediante el ATP extracelular.

Palabras clave: epitelio pigmentario retiniano, onda de calcio intercelulares, sensores de

calcio, reticulo endoplasmatico.



Introduccion

La linea celular ARPE-19 es una linea celular procedente del epitelio pigmentario de
la retina (EPR) de origen humano (1). Esta linea celular fue establecida a partir de cultivos
primarios de ERP y son células que forman un epitelio monoestratificado, polarizado y con
un cariotipo normal. EI EPR posee un papel muy importante en el mantenimiento fisiolégico
de la retina, particularmente de los fotorreceptores (2). Es la capa mas externa de la retina
y entre sus funciones destacan el trasporte de nutrientes desde la coroides, el
establecimiento de la barrera hemato-retiniana y la absorcién de luz dispersa (3). Es
importante resaltar que el EPR fagocita los segmentos externos de los fotorreceptores,

ademas de liberar factores tréficos que promueven la diferenciacién y supervivencia de
dichas células (4).
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Figura 1: EPR. Su posicion intrarretiniana con relaciéon a los fotoreceptores y sus

canales relacionados con el calcio y con posible implicacion en las ondas a estudio.

En este tipo celular, se ha descrito la presencia de ondas de calcio (intercellular
calcium wave — ICW) (5,6) generadas mediante estimulacion mecanica y farmacoldgica. En
dichas ondas de calcio se observa un rapido incremento de la concentracion de calcio
intracelular, que se expande alas células vecinas (7). Son ondas de calcio similares a las
anteriormente descritas en células tales como hepatocitos (8), células gliales (9) o
epiteliales (10).



Figura 2: Estimulacién mecanica con pipeta sobre el cultivo monocapa de ARPE-
19.

Siendo el calcio una de las moléculas mas importantes como segundo mensajero en
la sefalizacion celular y relacionada su accién con la diferenciacion celular, la apoptosis y
la liberacion de factores de crecimiento, se remarca la importancia del estudio de dichas
ondas de calcio que, se piensa, se propagan por varias vias, ya sea a través de uniones

GAP o desde el exterior celular mediante un modo paracrino (6).

El tamafio y la velocidad de propagacion de la onda dependen tanto de la naturaleza
y fuerza del estimulo inicial, como de su mecanismo de extension, en el que se implica a

células contiguas.

En este proyecto se investiga el mecanismo mediante el cual se induce y propaga esta
onda de calcio que aparece en cultivos monocapa de células de epitelio pigmentario de la
retina humana, concretamente en la linea ARPE-19, a través de estimulacién mecanica
mediante mediciones simultaneas de los niveles de calcio citosolicos y reticulares mediante
el empleo de los sensores fluorescentes Fura2 (citosélico) y GAP3.7 (reticulo
endoplasmatico - RE) (11,12).
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Figura 3: Sensor de Ca2" GAP. Introducido en lalinea celular mediante transfeccién
viral, el sensor de calcio erGAP3 es la unién entre GFP (green fluorescent protein)

y la proteina AEQ (apoaequorin).



Este estudio tiene como obijetivo aclarar la base y la cinética de las ICW, en concreto,
el inicio de la onda de calcio, la propagacion intracelular, la propagacion intercelular y la

generaciéon de segundos mensajeros.

El comienzo de la onda, por norma general, se inicia con un aumento de la
concentracion del calcio intracelular, aunque se han documentado activaciones de la onda
en medio libre de calcio (6), lo que afiade una via alternativa de sefializacion intracelular en
la que estaria implicado el IP3 como segundo mensajero. De manera intracelular se
involucran los receptores de calcio presentes en el RE, el receptor de IP3 y el receptor de
rianodina. El primero de ellos posee tres isoformas diferentes con distinta susceptibilidad a
la concentracion de calcio, pero comparten el aumento de sensibilidad a calcio por aumento
de calcio y un reclutamiento de receptores IP3 contiguos, ademas de estar influenciados
por la concentracion de ATP citoplasmatico, como los receptores de rianodina (RyR). El
receptor presente en las células del RPE es IP3Rs (13). Los receptores RyR poseen dos
isoformas, dependen, de nuevo, de la concentracidon de calcio en citosol, con activacion
con concentraciones micromolares y la inhibicion con concentraciones milimolares (RyR2)
y molares (RyR1); la sensibilidad del RyR a CICR (Ca?* -induced Ca?*release - CICR) (14)
es mayor al disminuir la concentracién de calcio en el lumen del RE y se inhibe con el
aumento de este ion. Otros canales implicados en la liberacion de calcio serian los canales
de policistina-2 (Transient Receptor Potential — TRPP2) (15,16). También remarcar que el
calcio liberado de esta organela sera reintroducido mayoritariamente a traves de la bomba
de Ca?*, dependiente de ATP al RE (Sarco/endoplasmic reticulum Calcium-ATPase -
SERCA).

Como se ha resefiado inicialmente, hay dos principales vias para la propagacion de
la ICW intercelular. La via paracrina mediada por la liberacion de ATP, cuya liberacion es
tipicamente vesicular, pero en las células no neuronales, puede ser no vesicular (17), como
a traves de proteinas CFTR (chloride (CIl-) channel cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator), por ejemplo presentes en células del epitelio respiratorio (18). El
ATP puede activar receptores ionotrépicos (P2X) o metabotropicos (P2Y); los receptores
P2Y son los estimulados en la ICW, tras lo cual activan proteinas G que promueven que la
enzima PLC-B (Phospholypase C ) genere IP3. El resultado final es la liberacion de calcio
desde el RE gracias a IP3R. En el RPE esta presente el tipo metabotropico P2Y2 (19,20).

