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Abreviaturas

ABREVIATURAS

2-ABP: 2-aminoetoxidifenil borato

7-AAD: 7-aminoactinomicina D

AA: 4cido araquiddnico

AC: adenilato ciclasa

ADN: 4cido desoxirribonucleico

ADNc: ADN complementario

ADP: adenosin difosfato

ADPRc: ADP ribosa ciclica

AINES: antiinflamatorios no esteroideos
AKT: proteina cinasa B

AM: acetoximetilester

AMPc: adenosin monofosfato ciclico
AMPK: proteina cinasa activada por AMP
AMPS: amonio persulfato

ANK: ankirina

ARC: canales selectivos de calcio
regulados por AA

ARN: acido ribonucleico

ARNm: ARN mensajero

ATP: adenosin trifosfato

ATRA: acido
(tretinoina, forma 4acida de la vitamina A)

holo-transretinoico

AOVE: aceite de oliva virgen extra
Ba’*: ion bario
BCA: 4cido bicinconinico
BRCA: gen o proteina de cadncer de mama
BrdU: bromodeoxiuridina
BRK: cinasa de tumor de mama
BSA: albimina de suero bovino
BT474: linea celular tumoral de glandula
mamaria humana
BXPC3: linea celular tumoral de pancreas
en humanos
Ca’*:ion calcio
[Ca®]:: concentracidn de calcio libre
citosélico
CAD: dominio activador de CRAC
CaM: calmodulina
Cav: caveolina
CDI: cancer de mama ductal invasivo
CDIS: cancer de mama ductal in situ
CEP: células epiteliales progenitoras
CIF: factor de influjo de calcio
CIRB: dominio de unién a CaM e IP;R
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CICR: liberacién de calcio inducida por
calcio

CLI: cancer de mama lobular invasivo

CLIS: cancer de mama lobular in situ

CMD: dominio modulador de CRAC

c-Met: proteina Met tirosina cinasa o
receptor del factor de crecimiento
hepatocitico (HGFR)

COX: ciclooxigenasa

CPH: células
hematopoyéticas

progenitoras

CRAC: canal de calcio activado por la
liberacidn de calcio

CTH: células troncales hematopoyéticas
CTID: dominio inhibidor de C terminal
DAD: detector por red de diodos

DAG: diacilgrlicerol

DCM: diclorometano

DCPA: 3,4-dicloro propioanilida

DES: dietilestilbestrol

DMEM F-12: medio Eagle modificado por
Dulbecco y mezcla de nutrientes Ham’s F-
12

DMEM: medio Eagle modificado por
Dulbecco

DMF: dimetilformamida

DMSO: dimetilsulféxido

DTT (C4H100,S,): 1,4-ditiotreitol o reactivo
de Cleland

DU145: linea celular tumoral de préstata
humana

ECC: entrada capacitativa de calcio

EDTA: 4cido etilendiamino tetraacético
EFG: factor de crecimiento epidérmico
EGTA: icido etilenglicol tetraacético
ENCC: entrada de calcio no capacitativa
ERK1/2: proteina cinasa 1y 2 regulada por
sefiales extracelulares

EVOO (extra virgin olive oil): AOVE

FAK: cinasa de adhesion focal

FBS: suero fetal bovino

FCPC: cromatografia de  particion
centrifuga rdpida o cromatdgrafo
centrifugo liquido



Abreviaturas

fMLP: N-formil-metionil-leucil-fenilalanina
FSC (Forward Scattered Light): detector
de luz dispersada hacia delante en un
pulso de voltaje proporcional al tamafio
celular

Fura-2/AM: fura-2 acetoximetil éster
GMPc: guanosin monofosfato ciclico

GTP: guanosin trifosfato

HBS: tampdn HEPES salino

HDACG6: deacetilasa histona 6

HEFG: EFG humano

HEK293: células embrionarias de rifion
humano 293

HEPES: tampdn acido hidroxietil-
piperazinetano

HER2: receptor 2 de factor de crecimiento
epidérmico humano

Hex: hexano

HGF: factor de crecimiento hepatocitico
de mamiferos

HGFR: receptor del HGF

HL60: linea celular tumoral de leucemia
mieloide promielocitica humana

HPLC: cromatografia liquida de alto
rendimiento

HRP: peroxidasa de rabano picante

HS: suero de caballo

Ig: inmunoglobulina

Ig: inmunoglobulina G

IP: inmunoprecipitacién

IP;: inositol 1,4,5-trifosfato

IPsR: receptor de IP;

LB: Tampdn Laemmli

LMA: leucemia mieloide aguda

LMC: leucemia mieloide crénica

LLA: leucemia linfoide aguda

LLC: leucemia linfoide crénica

LPA: leucemia promielocitica aguda
MAPK: proteina cinasa activada por
mitégeno

MCF10A: linea celular epitelial no
tumorigénica de glandula mamaria
humana
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MCF?7 (Michigan Cancer Foundation 7):

linea celular de adenocarcinoma de

gldandula  mamaria humana

MDA-MB-231 (cdncer de mama triple

negativo): linea celular de

adenocarcinoma de glandula mamaria

humana

MIPla: proteina inflamatoria 1 «

macrofaga

Mn*": ion manganeso

MP: membrana plasmatica

mTOR: proteina diana de la rapamicina en

células de mamifero

Na': ion sodio

NAADP: nicotinato de adenina

dinucledtido fosfato

NADP: nicotiadenin dinucledtido fosfato

Na;VO,: sodio ortovanadato

NCX: intercambiador sodio/calcio

NMDA: receptores del acido N-metil-D-

aspartico

NO: mondxido de nitrégeno

OAG: 1-oleoil-2-acetil-sn-glicerol

OASF: fragmento pequefio activador de

Orai

PA: icido fosfatidico

PARP: poli ADP-ribosa polimerasa

escindida

PBS: tampdn fosfato salino

PC3: linea celular de cancer de prdstata

humana

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa

PDGF: factor de crecimiento derivado de

plaguetas

P2X;: receptores purinérgicos de las

plaguetas

PIP,: fosfatidil inositol bifosfato

PKA: proteina cinasa A

PKC: proteina cinasa C

PKG: proteina cinasa G

PLA2: fosfolipasa A2

PLC: fosfolipasa C

PMCA: bomba de Ca*- ATPasa de
membrana plasmdtica

PR: receptor de progesterona
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qPCR: PCR cuantitativa

gRT-PCR: PCR a tiempo real

RE: reticulo endoplasmatico

RE: receptor de estrégeno

RE: RE negativo

RE": RE positivo

ROCs: canales idnicos activados por
receptor

ROS: especie reactiva de oxigeno

RP: receptor de progesterona

RP’: RP negativo

RP*: RP positivo

RPMI-1640 (Roswell Park Memorial
Institute): medio de cultivo celular

RT: temperatura ambiente

RTK: receptor heterodimérico de tirosina
cinasa

RyR: receptor de rianodina

SAM: dominio alfa estéril de STIM1
SCaMPER: canal liberador de calcio
sensible a esfingolipidos

SICS: sindrome de inmunodeficiencia
combinada severa

SDS: dodecilsulfato sédico

SDS-PAGE: electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato sédico
SERCA: bomba de Ca*- ATPasa del
reticulo  sarco endoplasmico

shRNA: 4cido ribonucleico de horquilla
pequena

shRNAcv: vector control de shRNA
shTRPC6: plasmido de silenciamiento del
TRPC6

siRNA: ARN pequeiio de interferencia
SMOCs: canales idnicos activados por
segundos mensajeros

SOAR: regién de STIM activadora de Orai
SOC (store operated calcium): canal
activado por el vaciamiento de los
depdsitos intracelulares de Ca**

SOCE (store operated calcium entry):
canales idnicos de calcio operados por la
entrada de calcio

Sr**: ion estroncio

STAT3: transductor de sefal y activador
de la transcripcion 3 o factor de
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transcripcidon codificado en humanos por
el gen STAT3

STIM1: stromal interaction molecule 1
STIM2: stromal interaction molecule 2
Sulfo-NHS-LC-Biotin: sulfosuccinimidil-6-
Sulfénico [biotin-amido] hexanoato

TBS: tampon tris salino

TBST: solucién salina de trizma con
detergente Tween-20

TEM: transicién epitelial-mesenquimal
TEMED: tetrametil-etilen-diamina

TG: tapsigargina

TM: transmembrana

TMB: 3,3’,5,5’-tetrametil-bencidina

TPC: canales de dos dominios de poro
TRP (Transient Receptor Potential):
receptor de potencial transitorio

TRPA1l: canal catidnico potencial del
subfamilia A,
receptor

receptor  transitorio,

miembro 1 o potencial
transitorio ankirina 1

TRPC: canal catibénico con receptor
transitorio en humanos

TRPC1: canal 1 de potencial receptor
transitorio

TRPC3: canal 3 de potencial receptor
transitorio

TRPC6: canal 6 de potencial receptor
transitorio

TRPC6dn: plasmido dominante negativo
del TRPC6

TRPM: canal iénico de receptor transitorio

melastatina
TRPM7: canal idnico de receptor
transitorio  melastatina miembro 7

TRPP: receptor transitorio potencial
poliquistico

TRPV: canales de cationes con receptores
transitorios  potenciales del subtipo
vaniloide

TRPV4: receptor de potencial transiente
subfamilia V, miembro 4

VOCs: canales de calcio activados por
voltaje

WB: western blotting
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INTRODUCCION

El ion calcio (Ca®) y la entrada de éste desde el medio extracelular hasta el citoplasma, a
través de canales localizados en la membrana plasmastica, juegan un papel muy importante en la
fisiologia y la fisiopatologia de las células animales. Los miembros de las familias de proteinas STIM
(STIM1 y STIM2), Orai (Orail-3) y TRPC (TRPC1-7), modulan la entrada capacitativa de calcio (ECC),
principal mecanismo de entrada de calcio en células no excitables. La existencia de un elevado
numero de isoformas, que aumenta en funcidon de los diferentes splicing alternativos que cada
proteina puede sufrir, da una idea del control tan preciso que requiere este mecanismo fundamental

para el mantenimiento de la salud.

Las células tumorales comparten una serie de caracteristicas particulares y comunes. De
entre ellas, cabe destacar la alta tasa proliferativa, una elevada capacidad de migracién, una
capacidad alta de invadir 6rganos y tejidos de manera muy agresiva (metastasis) y la habilidad de
formar nuevos vasos sanguineos (angiogénesis) con el fin de asegurarse el aporte de nutrientes y
presentar resistencia a la muerte celular programada o apoptosis. Todos ellos, son procesos que se
regulan por la entrada de calcio desde el medio extracelular. Sin embargo, todavia no se tiene un
conocimiento preciso del papel de las proteinas STIM, Orai y TRPC en la biologia de las células
tumorales. El estudio de los ratios de expresidon entre las variantes de los componentes de la ECC en
células tumorales y sanas no se ha considerado aun, pero su analisis proporcionaria informacidon mas

actualizada sobre el papel biolégico de la ECC en el cancer.

Dada la importancia de la entrada de Ca®* en la fisiopatologia de las células tumorales, el
principal objetivo de esta tesis es esclarecer la alteracién de los mecanismos que median y regulan la
entrada de calcio en los diferentes tipos de cancer (leucemia y cdncer de mama) y el papel de dichos

mecanismos en procesos de proliferacién, migracion e invasion de dichas células tumorales.

Para ello, empleando modelos de lineas celulares de cultivo no tumorigénicas y tumorales de
los diferentes tipos de cancer estudiados (leucemia y cancer de mama), hemos investigado las bases
moleculares del remodelado de la entrada de Ca** y de sus principales componentes, las proteinas
STIM, Orai y TRPC, en el desarrollo tumoral mediante técnicas fisioldgicas, de biologia molecular y

bioquimicas.