Las uniones GAP o0 conexinas, proteinas implicadas en uniones célula-célula y, a

través de las cuales se interconecta el citoplasma de dos células adyacentes, podrian estar
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implicadas en la propagacion intercelular (6,7), ya que proporcionan una via de difusion
directa entre las células para todas aquellas moléculas con un tamafio molecular menor a
43 kDa (21), por lo que tanto el calcio como el IP3 serian permeables a través de estas
conexinas, aunque se puede resefiar una diferencia destacable entre ambas moléculas,
mientras el IP3 no se quela por ninguna proteina presente en el citosol, para el calcio si que
existen proteinas quelantes y que limitarian su difusién espacial, siendo la circulacion de

este ion mas lenta y restringida.



Materiales y métodos

Cultivo celular

Los experimentos se llevaron a cabo en una linea celular humana comercializada de
EPR (ARPE-19. Donada por el IOBA). Se cultivaron en un Medio de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM/F12, Invitrogen-Gibco, Paisley, UK), suplementado con 10% (vol/ivol) de
suero fetal bobino, 2 mM L-glutamina, 100 pg/mL estreptomicina, 100 U/mL penicilina, y 5
Mg/ml PlasmocinTM (InvivoGen). Las células se cultivaron a 37°C en una atmdsfera con 5%
de COa2.

Para los experimentos se sembraron las células en cubreobjetos de 18 mm de
didmetro revestidos de poli-L-lisina a una densidad de 200-300 células/mm? en gota. Las
células sembradas se usaron de 2-4 dias in vitro (DIV) tras alcanzar el cultivo la confluencia.

Para la realizacién de los experimentos se emplearon células del pase 13 al 23.

Creacion del clon estable

La obtencién de un clon celular estable con expresion de la proteina GAP3.7 como
sensor de calcio reticular se realiz6 de la siguiente manera: se sembraron células de la linea
celular ARPE-19 (pase 9) en una placa de Petri p100, cuando el cultivo alcanz6 el 80% de
confluencia dichas células se transfectaron con 3 pg de crDNA3 GAP3.7kdel usando
lipofectamina 2000 (Invitrogen), en proporcion 1:3 en un medio DMEM + 10% FBS.
Después de 24 horas, se cambié el medio de cultivo a un medio de cultivo (DMEM + 10%
FBS) suplementado con el antibidtico G-418 (geneticina, [800 ug/ml]), seleccionando de
esta manera aquellas células que, al transfectarse con el gen de interés, se han dotado de
resistencia al antibiético. Después de 2-3 dias la poblacion de células GFP positivas fue, a
su vez, purificada mediante citometria de flujo (BD FACSariaTM) con el objetivo de
separacion celular o sorter, utilizando para ello el laser violeta a 403 nm. Las células

seleccionadas se reseleccionaron con el G-418 presente en el medio.

A partir de las colonias que presentaban una mayor expresiéon de GAP3.7,
determinado por su intensidad de fluorescencia, se aislaron células (mediante digestién de
la colonia con tripsina) con las que se generaron diferentes clones estables, obteniéndose

de esta manera tres clones estables con una buena expresion de GAP3.7. Finalmente,



comparando el nivel de expresion y el porcentaje de células expresando GAP3.7, se decidio

hacer el estudio con el clon n°® 2.

Mediciones de calcio

Células ARPE-19 sembradas sobre cubreobjetos de 18 mm de diametro se situaron
sobre el estativo de un microscopio invertido Nikon Diaphot equipado con un objetivo de
20x PlanApoUV (NA 0,7; Olympus). Las células fueron perfundidas con un medio
extracelular estandar de la siguiente composicion (en mM): NaCl 145, KCI5 ,1 CaCl2, 1
MgCI2, glucosa 10, y 10 HEPES-Na (pH 7,4); a 22-25°C y con una velocidad de flujo de 5-
6 ml/min. Para realizar las mediciones de la fluorescencia minima se perfundié un medio
extracelular sin calcio, al que se le afiadié 0,5 mM EGTA, 100 uM ATP y 10 uM TBH.

En los experimentos con parada de flujo se cerraron las valvulas de perfusion,
manteniendo un volumen de medio extracelular sobre el cristal de alrededor de 700-800 pL.

Para registrar la [Ca?'Jre mediante el sensor ratiométrico GAP, las células se epi-
iluminaron alternativamente a 403 y 470 nm (por medio de los filtros 403/12 DFy 470/25
DF y de un espejo dicroico DM500) excitandose la GAP a ambas longitudes de onda y
recogiéndose la luz emitida por encima de 520 nm (LP520) por medio de una camara

Hamamatsu C4742-98, todo ello controlado con el software PCI 6.6 Simple Hamamatsu.

Para el registro simultdneo de [Ca?']re y [Ca?']i se incubaron las células ARPE-
19/erGAP3.7 durante 45 min con Fura-2 AM (4-8 uM, Molecular Probes) en 200 ul de
solucién extracelular. Tras el tiempo de carga, las células se lavaron abundantemente en
solucion extracelular. El registro simultdneo se hizo excitando las células a 380 y 470 nm
por medio de los filtros 380/10 y 470/25 DF y el espejo dicroico DM500, recogiéndose la luz
emitida por encima de 510 nm (LP520).

También se realizaron mediciones de la [Ca2+] en las células ARPE-19 en un
microscopio directo Zeiss Axioplan equipado con un objetivo 20x (W-Achroplan, Zeiss; NA

0,5), en el que las células se excitaron secuencialmente a 405 y 470 nm, y cuya
fluorescencia emitida se leyé a > 590 nm (LP590).

Las imagenes obtenidas se analizaron digitalmente mediante el software libre ImageJ.
La razdn AF470/AF403 se utilizd como un indice de la [Ca?']re, expresado generalmente
como R/R0O. Cuando no fue posible medir el ratio, los resultados se expresaron como AF/FO
0 (AF-Fm) / (FO-Fm). Tanto FO como RO fueron el promedio de los valores de fluorescencia
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obtenidos durante los primeros 5-10 fotogramas, siendo Fmin el valor minimo promedio de
fluorescencia obtenido mediante perfusion de medio sin calcio (0 Ca?*+ 0.1 mM EGTA, 10
mM TBH y 100uM ATP).

Inmunofluorescencia

Para corroborar la localizacion del sensor de calcio GAP3.7 en el RE, cultivos de
ARPE-19 se fijaron en paraformaldehido al 4% durante 20 minutos, tras 3 lavados con PBS,
las células fueron permeabilizadas con Tx-100 al 0.5% y bloqueados los sitios de unién
inespecifica con suero de cabra al 10% durante 20 minutos. Posteriormente, las células
fueron incubadas durante toda la noche (a 4°C) con el anticuerpo primario anti-calreticulina
(1:200; Ac policlonal de conejo frente a la calreticulina). Tras 3 lavados con PBS, las células
fueron incubadas con el anticuerpo secundario de cabra anti-conejo AF568, 1:500 1h.
Después, las células fueron lavadas con PBS 3 veces durante 5 minutos y, acto seguido,

montadas para su posterior visualizacion al microscopio de epifluorescencia.

Estimulacion mecanica

La estimulacion mecanica se llevd a cabo al tocar y presionar fisicamente la
membrana celular de la célula diana, con pipetas de patch-clamp en cuya punta se situé un
hilo de tungsteno (0.075 mm @) afilado mediante electrolisis. Con objeto de asegurar una

estimulacion constante e uniforme en todos los experimentos, el estimulo mecanico fue de
tal magnitud que originaba la rotura de la célula diana.



Resultados

Através de la linea celular ARPE-19, se puede estudiar de manera in vitro, la fisiologia
del epitelio pigmentario retiniano con su cultivo en monocapa y ademas mediante la

utilizacién de estimulacion mecénica, podriamos simular lo que in vivo serian los dafios
intraoculares como el desprendimiento de vitreo o el retiniano.

En primer lugar, se cre6 un clon estable de la linea ARPE-19 expresando el sensor de
calcio GAP en el RE para realizar las mediciones de este i6n en esta organela. Para
corroborar la correcta localizacion del sensor de calcio GAP en el reticulo endoplasmatico
del clon estable ARPE-19/erGAP3 generado, se realiz6 una inmunocitoquimica. Enla figura
4 podemos observar como el patrén de fluorescencia de la GAP coincide con el de la tincién
frente a la proteina calreticulina, denominada asi por su unién a ién calcio y su localizacion
en el reticulo endoplasmético (22). El solapamiento de las sefiales debidas a la GAP y
calreticulina indicaria la correcta localizacién del sensor de calcio GAP3 dentro del RE de
las células ARPE-19 del clon generado.

Figura 4: Inmunocitoquimica en células ARPE-19/erGAP3 frente a la calreticulina.

En el panel central se observa la sefial debida al anticuerpo anti-calreticulina (rojo).
En el panel de la derecha, la sefial fluorescente del sensor erGAP3. En el panel de
la izquierda, se muestra la sefial combinada de erGAP3 y el anticuerpo anti-
calreticulina, coincidiendo el patron de reticulo endoplasmético en ambas (MERGE

- amarillo). Tincién de los nicleos celulares con DAPI (azul).

Previamente en la literatura, se demostrd la implicacién de los receptores purinérgicos
en la génesis de la onda de calcio inducida por estimulacion mecéanica en cultivos de células
ARPE-19 (19,23). Por lo que, para confirmar la presencia de receptores funcionales de
este tipo en la linea celular trasfectada, se caracterizd su respuesta a diferentes
concentraciones del agonista no especifico de receptores purinérgicos, ATP (24),

realizandose un estudio dosis-respuesta de estas células frente a dosis crecientes de ATP.
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Figura 5: Grafica dosis-respuesta obtenida en respuesta a breves aplicaciones (30s)
de diferentes concentraciones de ATP. En las graficas izquierdas, se registrd
simultdneamente la [Ca?*] en citosol con FURA-2 (trazado superior) y en el reticulo
mediante erGAP3 (trazado inferior). En la grafica de la derecha el registro resulta
de la medicion de las dos longitudes de onda del sensor GAP, expresado mediante
el ratio. Los registros muestran una respuesta dosis dependiente inducida por
concentraciones comprendidas entre 0,01-100 uyM de ATP (barras superiores). El
registro de Fura-2 a 380 nm se ha inwertido para facilitar la comprension de la
gréfica. Al final del experimento y con objeto de obtener la fluorescencia minima
(Fmin) se aplicé una solucién sin Ca?* y conteniendo 0,5 mM EGTA, 100 uM ATP,
10 pyM TBH con objeto de vaciar completamente de calcio el reticulo

endoplasmatico.

Como puede observarse en la figura 5, las células fueron estimuladas con
concentraciones crecientes de ATP, siendo la duracion de los estimulos de 30s y estando
los mismos separados por periodos de lavado para garantizar un retorno a la basal de la

respuesta.

Al final de los experimentos se obtuvo la Fmin depletando completamente el calcio del
RE al perfundir las células con un medio libre de calcio y en presencia de 0.5 mM de EGTA,
10 uM TBH y 100 uM de ATP.