En el primer trabajo demostramos que los canales Orail y Orai2 estan sobreexpresados en la
linea celular de leucemia mieloide aguda HL60, mediando la entrada capacitativa de Ca*" vy la
migracion en estas células. En el segundo trabajo, presentamos evidencias del papel del canal TRPC6
en la regulacidon de la expresidon de los canales Orail y Orai3 en la membrana plasmastica y su

funcién como modulador de la entrada capacitativa de Ca**, y por tanto la proliferacion, la migracién

-17-
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y la invasién en células tumorales mamarias. En el dltimo trabajo hemos estudiado el papel del
oleocantal, un extracto fendlico del aceite de oliva virgen extra, que presenta propiedades

antitumorales regulando la expresién del canal TRPC6 en las lineas celulares de cancer de mama.

Los resultados de esta tesis pueden ayudar a identificar marcadores de diagndstico o

pronéstico del desarrollo tumoral u objetivos potenciales para estrategias quimioterapéuticas.

-18-
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INTRODUCTION

Calcium (Ca**) and the entry of this ion from the extracellular medium to the cytoplasm,
through channels located in the plasma membrane, play a very important role in the physiology and
pathophysiology of animal cells. The members of the STIM protein families (STIM1 and STIM2), Orai
(Orail-3) and TRPC (TRPC1-7), modulate the capacitative calcium entry (CCE), the main calcium entry
mechanism in non-excitable cells. The existence of a high number of isoforms, which increases
depending on the different alternative splicing that each protein can suffer, gives an idea of the

precise control required by this fundamental mechanism for the maintenance of health.

Tumoral cells share some particular and common characteristics or hallmarks. Among
them, we can highlight the high proliferative rate, a high ability for migration, a high capacity to
invade organs and tissues in a very aggressive way (metastasis) and the ability to form new blood
vessels (angiogenesis) in order to ensure the contribution of nutrients and present resistance to
programmed cell death or apoptosis. All of them are processes that are regulated by the entry of
calcium from the extracellular medium. However, there is still no precise knowledge of the role of
STIM, Orai and TRPC proteins in the biology of tumor cells. The study of expression ratios between
variants of the CCE components in tumor and healthy cells has not been considered yet, but their

analysis would provide more up-to-date information on the biological role of CCE in cancer.

Due to the importance of the Ca* entry in the pathophysiology of tumor cells, the main
objective of this thesis is to clarify the alteration of the mechanisms that mediate and regulate the
entry of calcium in different types of cancer (leukemia and breast cancer) and the role of that

mechanisms in processes of proliferation, migration and invasion of tumor cells mentioned before.

To do this and using models of non-tumorigenic and tumoral culture cell lines of different
types of cancer studied (leukemia and breast cancer), we have investigated the molecular basis of
the Ca** entry remodeling and its main components, STIM, Orai and TRPC proteins, in tumor

development through physiological, molecular biology and biochemistry techniques.

In the first work we show that the Orail and Orai2 channels are overexpressed in the acute
myeloid leukemia cell line HL60, mediating both the capacitative entry of Ca** and migration in these
cells. In the second article, we present evidences of the role of the TRPC6 channel in the regulation of
the expression of the Orail and Orai3 channels in the plasma membrane and its function as a
modulator of the capacitative calcium entry, and therefore proliferation, migration and invasion in
mammary tumor cells. In the last study we studied the role of oleocanthal, a phenolic extract of olive
extra virgin oil, which has antitumor properties by regulating the expression of the TRPC6 channel in

breast cancer cell lines.
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The results of this Thesis can help to identify markers of diagnosis or prognosis of tumor

development or potential targets for chemotherapeutic strategies.
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ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

1. HOMEOSTASIS DEL CALCIO

El ion calcio (Ca**) es uno de los segundos mensajeros intracelulares mas
universales y ampliamente distribuidos en el Reino Animal, constituyendo la sefial mas

versatil de las implicadas en el control de procesos y funciones celulares en eucariotas.

Mediante variaciones en la concentracion de Ca®" libre citosdlico ([Ca®'].) se
controlan y regulan un gran nimero de procesos fisioldgicos, entre los que se incluyen
respuestas rapidas como la contraccion muscular, la motilidad celular (incluyendo
movimiento de cilios y flagelos), fecundacién, proliferacion y apoptosis, regulacién de
actividades enzimaticas o funciones metabdlicas, regulacion de las bombas ATPasas
idnicas y de componentes del citoesqueleto (filamentos de actina y microtubulos),
secreciéon y agregacion plaquetaria y otras mas lentas, como la regulaciéon de la
expresion génica, el crecimiento celular y los procesos de quimiotaxis (Berridge, M.J. y

cols. 2003; Parkash, J. y cols. 2010).

Son muchas las sefiales especificas que pueden inducir un incremento subito de
la [Ca*],, de hasta 500-1000 nM, mediante la apertura de canales del reticulo
endoplasmico (RE) y de la membrana plasmatica (MP). La via mas comun por la que se
incrementa la [Ca®']. es la de la fosfolipasa C (PLC). Diversos receptores de la superficie
celular, incluyendo los receptores acoplados a proteinas G y los receptores tirosina
cinasa, activan la enzima PLC. Esta, a su vez, hidroliza al fosfolipido fosfatidilinositol
bifosfato (PIP,) en la membrana, produciendo inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol
(DAG), dos segundos mensajeros clasicos. El DAG activa la enzima proteina cinasa C
(PKC), mientras que el IP; difunde en el citosol y se une a su receptor en el RE, el
receptor de IP; (IPsR), que actlia como un canal para Ca®*, liberando el ion almacenado

en el RE (Mikoshiba, K. 2015).

En mamiferos, este sistema de sefializacion celular se basa en incrementos de la
[Ca™]. transitorios, a modo de oscilaciones que estan muy localizados en pequefias
zonas del citoplasma conocidas como microdominios subcelulares. Para generar estas
oscilaciones, la célula recurre a la liberacién controlada de Ca* previamente
almacenado en determinadas organelas internas y/o a la entrada de una parte del Ca**
extracelular al citoplasma, todo ello a través de moléculas especializadas que se

. 7. ’ 2
localizan en la membrana plasmaética y que actian como canales de Ca“* (Berna-Erro, A.

y cols. 2012). En definitiva, la regulacién de estas funciones se ve alterada por cambios
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en la concentracién de Ca®*. La concentracidn sérica de Ca** estd modulada de manera
muy precisa, siendo la concentracién de Ca®' total de 2,2-2,6 mM y la del Ca®' i6nico de
1,1-1,8 mM. La [Ca®']. se mantiene normalmente en el rango de 10-100 nM en situacién
de reposo. Cuando la célula es estimulada, bien por agonistas, bien por estimulos fisico-
quimicos, la [Ca®']. puede alcanzar concentraciones del orden micromolar (uM) (Parekh,
A.B. y cols. 2005). Las concentraciones del medio extracelular y de los depdsitos
intracelulares (principalmente el RE) son mucho mas elevadas, en torno a 1,1-1,8 mM
mM y 1 mM, respectivamente. Esto genera un elevado gradiente electroquimico que la
célula deberd contrarrestar a través de una maquinaria celular compleja, encargada de
mantener y almacenar el Ca** en los depdsitos o expulsarlo al medio extracelular (Lopez,
E. y cols. 2013). Ambos procesos requieren de un gasto energético, ya que los
transportadores (ATPasas) situados en la membrana plasmatica o en las membranas de
los depdsitos requieren de moléculas de adenosin trifosfato (ATP) para realizar su
funcién (Furuichi, T. y cols. 1989). Ademas, hay determinadas proteinas citosdlicas,
como la calmodulina (CaM) y algunas organelas, como los compartimentos acidicos o las
mitocondrias que actian como tampones de Ca**. Muchos de los eventos mediados por
Ca’* tienen lugar cuando el Ca** libre citosélico se une y activa a la proteina reguladora
CaM. Esta, por su parte, puede activar proteinas cinasas dependientes de Ca*’/CaM o

puede actuar directamente sobre otras proteinas efectoras.

En la célula en reposo, por tanto, la [Ca™]. se mantiene a bajas concentraciones
(nM), mientras que cuando las células son estimuladas con determinados agonistas,
incrementa de forma rdpida hasta alcanzar concentraciones del rango de micromolar
(LM). Las células tienen dos fuentes principales de Ca*, los depdsitos intracelulares,
principalmente el RE, que constituyen una fuente finita de Ca** y el medio extracelular,

que supone una fuente inagotable de Ca** para la célula.

Cuando, tras un estimulo, es necesario aumentar la [Ca®'],, el ion difunde desde
los depdsitos intracelulares y se favorece la entrada de Ca** desde el medio extracelular
a través de la membrana plasmatica. Por otra parte, cuando las células necesitan reducir
dicha elevacién en la [Ca*],, ponen en marcha mecanismos que reintroducen el Ca” en
los depésitos intracelulares o lo bombean al medio extracelular a través de la membrana
plasmatica, mediante bombas ATPasas, con el consiguiente gasto energético, para

realizar su funcién (Berridge, M.J. 1997).

. . 2
En determinados modelos celulares, la cantidad de Ca“®" almacenada en el

interior celular no es suficiente para desempefar esas funciones, de manera que las
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células activan mecanismos de entrada de Ca®* desde el exterior celular. Estos
mecanismos, requieren la participacion de multitud de canales que estdn regulados por
diferentes proteinas, las cuales van a modular la apertura o cierre de dichos canales,

controlando asi la homeostasis del Ca** intracelular (Parekh, A.B. y cols. 2005).

Una vez que la concentracién de Ca’* aumenta transitoriamente en el
citoplasma, ésta ejerce efectos reguladores alostéricos de muchas enzimas y proteinas.
Ademas, el ion Ca®' puede actuar en la transduccidon de sefiales tras su entrada al
citoplasma desde el medio extracelular, como resultado de la activacidon de canales
idnicos localizados en la MP o como un segundo mensajero liberado desde depdsitos
intracelulares, fundamentalmente desde el RE, mediante las vias de transduccidén de

sefiales en las que participan los receptores de membrana acoplados a proteinas G.

El principal mecanismo de entrada de Ca” extracelular en células no excitables
es la entrada capacitativa de Ca** (ECC), modulada por las familias de proteinas STIM,
Oraiy TRPC. La ECC estd regulada por el estado de relleno de los depdsitos intracelulares
de Ca®* y su vaciamiento induce la entrada de Ca®* desde el medio extracelular a través
de la activacién de los canales CRAC (compuestos exclusivamente por STIM1 y Orail) y
de los canales SOC (formados por STIM1, Orail y TRPC1) (Figura 1). La proteina STIM1 ha
sido identificada como el sensor de Ca** del RE y la activadora de los canales en la MP; la
proteina Orail como el componente principal del canal que media las corrientes /cgac,
corriente de Ca®* activada por la liberacién de Ca** (del inglés Ca”* -release-activated Ca’*
current) y la primera corriente capacitativa descrita; y a los homélogos en mamiferos de
los canales TRP (Transient Receptor Potential) de Drosophila como canales permeables a
cationes que generan otro tipo de corriente capacitativa no selectiva para Ca”,
denominada /5o, entrada de Ca®* operada por los depdsitos (SOCE, del inglés Store-

Operated Calcium Entry) (Rosado, J.A. 2017).

resting stimulated

Figura 1. Esquema de la disposicion de los canales TRPC1 y Orai 1y STIM1 (Ong, H.L. y cols. 2007).
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Como respuesta a la percepcion de multitud de estimulos, en la célula se
desencadena un aumento de la concentracién de Ca®*. Esto se consigue liberando el Ca**
de los depdsitos intracelulares e incorporandolo desde el exterior a través de canales
especificos para el Ca*" y otros cationes, que se encuentran inactivos o cerrados cuando
las células se encuentran en estado de reposo evitando de esta forma el incremento de
Ca®* en el citoplasma, que produciria apoptosis o muerte celular. Una vez cesa el

estimulo, se procede a la normalizacidn de las concentraciones en estado de reposo.