En la figura 5 se observa como concentraciones de ATP por debajo de 1 uM no
generan incrementos significativos del calcio citosdlico, siendo las respuestas

progresivamente mayores a concentraciones mayores de 1uM y alcanzdndose la
11



respuesta maxima en torno a 100 uM. A nivel reticular, el umbral de respuesta se sitla
también a concentraciones de ATP de 1 uM, obteniéndose también la respuesta maxima
con 100 uM de ATP; concentracién con la que se alcanza practicamente un depletado

completo del calcio del RE.

Por otro lado, se aprecia claramente que, aunque el inicio de la respuesta al agonista
es el mismo para citosol y RE, el pico maximo de la respuesta en el citosol se alcanza
mucho mas rapidamente que en el RE.

FURA-2 (380 nm) GAP3.7 (470 nm)
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Figura 6: Efecto sobre la onda de calcio de la aplicacién de suramina (antagonista

de los receptores purinérgicos), apirasa (enzima que degrada el ATP), brefeldina A
(inhibe el trasporte de proteinas desde el RE al aparato del Golgi) y flujo, en
comparacion con la estimulacion en condiciones estandar. En los paneles
superiores se muestra la respuesta de calcio maxima alcanzada en citosol y reticulo
(en las capas celulares NB1 a NB7) tras la estimulacién mecéanica en condiciones

estandar o en presencia de los farmacos nombrados: primero, la respuesta de las
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células ante la estimulacion mecanica en condiciones estandar (verde); segundo, la
respuesta tras la incubacion de 100 uM de suramina durante 15 minutos (azul);
tercero, la respuesta a la degradacion extracelular del ATP mediante la incubacion
de 1 uM de apirasa durante 15 minutos (rojo); en cuarto lugar, la perfusion de medio
con calcio 1 mM a velocidad de flujo 6 ml/min (amarillo) y por dltimo, la respuesta al
blogueo de trasporte intracelular de vesiculas con la incubacion de 60 min de
brefeldina A 2 ug/mL (morado). La gréfica de la izquierda muestra los picos de
maxima intensidad mediante el sensor citosélico Fura-2 y en la derecha se
encuentran las intensidades referentes a la medicion mediante el sensor GAP
reticular; ambas representados con datos normalizados y barras de error estandar
muestral. En las imagenes inferiores, las ondas intercelulares de calcio inducidas
por estimulacion mecanica que son dependientes de ATP liberado al medio
extracelular, desde 10 segundos antes de la estimulacion, en la estimulacion (0 s)y
posteriormente cada 10 hasta los 70 segundos. A la izquierda, se encuentran las
mediciones realizadas mediante el sensor Fura-2 referentes al citosol. A la derecha,

las imagenes tomadas del sensor reticular GAP.

El origen de la onda de calcio podria estar en la activacion de receptores purinérgicos
por el ATP liberado al medio extracelular por la célula estimulada mecanicamente y que

daria lugar a la liberacion de calcio desde el RE mediante la activacion de los receptores
de IP3.

Con objeto de verificar si los receptores purinérgicos estan implicados en la génesis
de la onda de calcio inducida por estimulacion mecéanica en estas células, se estimularon
las células mecanicamente en presencia del inhibidor de receptores purinérgicos suramina.
Como se observa en la figura 6, la incubacion de las células ARPE-19/erGAP3 durante 15
minutos en un medio conteniendo suramina a 100 M produjo una disminucion de la
respuesta citosolicay reticular en las capas celulares desde NB2 respecto a las condiciones

estandar (estimulacion mecanica sin flujo en medio con calcio 1mM).

Con la misma idea de bloguear la onda de calcio intracelular via receptores
purinérgicos, se decidio realizar los experimentos en presencia de apirasa, una enzima que
degrada el ATP (figura 6). La incubacion de las células durante 15 minutos con 1 uM de
esta enzima produjo una inhibicion de la onda de calcio generada por estimulaciéon
mecanica, indicando que los receptores purinérgicos estarian implicados en la génesis de
la onda y en su propagacion. A través de la apirasa se consigue la degradacion del ATP
liberado al medio extracelular, por lo que los receptores P2Y2 no se activarian al no
realizarse la unién de su ligando ATP, de nuevo produciéndose una disminucion de la

respuesta citosolica y reticular desde la capa NB2.

13



Cuando los experimentos se realizaron en presencia de perfusion del MEC en vez de
en parada de flujo, se pudo observar como la onda de calcio citosélica generada se
desviaba en la direccién del flujo (figura 6) siendo mayor el nimero de capas celulares
estimuladas a favor de la perfusién y menor en contra. El resultado obtenido con este

experimento en RE muestra la reduccion de respuesta desde la capa NB3.

Los experimentos anteriores parecen indicar que la onda de calcio se propagaria
gracias a la liberacion del ATP por la célula estimulada, por lo que, si afectasemos el
mecanismo de liberacién de ATP, seguramente se veria afectada la onda de calcio. Para
comprobar esta hipoétesis, se incubaron las células en presencia de brefeldina A (2 pg/mL)
durante 60 minutos, antes de la aplicacion del estimulo mecanico. Con la brefeldina A se
valora si la excrecion al medio es vesicular, ya que impide el transporte de proteinas desde
el RE al aparato de Golgi inhibiendo por lo tanto la secrecion de ATP al medio extracelular
tras un estimulo fisioldgico. Los datos obtenidos parecen indicar un ligero bloqueo en la
sefial de calcio generada por estimulacion mecénica tan solo en la capa NB2 (figura 6). Por
lo que estos datos no parecen apoyar la hipotesis de que la onda de calcio se genere y/o
propague por liberacion paracrina de ATP.

El incremento del calcio citoplasmatico que aparece en la onda de calcio generada
tras la estimulacion mecéanica, podria tener su origen tanto en la liberacion de calcio de
depdsitos intracelulares (RE) como en la entrada de calcio procedente del exterior celular.
Para tratar de averiguar su origen se realizaron experimentos en medios extracelulares
libres de Ca?* y con presencia de quelantes para este i6n (EGTA y BAPTA) o con
thapsigargina (un inhibidor de la bomba SERCA).

Como se muestra en la figura 7, en condiciones de ausencia de calcio extracelular
(0Ca-EGTA), la estimulacion mecanica produjo una onda de calcio de magnitud similar al
control lo que indicaria que el origen del calcio participante de esta ICW seria desde los
depositos de calcio intracelulares (RE). En cambio, al incubar las células con BAPTA-AM
(10 uM, 45 minutos), un quelante de calcio que se acumula en el citosol celular, se produjo
una reduccion muy significativa en la intensidad de la respuesta de calcio citosdlico en todas
las capas estudiadas, sugiriendo una inhibicion de esa respuesta inducida por ATP y una
conservacion de la respuesta reticular con menor diferencia de intensidad entre capas

celulares respecto al control.
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Figura 7: Efecto sobre la onda de calcio generada por estimulacion mecéanica de la
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aplicacion de BAPTA-AM (quelante de calcio intracelular), thapsigargina (inhibidor
de la SERCA) y de un medio libre de calcio (0OCalcio-EGTA), en comparacion con la
estimulacion en condiciones estandar. En los paneles superiores se muestra la
respuesta de calcio maxima alcanzada en citosol y reticulo (en las capas celulares
NB1 a NB7) tras la estimulacion mecanica en condiciones estandar, medio libre de
calcio o en presencia de los farmacos nombrados: primero, la respuesta de las
células ante la estimulacion mecéanica en condiciones estandar (verde); segundo, la
respuesta tras la incubacion de 10 uM del quelante de calcio BAPTA-AM durante 45
minutos (azul); tercero, la respuesta al medio libre de calcio con EGTA 0,5 mM
(rojo) y, en dltimo lugar, la incubacién durante 10 min del inhibidor de la bomba de
calcio del RE thapsigargina a concentraciéon 1 pM (amarillo). La grafica de la
izquierda muestra los picos de maxima intensidad mediante el sensor citosélico
Fura-2 y en la derecha se encuentran las intensidades referentes a la medicion
mediante el sensor GAP reticular ambas representados con datos normalizados y
barras de error estandar muestral. En las iméagenes inferiores, las ondas
intercelulares de calcio inducidas por estimulacién mecéanica que son dependientes

de ATP liberado al medio extracelular, desde 10 segundos antes de la estimulacion,
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en la estimulacion (0 s) y, posteriormente, cada 10 hasta los 70 segundos. A la
izquierda, se encuentran las mediciones realizadas mediante el sensor Fura-2

referentes al citosol. A la derecha, las imagenes tomadas del sensor reticular GAP.

Con objetivo de determinar la contribucion del RE en la ICW (figura 7), se trato el
cultivo celular con thapsigargina, un inhibidor de la bomba de calcio del RE (SERCA) que
provoca un depletado irreversible del Ca?* del RE. El resultado obtenido con esta molécula
fue la abolicién completa de la onda, lo que indicaria que la onda de calcio generada por
estimulacion mecanica en las células ARPE19/erGAP3 se origina por liberacion de calcio
desde el RE.
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Figura 8: Efecto sobre la onda de calcio generada por estimulacién mecanica de la
aplicacion de carbenoxolona (inhibidor de hemicanales), y de la discontinuidad de
las células en cultivo, ya sea por cultivos no confluentes o por el realizado de un
“rayado o0 separacion” en el cultivo celular. Condiciones que se representan en
comparacion con la estimulacion en condiciones estandar. En los paneles
superiores se muestra la respuesta de calcio maxima alcanzada en citosol y reticulo
(en las capas celulares NB1 a NB7) tras la estimulacion mecanica en condiciones
estandar, en cultivo de células subconfluentes, en cultivo de células confluentes en

el que se ha realizado un division mecanica mediante “rayado” o en presencia del
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farmaco carbenoxolona: primero, la respuesta de las células ante la estimulacion
mecéanica en condiciones estandar (verde); segundo, la respuesta celular en
presencia del “rayado” creando un espacio intercelular (azul); tercero la respuesta
en células disociadas (rojo), y, en ultimo lugar, la incubacion durante 30 min del
inhibidor de las conexinas carbenoxolona a concentracion 100 uM (amarillo). La
grafica de la izquierda muestra los picos de maxima intensidad mediante el sensor
citosolico Fura-2 vy, en la derecha, se encuentran las intensidades referentes a la
medicion mediante el sensor GAP reticular, ambas representadas con datos
normalizados y barras de error estdndar muestral. Se objetiva un aumento en la
intensidad de los picos maximos medidos en citosol en el experimento con
incubacion de Carbenoxolona debido a una mayor carga del sensor Fura-2, por lo
que no es un cambio significativo consecuencia de la inhibicion de las conexinas.
En las imagenes inferiores, las ondas intercelulares de calcio inducidas por
estimulaciéon mecanica que son dependientes de ATP liberado al medio extracelular,
desde 10 segundos antes de la estimulaciéon, en la estimulacion (0 s) y
posteriormente cada 10 hasta los 70 segundos. A la izquierda, se encuentran las
mediciones realizadas mediante el sensor Fura-2 referentes al citosol. A la derecha,

las imagenes tomadas del sensor reticular GAP.