La cinética de aumento de las concentraciones de Ca** es muy variable en cuanto
a velocidad, amplitud y patrén espacio-temporal, lo que aporta una gran versatilidad
debido a la posible combinacidon de las diferentes variables implicadas en la sefializacién,
permitiendo asi obtener sefiales con muy diversas respuestas celulares (Bootman, M.D.

y cols. 2001).

En la ruta de sefializacién por Ca** se pueden diferenciar cuatro fases sucesivas.
En primer lugar, se produce la sefializacién mediada por un estimulo que genera la
movilizacién de Ca**; en segundo lugar, se activan los mecanismos que incrementan la
[Ca*™],, que a su vez, estimula, determinados procesos sensibles a la [Ca®], para en
dltimo lugar, activar los mecanismos que restauran la concentracién basal de Ca**

(Berridge, M.J. 2001).

Existen diferentes mecanismos de control de la homeostasis intracelular del Ca**

(Figura 2), aquellos que aumentan y los que disminuyen la concentracién intracelular de

2+
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Figura 2. Mecanismos reguladores de la homeostasis del ca” (Tomada de la Tesis

Doctoral “Papel de Orai, STIM y TRPC en la entrada de calcio”, 2013).
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1.1. MECANISMOS QUE AUMENTAN LA [Ca*']c

La liberacién de Ca®* desde los compartimentos intracelulares produce un
incremento en la [Ca*].. Sin embargo, determinados procesos celulares, asi como el
rellenado de los depdsitos internos, requieren un incremento mayor y sostenido en la
[Ca®],, por lo que los mecanismos de entrada de Ca* desde el medio extracelular tienen

también un papel esencial en la fisiologia celular.

Estos mecanismos pueden ser divididos a su vez en dos subgrupos: los que
liberan el Ca** desde los depésitos intracelulares y los que permiten la entrada de Ca**

desde el medio extracelular.
1.1.1. Liberacién de Ca** desde los depésitos intracelulares

En la membrana plasmadtica, cuando se produce la unién de un agonista a su
receptor, se activa la PLC, que generara dos segundos mensajeros intracelulares como el
IP; y el DAG. El IP; va a liberar Ca** desde el RE a través de la unidn a su receptor
localizado en la membrana de dicho organulo, que cambia su conformacién permitiendo
la salida masiva de Ca** al citoplasma (Streb, H. y cols. 1983). Por su parte, el DAG activa

la PKC (Berridge, M.J. 1997).

a) Receptores de IP; (IPsR): fueron descritos por primera vez por Furuichi (Furuichi, T.
y cols. 1989). Se encuentran localizados en la membrana del RE (ademas de en la
membrana nuclear, en el aparato de Golgi y en las vesiculas secretoras) y cuando
son activados por el IP;, sufren un cambio conformacional, de tal manera que
permiten la liberacion de Ca** desde los depdsitos intracelulares (Berridge, M.J. y
cols. 2003). En su estructura presentan tres dominios: un dominio N-terminal (de
union al IP3), un dominio regulador de unidn para ATP y residuos susceptibles de
fosforilacién y un dominio C-terminal con seis regiones transmembrana,
responsables de la agregacién de las cuatro subunidades necesarias para formar el
canal activo (Chadwick, C.C. y cols. 1990; Taylor, C.W. y cols. 1991). Una elevada
concentracion de Ca’* en el lumen del RE hace que el IP3R sea muy sensible a IP3,
disminuyendo esta sensibilidad tras el vaciamiento de los depdsitos (Missiaen, L. y
cols. 1991). Por otra parte, estos canales estan regulados por la [Ca®']. de forma
que, ante incrementos en esta [Ca”']. (300-600 nM), el IPsR se abre y permite que
se libere Ca** (Bezprozvanny, I. y cols. 1991). Por ultimo, el ATP tiene un efecto dual

sobre el IP3;R, actuando como co-activante hasta una concentracién de ATP de 4 nM
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e inhibiendo la apertura de los mismos a concentraciones de ATP superiores, lo cual
se debe posiblemente a competicién al sitio de union del IP; (Bezprozvanny, I. y
cols. 1993).

b) Receptores de rianodina (RyR): se localizan en el RE y tanto en estructura como en
funcidn, son similares al IPsR. Los RyR se activan por rianodina a concentraciones
inferiores a 10 uM, cafeina, ADP ribosa ciclica y por Ca®" a concentraciones menores
de 1 mM, produciendo un proceso de liberacién de Ca*" inducida por Ca** (CICR). La
calmodulina (CaM) actia como modulador de este canal, anulando incluso el efecto
conjunto que produce la rianodina, el ADP y la cafeina (Endo, M. 2009).

c) Receptores del nicotinato de adenina dinucleétido fosfato (NAADP): el NAADP,
derivado desaminado del nicotiadenin dinucledtido fosfato (NADP) y sintetizado
por la propia célula en la mitocondria, es un mensajero capaz de liberar Ca** de los
depdsitos acidicos (endosomas, lisosomas y vesiculas secretoras), liberdndolo de
forma independiente al IP; y a la ADP ribosa ciclica (ADPRc) al DAG (Lopez, J.J. y
cols. 2005), a través de sus receptores, identificados recientemente como los
canales de dos dominios de poro (TPC) (Patel, S. y cols. 2010; Zhu, M.X. y cols. 2010)
(Dionisio, N.y cols. 2011).

d) Canal liberador de Ca** sensible a esfingolipidos (SCaMPER): este canal libera Ca**
intracitoplasmatico, como respuesta a la unidon de lipidos derivados de Ia
esfingosina, cuya concentracidn se incrementa ante factores de crecimiento como
el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF). No se conocen aun las
funciones fisiolégicas que producen su apertura (Young, K.W. y cols. 2000).

Ademas de por estos canales situados en las membranas de los depdsitos
intracelulares de Ca®*, la concentracién de este ion estd regulada por una serie de
proteinas existentes en estos depdsitos que son capaces de unir el Ca®* en su estructura.

Alguna de estas proteinas son la calsecuestrina o la calreticulina.

1.1.2. Entrada de Ca** desde el medio extracelular

Al activarse ciertas funciones celulares como las destacadas anteriormente
. s ~ 2+ s .
mediante la generacién de la sefial de Ca”’, las células requieren que se llegue a una
2 . . . 2

[Ca™]. sostenida y prolongada y en muchos casos no es suficiente con el Ca®* acumulado
;. .. 2

en los depdsitos para completar este requerimiento. Es por ello que la entrada de Ca”*
desde el medio extracelular a través de canales de membrana es esencial para la

fisiologia de la célula. En la membrana plasmatica existen diferentes canales permeables
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a Ca’ que presentan diferentes propiedades biofisicas. Segun el tipo celular, existen

distintos mecanismos para activar esta entrada de Ca*".

a)

Entrada de Ca® activada por voltaje (VOCs): se produce sobre todo en células
eléctricamente excitables, como neuronas, células cardiacas, células musculares y
muchas células endocrinas. En estos tipos celulares, la apertura de estos canales se
produce tras una despolarizacién de la membrana que permite la entrada breve de
Ca** desde el medio extracelular. Estos canales estan regulados por receptores y
mensajeros intracelulares (McDonald, T.F. y cols. 1994). Recientemente, se ha
descubierto que el canal activado por voltaje Cavl.2, es ademas regulado por la
region SOAR de STIM1, que activa la apertura de Orail, uno de los canales de Ca**
mas importantes activados por el vaciamiento de los depdsitos intracelulares de

Ca®* (Wang, Y.y cols. 2010).

En células no excitables, la entrada de Ca** se produce a través de canales

idnicos activados por segundos mensajeros (SMOC), por receptor (ROC) o por el

vaciamiento de los depdsitos intracelulares de Ca** (SOC).

b)

Entrada de Ca®* activada por segundos mensajeros (SMOCs): fisioldgicamente,
algunos segundos mensajeros (DAG) inducen la apertura de canales (TRPC3 y
TRPC6) sensibles a moléculas producidas tras la activacion de un receptor en la
membrana, que permite el flujo de cationes monovalentes o divalentes. Algunas de
estas moléculas son el IP, en células endoteliales, la PKC en plaquetas o el DAG en
diversos tipos celulares (Irvine, R.F. y cols. 1999; Jardin, I. y cols. 2008; Rosado, J.A.
y cols. 2000).

Entrada de Ca®" activada por receptor (ROC): estos canales operados por receptor
son muy ubicuos y se situan principalmente en células secretoras y en las
terminaciones nerviosas. Este tipo de entrada se produce por la uniéon de un
agonista, generalmente neurotransmisores como el glutamato, ATP o ADP al
dominio extracelular del receptor ionotrépico. Algunos ejemplos de ROC son los
receptores del dcido N-metil-D-aspartico (NMDA), que en respuesta al glutamato se
abren (Benarroch, E.E. 2011) o los receptores purinérgicos de las plaquetas P2X; (P-

2X;), que se abren tras ser activados por ATP (Gachet, C. 2008).
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d) Entrada de Ca® activada por el vaciamiento de los depésitos intracelulares (SOC):
. . ;s . . 2+

esta entrada se produce tras el vaciamiento de los depdsitos intracelulares de Ca”" y

es uno de los principales mecanismos de entrada de Ca®* en células no excitables,

estando regulado por el estado de relleno de los almacenes intracelulares de Ca*".

Este mecanismo de entrada de Ca®" en la célula serd explicado con mayor detalle en

el siguiente apartado.

1.2. MECANISMOS QUE DISMINUYEN LA [Ca’*]c

Una vez realizada la funcién celular que requeria el aumento de la [Ca®'],, las
células necesitan recuperar sus concentraciones basales de Ca** para evitar la activacion
de procesos apoptdticos que conllevarian a la muerte celular como consecuencia de un
exceso de Ca** en el citosol. Ademas, algunos de estos procesos permanecen activados
de forma continua para mantener la pequefia [Ca®']. caracteristica de una célula en
reposo. Los mecanismos que disminuyen la concentracién de Ca** se pueden agrupar en:
los que devuelven el Ca** a los depésitos intracelulares y los que expulsan el Ca®* al
exterior. Todo tipo de transporte de Ca®* citoplasmatico requiere el uso de bombas e

intercambiadores (Berridge, M.J. 2005).

1.2.1. Bomba ATPasa de Ca** del RE (SERCA)

En el proceso de recuperacién de la [Ca**]. basal, tiene especial importancia el
papel que desempefia la bomba ATPasa de Ca®* del RE (SERCA) (Figura 3). Esta bomba,
es un polipéptido de 110 kDa que se localiza en las membranas de los almacenes
intracelulares de Ca*, hacia donde lo reintroduce en un proceso realizado en contra de
gradiente con el consecuente consumo de ATP como forma de energia. En el lumen
presenta pequefios dominios con forma de lazo, diez dominios de hélice transmembrana

y en su parte citosdlica, presenta tres dominios principales:

- Dominio de fosforilacion (P), en los residuos Asp351 y Asp703 Sitio catalitico
- Dominio de unién a nucledtidos (N)
- Dominio ejecutor (A), al que se une el Ca®*y favorece los cambios conformacionales

de la proteina.
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Figura 3. Dominios de la bomba SERCA. (Figuras obtenidas de Contreras-Leal, E. y cols 2010).