Tal y como se ha descrito previamente en la literatura, parece ser que la onda de
calcio podria propagarse también a través de las uniones GAP, ya sea por el paso através
de estos canales del IP3 o directamente del Ca?* (7). Para confirmar esta hipétesis, se
decidi6 bloquear los hemicanales con carbenoxolona (100 uM, incubacién de 30 minutos).
En la figura 8 se muestra como la intensidad en el calcio citosolico aumenta en este
experimento respecto a la estimulacion en condiciones estandar, por una carga mayor del
sensor Fura-2, los datos obtenidos no pueden tenerse en cuenta ya que no son

representativos.

Otro abordaje experimental para verificar si existe propagacion de la onda de calcio a
través de uniones GAP, seria confirmar el paso o no de la onda de calcio a través de
discontinuidades espaciales en el cultivo celular, siendo estas provocadas por una baja
densidad celular del cultivo o por un “raspado” de un cultivo confluente, condiciones en las
que las células estan separadas fisicamente unas de otras impidiéndose una comunicacién
directa célula a célula via uniones gap. Como se puede ver en la figura 8, en todos los
experimentos en los que existian discontinuidades espaciales, ya sean los de “rayado”
como los de las células disociadas, la ICW se propag6 sin ningln problema de un lado a

otro de la discontinuidad espacial, lo que sugeriria la presencia de algun factor paracrino
implicado en la transmisién de la ICW.
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Figura 9: Valoracion de los pardmetros tiempo e intensidad en la propagacion de la
onda de calcio en condiciones estandar. Estudio de la relacion entre el tiempo y la
respuesta de calcio maxima alcanzada en citosol y reticulo (en las capas celulares
NB1 a NB7) tras la estimulacion mecanica en condiciones estandar: respuesta
citosdlica (azul) y respuesta reticular (naranja). La grafica de la izquierda muestra el
tiempo en el que se produce el pico maximo de fluorescencia por capa, medido
simultaneamente en citosol y reticulo endoplasmatico. La grafica de la derecha
muestra los picos de méxima intensidad mediante el sensor citosélico Fura-2 vy el
sensor reticular GAP en cada capa celular (NB1-NB7). Ambas representan datos

normalizados y barras de error estdndar muestral.

Por ultimo, la cinética de la fluorescencia (figura 9) refleja que el tiempo en alcanzar
el pico de maxima respuesta en la onda reticular es mayor que en la onda citosolica. En
este Ultimo caso, ese tiempo va aumentando hasta que parece estabilizarse en torno a 0,5
segundos, siendo mas rapido que el componente del RE. En el reticulo, el tiempo en
alcanzar el pico de maxima respuesta es igual en todas las capas celulares, mucho mas
retrasado que en el caso citosélico a pesar de que ambas respuestas se inician al mismo
tiempo.
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Discusion

El epitelio pigmentario de la retina es de gran importancia en la viabilidad de la funcion
ocular, sobre todo a través de la estrecha relacién reguladora y metabolizadora con los
fotorreceptores y, muy importante a su vez, la funcién de barrera hemato-retiniana. Estas
células estan implicadas en diversas patologias oculares, es el caso de la degeneracion
macular asociada a la edad (DMAE) o el desprendimiento de retina. La sefializacion de
dafio en estas patologias puede ofrecer un desequilibrio entre riesgo y beneficio importante,
como es la liberacion de factores angiogénicos en la DMAE, lo que resulta en una evolucion
torpida de la enfermedad. El estudio de esta sefializacion, que se produce através de ondas
de calcio, puede ser importante como diana terapéutica y diagndstica en la investigacion

médica.

Estas sefiales intra e intercelulares de calcio se inducen mecanicamente para su
estudio produciendo dafio celular a través de la estimulacion mecénica, como en anterior
bibliografia (6). En nuestros experimentos, las ICW se estudian hasta la capa nimero siete,
pero en literatura previa se ha documentado hasta NB13 relacionando la causa con el
nimero de uniones intercelulares presentes (6). En este estudio, la intensidad de
fluorescencia se normaliza dentro de cada una de las capas del cultivo de las ARPE-
19/erGAP3, obteniéndose como resultado una menor intensidad a mayor nimero de capa,
tanto en la onda reticular como en el citosol. Ocurre lo mismo al valorar el tiempo en el que
se alcanza el pico maximo de fluorescencia, mas lento a mayor nimero de capa.

Las ondas de calcio intercelulares presentes en el epitelio pigmentario de la retina y
en las células ARPE-19 (y en muchas otras células) son fendmenos complejos que
muestran una respuesta coordinada de las células frente a un estimulo y cuya funcién
todavia no estan completamente esclarecida. Estudios previos presentes en la literatura
(6,19) concluyen que en la génesis y propagacion de la ICW estan implicados tanto factores
intracelulares (que difundirian a través de uniones GAP) como extracelulares (ATP) que
actuarian de modo paracrino. Ademas, en el caso de la contribucion del RE a la onda de
calcio todos los estudios se han realizado de modo indirecto. En este estudio se realizan
por primera vez medidas directas de la [Ca?]rg, lo que permite un mejor estudio y

comprension de la contribucion de esta organela a la génesis y propagacion de las ondas
de calcio intercelulares.
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Con el objetivo de comprobar si el clon estable generado para este estudio
(erGAP3/ARPE-19) presentaba receptores purinérgicos funcionales implicados en la ICW,
se evalub la respuesta generada tanto a nivel citosélico como reticular tras la estimulacion
de las células erGAP3/ARPE-19 con diferentes concentraciones de ATP. La respuesta

obtenida fue dosis dependiente y de magnitud similar ala obtenida por otros grupos en este
tipo celular, datos que ademas validan nuestro modelo para este estudio.