2+

Cuando SERCA une dos iones Ca®* en su dominio citosdlico, sufre un cambio
conformacional que permitira que el ATP ceda un fésforo al residuo Asp351, el cual
induce el cambio conformacional de SERCA, de forma que queda el domino A en el
lumen del almacén de Ca” y los sitios de unién de Ca** pierden su afinidad por el ion,
liberandolo. Dicho dominio queda orientado hacia el [imen del almacén de Ca*, donde
disminuye la afinidad de los sitios de unién a Ca®* por el ion, liberandolo en el interior. La
disociacion de los iones de Ca”* causara la hidrdlisis del fosforo en el residuo de
aspartato (Asp, D), de forma que se produce un nuevo cambio en la estructura proteica,

en la que el dominio A volvera a situarse en el citoplasma (Toyoshima, C. 2008).

Esta disociacion induce un nuevo cambio de conformacién por el cual SERCA

retorna a su estado inicial (Periasamy, M. y cols. 2007).

Se han identificado tres genes diferentes que dan lugar a las isoformas SERCA1,
SERCA2 y SERCA3 y a una diversidad adicional de variantes de estas isoformas mediante

splicing alternativo (Pozzan, T. y cols. 1994).

La regulacidon de esta bomba es llevada a cabo por la proteina de membrana
fosfolambam, de un tamafio aproximado de 6 kDa, que inhibe la actividad de SERCA1 y
SERCA2, reduciendo asi su afinidad por Ca®*, (Simmerman, H.K. y cols. 1998), pero no
inhibe la actividad de SERCA3 por bloqueo de su sitio activo. Esta inhibicion se relaja
cuando fosfolambam es fosforilada por PKA o proteinas cinasas dependientes de Ca®*y
CaM (CaM cinasa Il) (Metcalfe, E.E. y cols. 2005). La desfosforilacién de fosfolamban
inhibe SERCA.
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Figura 4. Inhibicion de la bomba SERCA por TG. La bomba ATPasa de Ca” del RE transfiere ca**
desde el citosol hacia el lumen del RE (Chen, D. y cols. 2017).

El inhibidor farmacolégico mas selectivo de SERCA (Figura 4) que se conoce no
afecta a otras bombas de Ca** y se denomina con el nombre de tapsigargina (TG)
(Thastrup, O. y cols. 1989), una lactona sesquiterpénica que lleva a la proteina a un
estado inactivo irreversible. Otros inhibidores menos especificos son el vanadato, que
sélo inhibe a la bomba SERCA a concentraciones superiores a 20 UM (Caroni, P. y cols.
1981); el lantano, que inhibe la formacidn de fosfoproteina SERCA (Wuytack, F. y cols.
1992); el acido ciclopiazdnico, de caracter inhibitorio reversible y la 2,5-di (ter-butil)-1,4-
hidroquinona (TBHQ), de actuacién similar a la primera pero con potencia de inhibicion
variable en funcion de las diferentes isoformas de SERCA (Cavallini, L. y cols. 1995), de
manera que es uno de los inhibidores mas versatiles para analizar la funcionalidad de las

diferentes isoformas de SERCA.
1.2.2. Bomba ATPasa de Ca** de la membrana plasmética (PMCA)

La extrusion de Ca®* al medio extracelular se lleva a cabo principalmente
mediante la bomba de Ca** dependiente de ATP de la membrana plasmética (PMCA)
(Figura 5). Presenta una estructura y funcionalidad similar a las de la bomba SERCA, con
diez dominios transmembrana (TM), que se localizan en los extremos amino y carboxilo
en la parte citoplasmatica de ésta. En el bucle localizado entre el dominio TM4 y TM5 se
encuentra el dominio catalitico, que incluye el sitio de uniéon a ATP. El extremo C
presenta una larga cola de aminodcidos (aa) (70-200 aa) y ademas, se localiza el sitio de
unién a Ca”**/CaM, constituyendo el principal dominio regulador de PMCA (Penniston,
J.T. y cols. 1998), asi como otros dominios de uniéon a moléculas como fosfolipidos

acidicos y proteinas cinasas como PKA y PKC (Strehler, E.E. y cols. 2001). Uno de los
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principales factores moduladores de la PMCA es el propio ion Ca®'. Asi, después del
aumento de la [Ca*’],, la velocidad de salida de Ca®* a través de la PMCA también

aumenta (Bautista, D.M. y cols. 2002).

PMCA at resting Ca?* PMCA during elevated Ca?*

N-terminal - 14-3-3-binding
domain ; domain
\ Splice site A Catalytic domain

autoinhibitory o

i : Phospholipid-bindin,

PDZ-binding CaM-binding domain P dogainl ng $ gi al. geg:rl,e;fl%rg

domain - % nai
Splice site C o domain

PKA site

Figura 5. Modelo de la bomba ATPasa de Ca® de la membrana plasmdtica (PMCA) como
regulador de la via de transduccion de sefiales. La PMCA extrae ca” de la célula y genera un
microambiente donde las [Ca®*] intracelular son muy bajas. La interaccion con los dominios
intracelulares de PMCA une las proteinas asociadas a este microambiente con bajo contenido de
Cc72+, lo que resulta en una regulacion a la baja de la actividad enzimdtica de las proteinas

dependientes de Ca“/CaM. (Holton, M.L. y cols. 2010).

1.2.3. Intercambiador Na*/Ca®* (NCX)

Este intercambiador (Figura 6) es una proteina localizada en la membrana
plasméatica que también contribuye al proceso de eliminacion de Ca®* hacia el medio
extracelular. Presenta un tamafo aproximado de 108 kDa. Esta constituido por once
dominios TM, con sus extremos N y C orientados hacia el citosol. Esta constituido por un
péptido inicial (MQ), seguido de cinco regiones TM (M1-M5), un bucle intracelular
grande donde se localizan tanto el sitio de unién a Ca** como el sitio de inactivacién de

Na’y seis regiones TM méas (M6-M11) con el extremo C en el citoplasma.

Este tipo de proteina de membrana se regula por proteinas cinasas de la familia

de la PKA y PKC (Blaustein, M.P. y cols. 1999).

El intercambio de estos iones es electrogénico, es decir, transporta el ion ca*
hacia el exterior de la célula empleando para ello el gradiente del ion Na’. De esta
manera, usa la energia almacenada como gradiente electroquimico de Na®, con una

estequiometria 3 Na":1 Ca** (por cada tres cationes Na* que incorpora al citosol, saca un
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catién Ca®* al medio extracelular) (Hilgemann, D.W. y cols. 1991), lo cual provoca una

corriente eléctrica hacia el citoplasma debido al movimiento de una carga neta positiva.
. . . .z 2+ .

Su finalidad es mantener la baja concentracion de Ca” en el citoplasma, que es unas

diez mil veces menor que en el medio externo.

Este intercambiador es sensible a cambios en el potencial de membrana y al
gradiente de Na®, pudiendo cambiar de direccién cuando se alteran estas condiciones.
Asimismo, la operacién de los SOCs tras el vaciamiento de los depésitos también induce
una entrada de Na' importante que seguidamente activa de forma reversa el NCX,
proporcionando una via adicional de entrada de Ca** durante la ECC (Harper, A.G. y cols.
2007). El NCX puede actuar inversamente introduciendo Ca* al interior celular; esto
ocurre en algunas ocasiones, como es el caso del potencial de accién cardiaco, durante
el cual aumenta transitoriamente la concentraciéon de Na® cercana a la membrana
plasmatica, haciendo que el intercambiador expulse Na* reintroduciendo Ca®" (Blaustein,
M.P.y cols. 1999).

De la misma forma, determinadas proteinas del citosol también actuan
disminuyendo la [Ca®*]. mediante su unién a dicho ion. Algunas de estas proteinas son
CaM, calretinina, calbindina o parvalbimina. La mayor parte de estas proteinas actua
tamponando la [Ca**]. de forma que, en condiciones de reposo, esta [Ca’*]. se mantiene
baja y mantienen asi un equilibrio entre el Ca®* libre y el que se encuentra unido a
proteinas.

En las células, tanto excitables como no excitables, entre el 98% y el 99% del

Ca”" intracelular se encuentra unido a proteinas (Neher, E. 1992).

Figura 6. Modelo del intercambiador proteico de Na*/Ca” (NCX). (Modificado de Iwamoto, T.
y cols. 2004.
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1.3.  FINALIZACION DE LA SENAL DE Ca**

Una vez producido el estimulo, la movilizacién de Ca* y la respuesta, la
concentracién de Ca** en el citoplasma debe disminuir (20 nM) y los almacenes de Ca**
deben rellenarse para responder al siguiente estimulo. Asimismo, el exceso de Ca** debe
expulsarse al medio extracelular. Ademas de estos mecanismos que estan encauzados a
reducir la concentracién de Ca”*, se debe cortar la sefial que ha causado el vaciamiento
de los reservorios y la apertura de los canales. Para que la célula metabolice el IP3, ésta
utiliza dos vias. En la primera de ellas, el IP; es desfosforilado a inositol 1,4-bifosfato (IP,)
por la accién de una enzima 5-fosfatasa o bien, es fosforilada por una enzima 3-cinasa,
obteniéndose IP,. El DAG es inactivado rdpidamente por fosforilacion a través de la
enzima DAG cinasa, transformandose en acido fosfatidico (PA), un precursor de la
biosintesis de fosfolipidos.

Una vez que la célula es activada por un agonista y se ha producido el
incremento en [Ca’']., se producirad la inhibicion de la adenilato ciclasa (AC) y por lo
tanto, la disminucion de adenosin monofosfato ciclico (AMPc) (Adunyah, S.E. y cols.
1987). Cuando el estimulo y la sefial de Ca®* cesan, la AC empieza a sintetizar AMPc de
forma rapida, activando la proteina cinasa A (PKA) o también conocida como proteina
cinasa dependiente de AMPc, la cual inhibira la fosfolipasa C (PLC) y fosfolipasa asociada
a lipoproteina (PLA,), asi como la polimerizacién de actina (Jardin, I. y cols. 2009). Al
mismo tiempo, tiene lugar la sintesis de guanosin monofosfato ciclico (GMPc) por
monodxido de nitrogeno (NO), lo cual activard la proteina cinasa G (PKG) o también
llamada proteina cinasa dependiente de guanosin monofosfato ciclico (GMPc) (Moore,

C.y cols. 2010).

La siguiente figura (Figura 7), representa el modelo de interaccién entre las
proteinas Orai, STIM y TRPC. Los TRPC son estabilizadores en un estado inactivo cuando
interactian con las proteinas Orai. La sefalizacion del receptor causa una rdpida
disociacion de Orai-TRPC, promoviendo su activacién. Esta activacién, inducida por el
agotamiento de Ca”*'de los depdsitos, hace que queden atrapados los complejos TRPC-
STIM-Orai, asi como la disociacién del Ca** luminal de STIM. El agrupamiento de STIM-
Orai se asocia con TRPC activados y estabilizan su conformacién en un estado en el que

opera como un canal Iczac.
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Ca?*-permeable, Non-selective
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Figura 7. Esquema de los canales SOCE, Orai, STIM y TRPC (Liao, Y. y cols. 2008).

2. ENTRADA CAPACITATIVA DE Ca® (ECC)

Fue descrita por vez primera en 1986 por Putney (Putney, J.W., Jr. 1986), quien
observé que una vez vaciados los reservorios intracelulares de Ca®*, se origina la
apertura de los canales de Ca** que se localizan en la membrana plasmatica, los cuales
estaban cerrados cuando la célula se encontraba en reposo. Estos canales permitiran
una entrada masiva de Ca®" al citoplasma, asi como el relleno de los depdsitos de Ca*" y
el cierre de los canales bloqueando la entrada de Ca®* (Putney, J.W., Jr. 1986). La ECC
también tiene un papel importante en células excitables (Dominguez-Rodriguez, A. y
cols. 2012; Koss, D.J. y cols. 2013; Xia, J. y cols. 2014). Originalmente, se propusieron

cuatro modelos (Fig. 8) para explicar la ECC:

A. Modelo difusible: Sugiere que, al producirse el vaciamiento de los depésitos,
se generan moléculas que activan los canales SOC en la membrana plasmatica y se inicia
la ECC. Las posibles moléculas difusibles que se propusieron para este modelo fueron
cambios en la concentracién citosélica de GMPc (Pandol, S.J. y cols. 1990), algunas
tirosinas cinasas (Sargeant, P. y cols. 1993) o pequefias proteinas unidas a guanosin
trifosfato (GTP) (Bird, G.S. y cols. 1993; Fasolato, C. y cols. 1993), la generacion de un
producto del citocromo P450 (Alvarez, J. y cols. 1992), algin producto derivado del
metabolismo de la mitocondria, algunas vias de Ca®* dependientes de CaM o el factor
del influjo de Ca** (CIF), un factor no proteico alin no caracterizado (Parekh, A.B. y cols.
1997). Sin embargo y tras la imposibilidad de identificar esta molécula, este modelo se

fue abandonando.
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B. Modelo de acoplamiento conformacional constitutivo: Este modelo
establece que hay una interaccién entre los IPsR en el RE y los canales de membrana
plasmatica una vez que se produce el vaciamiento de los depdsitos intracelulares de
Ca’'. Para gue se produzca esta interaccidn, el RE debe situarse cerca de la membrana

plasmatica (Berridge, M.J. 1995).

C. Modelo de acoplamiento conformacional de novo: Tomando como base el
modelo propuesto por Berridge, Rosado et al., propusieron una modificacién a éste, en
la cual estaba involucrado el trafico de membranas en las células. Asi, una vez vaciados
los depdsitos intracelulares, el RE, que no estd situado cerca de la membrana
plasmatica, se acerca a ésta con ayuda del citoesqueleto de actina, de forma que se
produce la interaccién entre los IPsR y los canales de Ca®* en la membrana plasmatica

(Rosado, J.A. y cols. 2000).

D. Modelo de secrecidn: Este modelo sugiere que, una vez producido el
vaciamiento de los depdsitos de Ca®*, se produce una translocacién e insercidon de
canales ya formados desde el RE hasta la membrana plasmatica (Fasolato, C. y cols.
1993). Esto se apoya en diferentes trabajos que demuestran que la ECC necesita la
colaboracidon de proteinas involucradas en el trafico y fusién de vesiculas con la

membrana plasmatica (Yao, Y. y cols. 1999).
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Figura 8. Modelos propuestos para la ECC (Tomada de la Tesis Doctoral “Complejos STIM-Orail-

TRPC en la entrada de Ca’*en plaquetas humanas”, 2011).

Las proteinas involucradas en la ECC y el paso de informacidn desde el RE hasta
los canales de la membrana plasmatica se han ido investigando en los Ultimos afios,
como es el caso del sensor de Ca** del RE, STIM1, que fue descrito en 2005, de manera
que estas hipdtesis tuvieron que ser reconsideradas y reformuladas. La ECC es un
mecanismo complejo en el que se encuentran involucradas diferentes proteinas que

interactUan entre si.
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La entrada capacitativa de calcio (ECC) o entrada de Ca®* activada por el
vaciamiento de los depdsitos intracelulares, es un mecanismo que promueve una
entrada de Ca®" extracelular al citoplasma una vez se han vaciado o agotado las reservas
de Ca* almacenadas en sus depdsitos intracelulares, tales como el reticulo
endoplasmatico (RE) o almacenes de naturaleza acidica. A nivel molecular, unas
moléculas sensoras de Ca®* alojadas en las membranas de estos almacenes, llamadas
STIM1 y STIM2, detectan la reduccién del contenido de Ca®* almacenado y activan los
canales de Ca**, CRAC y SOC localizados en la membrana plasmatica (Lopez, J. y cols.
2012) y formados por las proteinas de la familia Orai (Orail, 2 y 3) y algunos miembros
de la subfamilia de canales TRPC, tales como TRPC1, TRPC3 y TRPC6 (Berna-Erro, A. y
cols. 2012; Salido, G.M. y cols. 2011). La ECC participa basicamente en el rellenado de los
depdsitos intracelulares de Ca®*, cuyo agotamiento llevaria a la célula a un estado
patoldgico (Mekahli, D. y cols. 2011) y en vias de sefializacion intracelular dependientes
de Ca** (Berna-Erro, A. y cols. 2012). La funcidn fisioldgica de la ECC es extremadamente
importante, ya que personas que poseen una deficiencia hereditaria en la ECC presentan
un cuadro clinico muy similar al sindrome de inmunodeficiencia combinada severa
(SCID), el cual se caracteriza por un fallo generalizado de las defensas inmunoldgicas que
resulta fatal si no se realiza un trasplante de médula ésea a tiempo. Este sindrome
inmunolégico, va acompafiado de deficiencias motoras de origen muscular o nervioso y
de otras deficiencias asociadas, indicando que la ECC es también importante para la
fisiologia de otros tejidos (Berna-Erro, A. y cols. 2012). En estos ultimos afios se viene
demostrando, de manera incipiente, que la ECC participa en distintos aspectos

funcionales de las células cancerosas o tumorales.

2.1. MECANISMOS IMPLICADOS EN LA ENTRADA DE Ca**

Una vez que el agonista se une a su receptor de membrana acoplado a proteinas
G, se produce la activacién de la PLC, que hidroliza PIP, y lo transforma en IP; y DAG. El
IP;, por su parte, se une a su receptor localizado en el RE dando lugar a un cambio
conformacional en el mismo que permitirda la liberacion desde el RE al citosol,
desencadenandose asi la activacion de varias rutas (Berridge, M.J. 1995). La liberacién
de Ca® almacenado en los depdsitos, provoca que el Ca®* que se encontraba unido al
dominio EF-hand de STIM1 se separe, provocando un cambio conformacional en STIM1
gue activa los canales de la membrana plasmatica. En reposo, STIM1 tiene ocultos los

dominios coiled-coil por los que se activa a Orail y el dominio rico en prolina (Pro, P) que
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activa a TRPC1. El cambio de conformacién sufrido por STIM1 le permite, en primer
lugar, formar homdmeros con otras moléculas de STIM1 y heterémeros con moléculas
de STIM2. Estas uniones se formaran mediante el dominio SAM, situado en el extremo
amino (N) de las STIMs (Muik, M. y cols. 2011). Una vez que se han vaciado los
reservorios de Ca®*, ambas proteinas se reorganizan en regiones del RE proximas a las
balsas lipidicas de la membrana plasmdtica, microdominios con un alto contenido en
colesterol y esfingolipidos (Pani, B. y cols. 2008). La interaccién entre STIM1 y Orail se
produce en puntos muy concretos y localizados de la célula, denominados regiones
punctae, donde la separacién entre la membrana plasmdtica y el RE es menor de 100
nm (Liou, J. y cols. 2005; Baba, Y. y cols. 2006). STIM1 se une a Orail mediante los
dominios coiled-coil de los extremos carboxilo (C) de ambas proteinas y el dominio SOAR
de STIM1 activa Orail, permitiendo la entrada de Ca** desde el exterior (Yuan, J.P. y cols.
2009). Asi mismo, STIM1 se une a la membrana por su dominio K en el extremo C-
terminal, de forma que estabiliza las uniones con las proteinas de membrana. Este
mismo dominio es esencial para la activacién de los canales TRPC1 y TRPC3 mediante
interaccion electrostatica (Yuan, J.P. y cols. 2007). Se ha visto que STIM1 se transloca a la
membrana plasmatica una vez que se han vaciado los depdsitos (Lopez, J.J. y cols. 2006;
Zhang, S.L. y cols. 2005) y que STIM1 es necesario en la membrana plasmatica para las.
Hay autores que se oponen a la idea de la translocacién de STIM1 a la membrana
plasmatica y sugieren que como la distancia entre las membranas del RE y la membrana
plasmatica es muy pequefia (100 nm), STIM1 actuaria como si estuviera en la membrana
plasmatica cuando en realidad se sitia en el RE (Mercer, J.C. y cols. 2006; Soboloff, J. y
cols. 2006). Actualmente, se cree que la falta de deteccién de STIM1 en la membrana
plasmatica en modelos celulares transfectados con STIM1 se debe a la conjugacién de
STIM1 con proteinas fluorescentes, que de algun modo, impedirian la expresion de
STIM1 en la membrana plasmatica. Existen dos poblaciones de STIM1, en la membrana
del RE (la primera identificada) y en la membrana plasmatica. El papel de STIM1
localizada en la membrana plasmdtica estaria relacionada con la modulacién de la
entrada de Ca’* a través de canales capacitativos (Jardin, I. y cols. 2009) y canales

regulados por AA (acido araquiddnico) (Zhang, X. y cols. 2014).
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2.1.1. STIM1 (Stromal Interaction Molecule 1)

Es una proteina que fue identificada en 2005 como el sensor de Ca*" del RE
responsable de la comunicacién del estado de relleno del mismo a los canales SOC de la
membrana plasmatica (Liou, J. y cols. 2005; Roos, J. y cols. 2005; Zhang, S.L. y cols.
2005). STIM1 (Figura 9) es una proteina muy ubicua que contiene 685 aminoacidos (aa)
y cuya masa molecular estd alrededor de 90 kDa. Se expresa en la mayoria de las células
animales y posee diferentes dominios tanto en el extremo amino (N) como en el

extremo carboxilo (C). En el extremo N, localizado en el lumen, diferenciamos:

Dominio EF-hand, que comprende los aa 76-87 y actia como sensor de Ca”". La
afinidad de este dominio por el Ca** es muy baja (0,5-1 mM) (Stathopulos, P.B. y cols.
2009), de forma que, con los depdsitos llenos, la alta concentracién de Ca* en el interior
de los mismos favorece la unidn, pero una vez que se produce el vaciamiento de estos
depdsitos y la concentracién de Ca** disminuye en el RE, queda libre el dominio EF-hand.
Cuando esto sucede, STIM1 sufre un cambio conformacional que le permitira unirse y
activar a los canales en la membrana plasmatica (Liou, J. y cols. 2005). La mutacion del
dominio EF-hand (D76A) y su incapacidad para unir Ca** favorece una ECC constitutiva

que puede ser letal para la célula (Deng, X. y cols. 2009).

Dominio alfa (a) estéril (SAM), por el que STIM1 forma homodmeros
(Stathopulos, P.B. y cols. 2006). Esta proteina tiene una masa molecular de 75 kDa y
posee una regidn transmembrana altamente conservada. Este dominio esta implicado

en la respuesta conformacional de STIM1 al vaciamiento de los depdsitos.

STIM1 presenta un Unico dominio transmembrana altamente conservado
(Soboloff, J. y cols. 2006). En el extremo carboxilo (C), localizado en el citoplasma, STIM1

tiene varios dominios importantes. De entre ellos, destacamos:

Dominios coiled-coil (CC), son tres (CC1, aa238-343; CC2, aa 363-389; CC3, aa

363-389) y participan en la oligomerizacién de STIM1.