Los efectos sobre la ICW de la suramina y de principalmente la apirasa, muestran que
al bloguearse los receptores purinérgicos o degradarse el ATP extracelular se obtiene un
potente bloqueo de la ICW, indicando un papel relevante del ATP en la génesis y
propagacion de la onda de calcio generada mediante estimulacién mecanica. La mayor
parte de los experimentos de este estudio se realizaron en condiciones de parada de flujo,
obteniéndose respuestas perfectamente concéntricas a partir de la célula estimulada.
Curiosamente cuando los mismos experimentos se realizaban en presencia de flujo
extracelular, la onda de calcio perdia su simetria deformandose en la direccion del flujo, y
sugiriendo de nuevo que la liberacién de un factor extracelular (el ATP) seria el responsable
de la ICW. Al hilo de estos datos y con idea de bloquear la liberacién de ATP (bloqueando
por lo tanto la ICW) se realizaron experimentos en los que se bloqueé el transporte vesicular
mediante incubacion con brefeldina A. Paradojicamente los datos obtenidos no muestran
ningun efecto significativo de la incubacion de la droga sobre la onda de calcio generada
mediante estimulacion mecanica, descartandose una liberacion paracrina de ATP, célula a
célula, como responsable de la onda de calcio. Estos datos (junto a los anteriores) nos
podria llevar a pensar en una onda de calcio generada por el ATP liberado al romperse la
célula que se estimula mecanicamente y que generaria una onda de calcio hasta el limite
de su difusion. De todas maneras, esto es pura especulacion y mas experimentos son

necesarios para esclarecer esta cuestion.

En cuanto a los resultados obtenidos de la ausencia de calcio extracelular, en los que
no se afecta la onda de calcio, claramente se deduce que la onda de calcio citosoélica es
generada por liberacion de calcio desde el RE (seguramente a travées de un aumento de
IP3 en el citosol), no contribuyendo aparentemente el calcio del exterior celular. Estos datos
irian en consonancia con la abolicion de la ICW observada al depletar irreversiblemente el
calcio del RE mediante incubacion de las células con thapsigargina, demostrandose que el
RE es indispensable para la génesis de la ICW. Otro dato que refuerza esta idea es el
blogueo de la onda de calcio citosélica generado al incubar las células con BAPTA-AM, este

blogueo sin embargo no afecta a la liberacion de Ca?* del RE que se desarrolla y extiende
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a las diferentes capas celulares de igual modo que en los controles e incluso con una

respuesta potenciada.

Los datos presentes en la literatura muestran la implicacion de algun factor intracelular
en la propagacién de la ICW, a través de uniones GAP. Los posibles candidatos que se
barajan son el propio Ca?*y el IPs. Siesto fuera asi, la ICW se veria afectada o anulada al
perderse la continuidad celular, hecho que en nuestras manos no ha sucedido ya que tanto
en los experimentos con baja densidad celular como en aquellos en los que se ha rayado
el cultivo separando las células a un lado y otro, la onda de calcio se ha propagado sin

aparentes problemas a través de la discontinuidad.

Con la novedosa aportacion de la cuantificacién simultanea de la implicacién del calcio
a nivel de citoplasma y de reticulo in vitro, se abre una via de investigacion hacia los
proyectos in vivo con ratones trasgénicos para el sensor erGAP en RPE. Y como futuros
proyectos, se pueden plantear experimentos con las células ARPE-19/erGAP3 para
descubrir la via de liberacién del ATP, averiguar qué moléculas se transportan entre células

a través de las conexinas, e incluso, el estudio de terapias.

Conclusiones

Los resultados demuestran que el clon estable ARPE-19/erGAP3 presenta ondas de
calcio intercelulares producidas mediante estimulacion mecanica. Estas ondas, de
extension limitada a unas 7 capas celulares, no son autorregenerativas y parecen estar
originadas por difusién del ATP liberado en la estimulacion mecanica. Se excluye una
participacion significativa de las uniones GAP (en las condiciones utilizadas) en el origen
y/lo extension de la onda. Por otro lado, se demuestra que la ICW es independiente de la
[Ca?*] extracelular, siendo originada por liberacién de Ca?* desde el RE, probablemente via
IP3. Que sepamos, hemos realizado las primeras medidas directas de la implicacion del RE
en la ICW, que han mostrado un desfase temporal muy acusado entre la onda de calcio
citosélica y la liberacion de Ca?* desde el RE que origina esa onda citosélica, estando la
onda de liberacién de calcio del RE muy retrasada temporalmente con respecto a la onda
de calcio citosdlica a pesar de que ambos fenbmenos se inician al mismo tiempo. Estas
células ARPE-19/erGAP3 podrian convertirse en un modelo de experimentacién con objeto

de investigar mas a fondo las ICW y su implicacién en la fisiopatologia del EPR in vivo.
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Onda de calcio intercelular en epitelio
pigmentario de la retina humano: mediciones directas de calcio reticular

Gonzalez-Zamora J, Alvarez-Sanchez S, Rojo-Ruiz J, Alonso-Alonso MT y Garcia-Sancho J.

Introducciodn

Hasta el mas simple 6rgano de la vision se compone de al menos
dos tipos celulares: los fotoreceptores y las células pigmentadas,
demostrando la vital importancia de su interaccion. En
vertebrados, el epitelio pigmentario de la retina (EPR) se localiza
entre los segmentos externos de los fotoreceptores y los
capilares de la coroides y desde esta posicion estratégica realiza
una gran variedad de funciones: absorbe luz, actia de barrera
hemato-retiniana, secreta numerosos factores, recicla el foto-
pigmento de los fotoreceptores y fagocita sus segmentos
externos entre otras muchas funciones. El Ca?* es un sefalizador
intracelular ubicuo responsable del control de un extraordinario
nimero de procesos celulares y el EPR no es una excepcion, en
él se han descrito multitud de procesos en los que estad
implicado una sefal de calcio, incluyendo ondas de Ca?*
intercelulares (OCI) que se extienden radialmente desde el foco
en que se originan.