SOAR (STIM1 Orail-activating region), comprende los aa 344-442 (Yuan, J.P. y
cols. 2009). Es la regidon mas pequeia con capacidad de activar la ECC sin tener que

vaciar los depésitos.

OASF (Orai-activating small fragment), comprende los aa 233-474 (Muik, M. y
cols. 2009).
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CAD (CRAC-activating domain), comprende los aa 342-448 (Park, C.Y. y cols.
2009).

CMD (CRAC-modulatory domain), contiene los aa 448-530 que interaccionan
con un sitio para calmodulina en el extremo N de Orail (Mullins, F.M. y cols. 2009) e
interacciona a su vez con residuos de glutamato (Glu, E) conservados en el extremo C de
los tres Orais que regula la inactivacién rapida de Orail por Ca®* (Lee, K.P. y cols. 2009)

(Yuan, J.P. y cols. 2009).

Dominio polibdasico rico en lisina (Lys, K), aa 671-685 facilita la unién de STIM1 a
la membrana plasmatica (Hogan, P.G. y cols. 2010; Liou, J. y cols. 2007) y activa la

apertura de los canales TRPC (Huang, G.N. y cols. 2006).

Region rica en serina/prolina (Ser/Pro), aa 600-629.
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Figura 9. Representacion esquemdtica de la estructura de STIM 1 humano (Jardin, 1. y cols. 2016).

El fragmento citosdlico de STIM1 contiene varios dominios funcionales que son
relevantes para la activacidon de la ECC, entre los que se incluyen un dominio CMD
(CRAC-modulatory domain), que constituye un mecanismo de retroalimentacion
negativo para la entrada de Ca** induciendo la inactivacidn rapida de los canales Orail
dependiente de Ca®* (Derler, I. y cols. 2009); un dominio inhibidor CTID (C-terminal
inhibitory domain) que regula la interaccién de la proteina inhibidora de STIM1 con el
SOAR (regidn de STIM1 activadora de Orail), evitando la activacion constitutiva de la
ECC (Jha, A. y cols. 2013) y una regién de STIM1 activadora de Orail o SOAR, la cual fue
descrita simultdaneamente por diferentes laboratorios que coincidian en las regiones
esenciales pero diferian en algunos aa.

Asi, el OASF incluye los tres dominios coiled-coil; la region SOAR presenta las
minimas regiones esenciales para la interaccién STIM1/Orail; el dominio CAD
desempefia un papel importante en la agrupacion de los canales Orail/CRAC y el CC9,
que se localiza entre los aa 339-446 (Kawasaki, T. y cols. 2009; Muik, M. y cols. 2009;
Park, C.Y. y cols. 2009; Stathopulos, P.B. y cols. 2013; Yuan, J.P. y cols. 2009).
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La corriente Icgac (Caz+ release activated current) fue la primera corriente de
entrada de Ca”" generada por el vaciamiento de los depésitos intracelulares de Ca®* que
se caracterizd y al mismo tiempo, la mas estudiada por técnicas electrofisioldgicas
(Yuan, J.P. y cols. 2009; Zhang, S.L. y cols. 2005). La secuencia rica en serina/treonina
(Ser/Thr) de STIM1 ha sido identificada como un sitio de multimerizacién e interaccion
con Orail (Srikanth, S. y cols. 2010). STIM1 también posee muchos sitios de fosforilacion
que pueden ser usados por diversas proteinas cinasas para regular las variaciones de
Ca®" en distintos estadios celulares como la mitosis, en la que la fosforilacion de STIM1
inhibe la ECC (Smyth, J.T. y cols. 2009). STIM1 también puede ser fosforilada por la
cinasa regulada extracelularmente ERK1/2, que puede controlar la interaccidon entre
STIM1 y Orail (Pozo-Guisado, E. y cols. 2010).

Pese a que la principal localizacién de STIM1 se encuentra en la membrana del
RE, un pequefio porcentaje de esta proteina se localiza en la membrana plasmatica. No
obstante, su funcidn no estd clara totalmente, aunque se haya descrito que podria
participar en la regulacién de los canales SOC actuando como sensor de Ca** del espacio
extracelular a través del dominio EF-hand orientado al medio externo (Jardin, I. y cols.
2009; Spassova, M.A. y cols. 2006). Ademas, se ha descubierto recientemente que la
fraccién de STIM1 localizada en la membrana plasmatica es necesaria para la activaciéon
de los canales ARC, un tipo de canales no capacitativos regulados por acido araquidénico
(AA). Este tipo de canales son heteromultimeros formados por tres subunidades de
Orail y dos subunidades de Orai3 (Shuttleworth, T.J. y cols. 2007; Zhang, X. y cols. 2014).

En fibras de musculo humano adulto y en miotubos diferenciados in vitro se ha
identificado una variante mas larga de STIM1, obtenida por splicing alternativo,
denominada STIM1L (Figura 10) con el fin de diferenciarla de la forma convencional
STIM1. STIM1L fue originado por splicing alternativo del exdn 11 y contiene 106 residuos
extra (aa 515-620) insertados en la region citosdlica, un dominio de unién de actina,
permitiendo a STIMI1L interaccionar con Orail para formar un grupo permanente
(Darbellay, B. y cols. 2011). Mientras que STIM1 se expresa de forma ubicua, STIM1L lo
hace en el musculo esquelético humano (Horinouchi, T. y cols. 2012), asi como en
corazén y cerebro de ratén (Darbellay, B. y cols. 2011) y en cardiomiocitos de rata
neonata (Luo, X. y cols. 2012). La expresidn tanto de STIM1 como de STIM1L, disminuye
en los cardiomiocitos de rata adulta, donde la concentracidn de su expresidon esta
regulada bajo patologia cardiaca por hipertrofia (Luo, X. y cols. 2012).

Se ha asociado la funcién de STIM1L a una activacién maxima de SOCE en células

de musculo esquelético (<1s) en comparacién con otras células donde la activacién
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completa de SOCE requiere de varios segundos (> 5s en plaquetas humanas (Redondo,
P.C.y cols. 2006)) y hasta 260 s en otros tipos celulares (Liou, J. y cols. 2007; Parekh, A.B.
y cols. 2005). Inicialmente, se encontré que STIMIL permitia una activacidén rapida de
SOCE y se requeria para desencadenar sefiales de Ca”" citosdlicas repetitivas (Darbellay,
B. y cols. 2011). La activacion rapida de SOCE en células que expresan STIM1L fue
propuesta para que la interaccién entre STIM1L y Orail incluso cuando los depdsitos de
Ca’* estaban llenos. Se sugirié que esta interaccién se estabilizaba por la asociacién de
filamentos de STIM1L-actina, ya que se descubrié que la despolimerizacion de la actina
altera los complejos de STIM1L-Orail en reposo, lo que retrasa la activacion de SOCE
(Darbellay, B. y cols. 2011). Estudios mas recientes han revelado que tanto STIM1 como
STIM1L estan distribuidos a lo largo de las vesiculas del RE, mientras que los canales

Orail estan localizados en la MP.
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97-128 399423

Figura 10. Estructura molecular de las variantes de STIM1 y STIM1L (Rosado, J.A. y cols. 2015).

Ademds, se ha demostrado que STIMIL modula la entrada de Ca**
independiente de los depdsitos a través de los canales TRPC (TRPC3 y TRPC6). En células
HEK293 que expresan de forma estable STIM1L del receptor de endotelina A, se observo
que la expresion del receptor de Ca** operada por el receptor a través de TRPC3 y TRPC6
es mas fuerte que la estimulacién por interaccion con ambos canales (Horinouchi, T. y
cols. 2012). La sobre-expresion de STIM1 y STIM1L no modifico las concentraciones de
expresion de TRPC3 y TRPC6. Aunque STIM1L exhibe una mayor capacidad de unirse a
TRPC3 y TRPC6 que STIM1 (Horinouchi, T. y cols. 2012), se podria sugerir que el
reclutamiento de estos canales en el conjunto de sefiales dependientes de los depdsitos,
el mecanismo preciso involucrado en la supresidn de la entrada de Ca*', operada por el
receptor e independiente de los depdsitos, por STIM1 y STIM1L en este modelo celular

aun no ha sido aclarado.

-44-



Raquel Diez Bello Antecedentes bibliogrdficos

2.1.2. STIM2 (Stromal Interaction Molecule 2)

Es el segundo miembro de la familia de proteinas STIM. Se expresa de forma
ubicua en humanos, aunque a niveles menores que STIM1. Sin embargo, al contrario
qgue STIM1, la localizacion de STIM2 es exclusivamente en la membrana del RE (Williams,
M.R. y cols. 2001). Tanto STIM1 como STIM2 (Figura 11) son proteinas estructuralmente
similares, pero funcionalmente difieren en que la participacién de STIM2 en la ECC no
estd completamente demostrada y parece ser dependiente en gran medida del tipo
celular estudiado. Asi, en plaquetas humanas y murinas, parece tener un menor efecto
en la ECC, comparado con STIM1 (Gilio, K. y cols. 2010), mientras que en otros tipos
celulares, como neuronas murinas o células dendriticas, STIM2 desempefia una funcion

importante en la ECC (Bandyopadhyay, B.C. y cols. 2011; Berna-Erro, A. y cols. 2009).
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Figura 11. Estructura molecular de las variantes de STIM2 (Rosado, J.A. y cols. 2015).

2.1.3. Orail (también conocida como CRACM1)

Fue descrita en 2006 como proteina formadora del poro del canal que conduce
la corriente Iczac, NO activada por cambios de voltaje y altamente selectiva para Ca”. lLa
identificacion de esta proteina como parte del canal se consiguié al estudiar la mutacion
puntual Orai1®"", codificada por el gen FLK14466 del cromosoma 12 humano, que da
lugar a una enfermedad conocida como el sindrome de inmunodeficiencia combinada
severa (SICS), caracterizado por la deficiencia de corrientes Iczac €n células T (Feske, S. y
cols. 2006), esto es, suprime tanto la entrada de Ca®" como las corrientes Iczac en células

T.

Se ha propuesto que la proteina Orail estd formada por un hexamero y forma el

canal que media la corriente /czac, Una corriente no activada por cambios en el voltaje y
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altamente selectiva para Ca** (Hou, X. y cols. 2012; Parekh, A.B. y cols. 2005). Esta
proteina, ademas, forma complejos de canales de iones multiméricos en la membrana
plasmética y se encuentra regulada por el vaciamiento de los depdsitos de Ca**
intracelulares y mediada por la participacién de STIM1 (Vig, M. y cols. 2006).

Orail (Figura 12) es una pequefia proteina de un tamafo aproximado de 38 kDa
de la membrana plasmatica, aunque se han descrito algunas localizaciones intracelulares
como reservorios que pueden ser insertados en la membrana plasmatica durante la
estimulaciéon de las células con agonistas (Woodard, G.E. y cols. 2008). Estda compuesta
de 301 aa, lo que se traduce en una masa molecular de unos 33 kDa, pero que puede ser
mayor debido a que es sensible de ser glicosilada. Estructuralmente presenta ambos
extremos en el citoplasma, tanto el dominio amino (N) como el carboxilo (C), cuatro
dominios transmembrana (TM) y el poro estd situado entre el segundo y el tercer
dominio. En el extremo N presenta dos dominios ricos en prolina (Pro, P), un dominio
rico en arginina (Arg, R) y un dominio muy proximo al primer dominio transmembrana
que es rico en arginina/lisina (Arg, R/Lys, K). Ademas, posee un sitio de unién a
calmodulina (CaM) antes de la primera regién transmembrana, la cual produce la
inactivacidn del canal al unirse (Mullins, F.M. y cols. 2009). En el extremo C presenta un
dominio coiled-coil por el que se une al extremo carboxilo de STIM1 (Muik, M. y cols.

2009; Park, C.Y. y cols. 2009; Yuan, J.P. y cols. 2009).

Extracellular

ORAI1

E106

— CAD binding
\ domain (272-292)

~~ COOH

CAD binding
domain (73-85)

—

NH, Intracellular

Figura 12. Topologia de Orail. Cada mondmero de Orail consiste de 4 dominios transmembrana
(TM1-TM4) y presenta dominios de union CAD en los dominios amino y carboxilo terminales del
citosol. E106 es el residuo crucial que confiere selectividad del canal al ca”. (Moccia, F. y cols.
2015).

Orail también posee dominios estructurales que pueden formar un canal de

Ca®* muy selectivo, en concreto, el residuo de glutamato (Glu, E) (E106) ha sido descrito

como el filtro que define la selectividad del canal a Ca** (Rothberg, B.S. y cols. 2013)
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(Moccia, F. y cols. 2015), al igual que el residuo de glutamina (Gln, Q) (Q108) y tres
residuos de aspartato (Asp, D) (D110, D112 y D114) que forman la regién acumuladora
de Ca® en la proximidad del poro (Frischauf, I. y cols. 2015). Segln esto, al realizar la
mutacién puntual E106A o D112, la ECC se bloquea de forma completa y con las
mutaciones Q108A y D110A la ECC se reduce (Vig, M. y cols. 2006). Adema3s, se ha
descubierto que ciertos residuos del dominio ETON (Extended transmembrane Orail N-
terminal) contribuyen a la unién de Orail con STIM1 asi como a la activacidon de este
ultimo (Derler, I. y cols. 2013) (Figura 13).

Se ha determinado la expresién de dos variantes de Orail, éstas son Oraila y
Orailp. Se ha demostrado que ambas se expresan de forma ubicua en lineas celulares
humanas como HEK293, células T Jurkat, Hela, linea celular T84 de carcinoma de
pulmén o células epidermales HaCaT, mostrando una localizacién celular similar
(Fukushima, M. y cols. 2012).

Oraila es la variante convencional de 301 aa ¢33 kDa, aunque la masa molecular
predicha podria estar alterada significativamente debido a modificaciones como
glicosilaciones en el residuo de asparagina (Asn, N) en la posicién 223 (Gwack, Y. y cols.
2007) o fosforilaciones en residuos de serina (Ser, S) en las posiciones 27 y 30 (Kawasaki,
T.y cols. 2010).

La variante corta de Orail, es decir, OrailB, se genera por iniciacion de
translaciones alternativas desde una metionina (Met, M) en la posicién 64 vy
posiblemente también en la posicion 71, obteniendo asi una proteina de 23 kDa,
aproximadamente.

La secuencia anterior al inicio de translacion de Orailp incluye un motivo rico en
prolina (Pro, P) que previamente se sugirid poder ser importante para la activacion de
Orail mediada por STIM1 (Takahashi, Y. y cols. 2007) y una secuencia rica en arginina
(Arg, R) que se ha visto que estd involucrada en la interaccion de Orail con
fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP,) de la membrana plasmdatica que podria ser
importante para la movilidad de Orail en la membrana (Calloway, N. y cols. 2011).

Un estudio reciente realizado por Desai y cols. (Desai, P.N. y cols. 2015) reveld
que ambas variantes de Orail podrian ser subunidades de los canales CRAC operados
por los depdsitos intracelulares y los canales SOC, con algunas diferencias biofisicas que
incluyen una fuerte inactivacién de Oraila dependiente de Ca®*. Sin embargo, la
diferencia funcional mds significativa entre las variantes de Orail mencionadas radica en

la participacion de Oriala pero no de OrailB en los canales ARC. (Desai, P.N. y cols.
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2015), aunque los mecanismos moleculares existentes bajo esa significante diferencia
bioldgica de ambas variantes no esta muy clara.

Existen dos formas homodlogas de Orail, Orai2 y Orai3, que pueden formar
complejos heteromultiméricos con Orail (Lis, A. y cols. 2007). Orail, Orai2 y Orai3 son
capaces de formar canales operados por los depdsitos intracelulares que comparten una
similitud altamente selectiva para el Ca*". En contraste, canales formados por los tres
homdlogos exhiben ligeras diferencias de selectividad por el ion Na* (Lis, A. y cols.

2007).

‘IP3R

Figura 13. Esquema representativo de los elementos que participan en la ECC (Wang, Y. y cols.

2008,).

2.1.4. Orai2

Como proteina Orai, forma el canal del poro para Ca** situado en la membrana
plasmética y estd asociado a los mecanismos de entrada de Ca®* operada por los
depdsitos. Muchos estudios recientes acerca de los genes y proteinas ORAI usan la
nomenclatura CRACM, sin embargo, la mayoria de los estudios actuales usan Orai para
describir los genes ORAI1, ORAI2 y ORAI3, que codifican para las proteinas Orail, Orai2 y
Orai3 de 28-33 kDa (Lis, A. y cols. 2007). Las proteinas Orai estan localizadas en la MP y
son funcionales formando tetrameros (Ji, W. y cols. 2008; Penna, A. y cols. 2008).

Ademas de los tres homoélogos de Orai, existen dos variantes de Orai originados
por splicing identificados en ratén, que son Orai2 corto (Orai2S) y Orai2 largo (Orai2l).

Orai2S es fuertemente sensible a la inactivacién por Ca*" intracelular y juega un papel
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dominante negativo en la formacién de canales de Ca** cuando se co-expresa con Orail
(Gross, S.A. y cols. 2007).

Las células de mamifero expresan tres subunidades de poro diferentes. La
secuencia de aminodcidos de Orail y Orai2, presentan aproximadamente un 60% de
homologia; Orai3 presenta una homologia del 63% con Orail y del 66% con Orai2. En los
dominios transmembrana los porcentajes de homologia son incluso mayores, llegando al
90% (Feske, S. 2009; Hewavitharana, T. y cols. 2007). Las tres isoformas estdn
expresadas en linfocitos T humanos (Lioudyno, M.I. y cols. 2008); sin embargo, un
defecto familiar en Orail resulta en una patologia conocida como sindrome de
inmundeficiencia combinada severa (SICS), incluso en presencia de Orai2 y Orai3
normales expresados en estas células. Esto sugiere que Orai2 y Orai3 no pueden
sustituir la funcién de Orail, al menos, en este caso (Baba, Y. y cols. 2009). Deberia
notarse que en células donde la expresion de Orail ha sido silenciado con RNAsi,
pequefias sefiales de SOCE mediadas por Orai2 u Orai3 son aun evidentes (Gwack, Y.y
cols. 2007; Lis, A. y cols. 2007). Cuando todas estas proteinas Orai se co-expresan con
STIM1, dan lugar a robustas corrientes internas rectificadas.

Las isoformas Orail-3 son permeables a Ca®* y a algunos cationes divalentes

como el bario (Ba**), estroncio (Sr**) (Lis, A. y cols. 2007; Scrimgeour, N. y cols. 2009).

2.1.5. TRPs

En los afios 90 se propuso que en mamiferos, los homdlogos de los receptores
de potencial transitorio (TRP, transient receptor potential) de Drosophila, podrian ser los
posibles canales mediadores de la ECC (Birnbaumer, L. y cols. 1996; Rosado, J.A. y cols.
2001). El nombre que reciben estos canales es debido a una mutacién en éstos que
induce potenciales de membrana transitorios por la entrada de iones como sodio (Na*) y
calcio (Ca*), en lugar de los potenciales sostenidos que se producen en los canales no
mutados (Hardie, R.C. y cols. 1992). En mamiferos se han identificado seis subfamilias de
canales TRP: TRPC, TRPA, TRPV, TRPM, TRPML y TRPP, cada una de las cuales estd
constituida por diferentes isoformas. Por ejemplo, la subfamilia TRPC (TRP candnico)
esta formada por siete canales (TRPC1-TRPC7), que se activan una vez producida la
hidrélisis de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,) tras la estimulaciéon con diversos
agonistas en diferentes tipos celulares (Montell, C. 2005; Parekh, A.B. y cols. 2005). Sin
embargo, no todos los TRPCs participan en la ECC, sino que también funcionan como

canales en otros tipos de entrada de Ca®* no capacitativa (ENCC). La corriente que se
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genera por los canales TRP es un tipo de corriente capacitativa no selectiva para Ca®
gue se la conoce con el nombre de /5o (store-operated calcium current) (Parekh, A.B. y

cols. 2005). Los principales canales TRP son los que se explican a continuacién:

TRPC1: es el TRP mds estudiado, puesto que fue el primer homdlogo de los TRPs
de Drosophila descrito en mamiferos. Se trata de un polipéptido de 793 aa que
es expresado en la mayoria de los tejidos humanos (Wes, P.D. y cols. 1995; Zhu,

X.y cols. 1995).

Presenta la estructura tipica de los miembros de la familia TRPC, consistente en
seis dominios transmembrana (TM) con el poro permeable a cationes situado
entre el quinto y el sexto dominio. En el extremo amino (N) citosdlico posee
cuatro repeticiones de ankirina (ANK), necesarias para la interaccién con otros
TRPCs, un dominio coiled-coil, necesario para la unién entre diferentes
subunidades de TRPC1 y un sitio de unidn para caveolina 1 (Cav-1) (Vazquez, G.y
cols. 2004), que es una proteina adaptadora y reguladora que actia como nexo
entre las interacciones de las proteinas en la membrana plasmatica y los lipidos
(Cohen, A.W. y cols. 2004). Por su parte, el extremo carboxilo (C) que también es
citosélico, contiene el dominio tipico de los TRP (EWKFAR), ademas de un
dominio rico en prolina (Pro, P) altamente conservado, otro dominio de unién a
CaM e IPsR llamado CIRB, el cual modulara la activacion de TRPC1 dependiente
de la [Ca®™"]. (Tang, J. y cols. 2001) y una regién coiled-coil donde se encuentra
insertado un segundo dominio de unién a CaM, implicado en la inactivacion del
TRPC1 dependiente de Ca®* (Singh, B.B. y cols. 2002). A pesar de que la
implicacién de TRPC1 en la entrada de Ca’* operada por receptores estd
ampliamente aceptada, su implicacidn en la ECC parece estar reservada a ciertos
modelos celulares. Es por ello que numerosos estudios han demostrado que
TRPC1 tiene un papel fundamental en el desarrollo de la ECC de muchos tipos
celulares, como cardiomiocitos, megacariocitos, mioblastos, fibroblastos o
plaquetas, entre otros (Almirza, W.H. y cols. 2012; Galan, C. y cols. 2009; Lopez,
E. y cols. 2013; Ohba, T. y cols. 2007; Olah, T. y cols. 2011; Rosado, J.A. y cols.
2002; Xu, S.Z. y cols. 2001). Sin embargo, existen varios estudios en los que el
canal TRPC1 nativo no funciona como canal capacitativo (Sinkins, W.G. y cols.
1998), demostrando asi que la implicacion de los canales TRPC en la ECC

depende del tipo celular objeto de estudio.
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TRPC3 (Figura 14): esta proteina contiene 848 aa y se localiza en la membrana
plasmadtica. Estructuralmente, es muy similar al resto de miembros de la familia
TRPC, aunque con algunas particularidades. Ambos dominios, tanto el amino (N)
como el carboxilo (C), se situan en el citoplasma. En el extremo N, tiene los
cuatro dominios repetidos de ANK, el dominio coiled-coil y el sitio de unién a
caveolina, ademas, presenta un sitio de unién a la PLCy en el primer dominio de
ANK y una unién para VAMP2 entre los dominios ANK3 y ANK4 (Eder, P. y cols.
2007). En su extremo C tiene el dominio CIRB, acabando en un dominio coiled-
coil. Al igual que otros TRPCs, el TRPC3 forma heterotetrdmeros y participa en la
ENCC activada por agonistas, cuyos receptores estan acoplados a proteinas G,
poniendo en marcha la maquinaria de hidrélisis de PIP, generando DAG,
activandose asi el canal. También se ha demostrado que el canal TRPC3 también
estd implicado en la ECC y puede ser activado por el vaciamiento de los
reservorios intracelulares en determinados modelos celulares (Montell, C. 2001;