Figura 1.

En EPR y otros tipos celulares que presentan OCl se hace
referencia al incremento de la concentracion de Ca**
citoplasmatico [Ca?*],, desde los depdsitos intracelulares, cuyo
principal exponente es el reticulo endoplasmatico (RE), sin
embargo mediciones directas de la concentracion de Ca?*
reticular [Ca?*]c no habian sido realizadas debido a la dificultad
para medir precisamente la [Ca?'],. . En el presente trabajo
usamos el nuevo sensor de calcio recientemente descrito por
nuestro grupo, GAP3, en la linea celular de EPR humano ARPE-
19 para profundizar en los mecanismos y realizar las primeras
mediciones de la [Ca?*]; durante la OCI.

Materiales y métodos

En primer lugar se creé un clon estable de la linea ARPE-19
expresando el sensor de calcio GAP en el RE. Dicho clon se
sembré en cubreobjetos y tras 2-4 dias, alcanzada la
confluencia, se realizé el registro simultaneo de [Ca?]y,
[Ca?*],, previa incubacion con Fura-2 AM, sensor de Ca?*
citosélico. La estimulacion mecdnica se llevd a cabo con
micropipetas en cuya punta se situé un filamento de tungsteno.
Las imagenes obtenidas se analizaron digitalmente mediante el
software libre Imagel. Se cuantifico el valor de intensidad de
fluorescencia media en cada fotograma del registro en 7 capas
concéntricas a la célula estimulada mecanicamente [(NB1-BN7)
determinadas por regiones de interés (ROI)]. Los resultados se
expresaron como AF/FO en las mediciones reticulares, a 470 nm,
y como FO/AF las mediciones citosélicas, a 380 nm.

Figura 2. Re tacién grifica del cultivo en monocapa de ARPE-19 durante la estimulacién

mecanica e hipotética variacion en la fluorescencia eml

por un sensor de calcio const
1a OCI. A la derecha se muestra la configuracin de las ROI empleadas en el andlis

Resultados

Creado el clon estable ARPE-19/erGAP, se confirmé la expresion
del sensor GAP en el interior del RE realizando una
inmunofluorescencia con un anticuerpo frente a calreticulina,
una proteina que se localiza exclusivamente en el RE. Tal como
se observa en la figura 3, el patrén de fluorescencia emitido por
la GAP3 coincide con el obtenido con el anticuerpo frente a la
calreticulina, lo que nos indicaria una expresion selectiva de
GAP3 en el reticulo (erGAP3).

Figura 3.
Para confirmar la existencia de receptores purinérgicos
funcionales en el clon ARPE-19/erGAP3 se estudié la respuesta

al agonista inespecifico de dichos receptores, el ATP, estudiando
tanto a nivel citosdlico como reticular, el efecto de

concentraciones crecientes de dicho agonista.
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El estudio de la dindmica del calcio citosélico durante la OCI, se
llevé a cabo mediante estimulacion mecanica en cultivos de
células ARPE-19/erGAP en confluencia. Los registro de la [Ca%'],
con FURA-2 muestran un rapido incremento de la [Ca?'] , tras el
estimulo mecénico que se inicia en la capa NB1 y se extiende
posteriormente capa a capa, disminuyendo en velocidad e
intensidad. Simultaneamente registrada, la [Ca?']z sigue una
cinética muy diferente.
0Ca24/EGTAITBHO/ATF)

l p\m___, [/‘\\l\*\i\«

2 3 4
Tiempo (min)

Condicones estandar ( Y470 nm)

Es de destacar el gran retraso
temporal existente entre los
picos de respuesta maxima en
el citosol y reticulo en cada una
de las capas estudiadas tras la
estimulaciéon mecanica, a pesar
de que el inicio de la respuesta
en ambos compartimentos es
simultaneo.

Tiempe (min) do PPN desde EM

Figura 6. )
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Con el fin de determinar el origen del calcio que aumenta en el
citosol tras el estimulo mecanico, se empleé una solucién
extracelular libre de calcio y se depleté el RE con tapsigargina,
observandose que era el RE el principal responsable de la OCI.
Confirmandose esto Ultimo al ver que se mantenia la
propagacion de la onda reticular tras quelarse el calcio citosélico
con BAPTA-AM.
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Figura 8.
La supuesta propagacion de la OCl, célula a célula, via
mensajeros intracelulares se estudié blogqueando las uniones
gap y mediante ruptura del contacto intercelular. En ambos
casos la OCl permanecid inalterada.

)
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Figura 9. Grafica 1y
La desviacién de la OCI en presencia de flujo y su anulacién con
apirasa, un enzima que hidroliza el ATP del medio externo, indica
que la propagacion principal es paracrina y mediada por ATP.

10. Graf fect

Conclusiones

Se confirma la existencia de una OCl desencadenada por
estimulo mecénico en la linea ARPE-19, de extensién limitada a
unas 7 capas celulares. El ATP difunde extracelularmente, a
partir de la célula estimulada, y es la principal molécula
implicada en la propagacion de la OCl descartdndose una
contribucion significativa de las gap junctions en el origen y/o
extension de la OCI. Por otro lado, se demuestra que la OCl es
independiente del [Ca?*] extracelular, siendo originada por
liberacion de calcio desde el RE. Realizamos las primeras
medidas directas de la [Ca®*]g; durante la OCl. Destaca un
vaciamiento del RE mas dilatado en el tiempo que el pico
citosdlico abriendo la posibilidad a nuevos efectos de la OCl en la
fisiologia celular y la fisiopatologia oftalmolégica.
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