Trebak, M. y cols. 2003; Zhu, X. y cols. 1996).
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Figura 14. Estructura del canal TRPC3. TRPC3 tiene un dominio amino (N) y carboxilo (C)
terminales citoplasmadticos, seis regiones transmembrana (TM), la region del poro (entre
TM5 y TM6), un segmento hidrofébico que no parece abarcar la membrana plasmatica y
cuatro repeticiones similares a ANK en la region N-terminal citoplasmdtica. Se muestra la
localizacion de diferentes residuos fosforilados por la PKC (Ser 712, S712) y por PKG
(Treonina 11, T11 y Ser 263, S263). Treonina 573 (T573) es el equivalente humano de
Treonina 635 (T635) en raton (Trebak, M. 2010).
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TRPC6 (Figuras 15-18): se trata de un polipéptido de 931 aa cuya estructura es la
caracteristica de la familia TRPC. Presenta los dominios N y C en el citoplasma, la
estructura EWKFAR vy los seis dominios TM, con el poro entre el quinto y sexto
dominio. En el extremo N presenta los cuatro dominios de ANK y el dominio
coiled-coil, pero a diferencia de TRPC1 y TRPC3, TRPC6 no tiene sitios de unién
para Cav-1. En el extremo C presenta un dominio rico en prolinas (Pro, P) con un
sitio de unién para CIRB y un dominio coiled-coil final (Eder, P. y cols. 2007). El
canal TRPC6 es seis veces mas selectivo a Ca®* que a Na* y presenta dos sitios de
glicosilaciéon en el primer y segundo bucle extracelulares que determinan el
funcionamiento de TRPC6 como un canal operado por receptor, siendo activado
directamente por el segundo mensajero DAG, por la fosforilacion en residuos
serina (Ser, S) y tirosina (Tir, Y) o por efecto de algunos fosfoinositidos (Dietrich,
A.y cols. 2003). EI TRPC6 también es regulado por muchas sefiales, incluyendo el
PIP, o el vaciamiento de los almacenes de Ca** intracelulares (Hofmann, T. y cols.
1999; Jardin, I. y cols. 2008).

En ciertos modelos celulares, cuando el canal TRPC6 tiene un comportamiento
no capacitativo se encuentra formando un complejo con el canal TRPC3 en
regiones independientes de las balsas lipidicas de la membrana plasmatica,
donde se localizan los complejos de seializacidn caracteristicos de la ECC. Sin
embargo, cuando los depésitos intracelulares de Ca** se vacian, TRPC6 se disocia
de TRPC3 permitiendo la interaccidn con las principales proteinas implicadas en
la ECC, como STIM1, Orail y TRPC1, funcionando en estos casos como canal
capacitativo (Brechard, S. y cols. 2008; Jardin, I. y cols. 2008). En definitiva, el
canal TRPC6 actia como punto de convergencia entre las vias capacitativas y no

capacitativas de entrada de Ca**.
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Figura 15. Estructura del canal TRPC6. El TRPC6 pertenece a la gran familia de los canales

TRP domain

intracellular

TRP que contiene seis dominios transmembrana, una region que forma un poro y un
largo dominio amino y carboxilo terminales intracelulares. Se requieren cuatro
subunidades que se agrupen para que el canal sea funcional. TRP: transient receptor
potential; ANK: ankirina; cc: dominio coiled-coiled; CIRB: dominio de unién CaM/IP3R.

(Hofstra, J.M. y cols. 2014).
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Figura 16. Esquema del canal TRPC6 (Chen, W. y cols. 2014).
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Figura 17. Modelo propuesto de la activacion del canal TRPC6 por Orail y fosfolipasas (Chen, W. y
cols. 2014).
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Figura 18. Estructura del canal TRPC6 y las mutaciones en los extremos amino y carboxilo (El

Hindi, S. y cols. 2011).
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3. CANCER

Toda célula normal que pasa a convertirse en célula cancerosa lo hace debido a
un cambio o mutacidén en su ADN. Estas células cancerosas presentan un aspecto
diferente y no son capaces de llevar a cabo las funciones que corresponden a las células
normales. A veces esas células, cuya carga genética ha cambiado, mueren o son
eliminadas en los nddulos linfaticos. Sin embargo, otras veces siguen reproduciéndose.
Toda célula cancerosa comparte unos patrones caracteristicos. Generalmente, su
periodo de multiplicacidn y proliferacién es muy rapido, crecen y se reproducen en
zonas diferentes a donde se han originado, por lo que invaden otros tejidos y érganos
(invasion), con el consecuente dafio de éstos, al mismo tiempo que migran (migracién) a
otras partes del organismo a través de la linfa o de la sangre. Ademds, tienen la
capacidad de originar nuevos vasos sanguineos, en un proceso conocido como
angiogénesis y que facilita que se den los procesos anteriores. Ademas de estas
caracteristicas, las células cancerosas sufren una serie de cambios en su citoesqueleto,
en la capacidad de adhesién y movilidad, secreciéon de enzimas o cambios en el nucleo.
En este tipo de células tumorales, SOCE tiene un papel importante debido a su
implicacion en procesos como progresién del ciclo celular, proliferacién, migracidn,
invasién o metdastasis y evasion de la apoptosis.

La homeostasis del Ca’* estd regulada por diferentes mecanismos cuya
disfuncidon produce ciertos procesos patoldgicos en los que se podria incluir el cancer
(Jardin, I. y cols. 2016). Todo tipo de cancer presenta ciertas caracteristicas, como son la
alta y descontrolada tasa de proliferacion celular, capacidad de migracion celular e
invasioén o infiltracion de tejidos u érganos (metastasis), resistencia a la muerte celular
programada (apoptosis), intercomunicacion célula-microambiente, neovascularizacion y
angiogénesis (Fiorio Pla, A. y cols. 2012; Parkash, J. y cols. 2010). Estos procesos, que
desarrollan las células cancerosas durante la tumorigénesis y que a su vez, estdn
regulados por el ion Ca*"y la ECC, son dependientes del aumento en la [Ca®']..

Altas concentraciones de Ca** de corta duracién dan lugar a fenémenos como
citotoxicidad mediada por linfocitos T, liberacién de granulos liticos y/o reconocimiento
celular en procesos de apoptosis (Jardin, I. y cols. 2016).

La evidencia mas directa del papel de la sefial de Ca** en la muerte de células
cancerosas y su aplicacion clinica potencial es a través del uso de la electroporacién de

Ca’*. El proceso implica la aplicacion de cortos pulsos eléctricos de alto voltaje sobre la
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regidon cancerigena afectada en presencia de alta concentraciéon de Ca®" extracelular
para inducir la necrosis de la célula cancerosa (Frandsen, S.K. y cols. 2012).

Algunas lineas celulares de cancer son particularmente sensibles a la
electroporacién de Ca**, tal vez a través de una remodelacién de la sefializacion del Ca*',
como la capacidad reducida de eflujo de Ca** (Frandsen, S.K. y cols. 2017). La seleccién
de canales de Ca®" especificos para inducir la muerte de las células cancerosas de mama
es compleja y no siempre es tan simple como una induccién de muerte celular por
sobrecarga de Ca”*.

El influjo de Ca*" mediado por un canal de Ca** regulado por voltaje puede ser
importante en la muerte celular inducida por algunos agentes. Por ejemplo, el
silenciamiento de Cav3.1 reduce la apoptosis inducida por ciclofosfamida en células de
cancer de mama MCF7 (Ohkubo, T. y cols. 2012). La activacion farmacoldgica de algunos
canales de TRP puede inducir la muerte de células de cadncer de mama, mientras que
otros estudios informan que silenciar un canal de TRP especifico puede promover la
muerte celular. Aunque al principio esto puede parecer contradictorio, la homeostasis
del Ca** eficaz es esencial para la supervivencia celular, mientras que la sobrecarga de
Ca’* puede ser un inductor de muerte celular (Falk, H. y cols. 2018; Frandsen, S.K. y cols.

2012).

3.1. LEUCEMIA

La sangre es un tejido compuesto por una fraccion liquida denominada plasma,
de color amarillo (llamado suero cuando se elimina el fibrindgeno), en el que se
encuentra la fraccién celular compuesta de diversos elementos celulares en suspension,
como los gldbulos rojos, hematies o eritrocitos, gldbulos blancos o leucocitos vy
plaguetas o trombocitos. La sangre juega un papel importante en el diagndstico clinico
debido a la existencia de muchas enfermedades en las que la composicidén de la sangre y
las propiedades de sus componentes se alteran de forma caracteristica (Tresguerres,
J.ALF. 1992).

La hematopoyesis (Figuras 19 y 20) es el proceso por el cual la médula ésea,
como drgano hematopoyético, lleva a cabo la produccién de células sanguineas. Su
finalidad es, por tanto, renovar la fraccion celular y disponer de una reserva contra

posibles invasiones de elementos extrafos (Guyton, A.C. 1988).
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Anatomia del hueso
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Figura 19. Hematopoyesis o proceso de formacion de células sanguineas a partir de la médula
dsea como organo hematopoyeético. El tejido hematopoyético es el responsable de la formacion
de células sanguineas y estad presente en el bazo, nodulos linfdticos, timo y fundamentalmente, en
la médula dsea roja (National Cancer Institute, 2019).

Natural killer @
(NK) cell Neutrophil "
Bone \ . / T lymphocytes @ Sl
Vel 5 @ i
L . v cell A C A

Eosinophil

Hematopoistic “i Q [
stem cell — —_— : -/

!

&
Multipotential Myeloid luonocybfmmophf.gn
stem cell progenitor g > 5 aQ
cell
Pt
( Platelsts
Red blood cells
Bone (or cart Hematopoietic Marrow
¢ o supportive stroma adipocyte

_—

Skeletal muscle stem cell? Hematopoietic

stem cell

Hepatocyte stem cell?

Figura 20. Hematopoyesis o proceso de formacion de células sanguineas a partir de la médula
dsea como drgano hematopoyético (imagen obtenida de stem cells.nih.gov; bone marrow
(Hematopoietic) stem cells, por Domen Jy cols 2001).
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Las células que dan origen a las células sanguineas se dividen en varios linajes

(Figura 21):
3.1.1. Células troncales hematopoyéticas (CTH)

También se las conoce con el nombre de célula madre, son multipotenciales
(tienen la capacidad de diferenciarse en cualquier linaje sanguineo) y capaces de auto-
renovarse (producir mas células madre). Estas células madre originan células hijas
comprometidas, que se convertirdn, por diferenciacién y proteinas inductoras de
diferenciacidn, en tipos celulares especializados. La formacién y reproduccidn de estas
células estdn controladas por proteinas conocidas como factores de proliferacion, tales
como la interleucina-3 (IL-3), que estimula la génesis y reproduccion de casi todos los
tipos de células madre. Estimulos como una bajada de la concentracidon de oxigeno o
enfermedades infecciosas promueven la accién tanto de los factores de proliferacién
como de los factores de diferenciacidon. Los marcadores de superficie de las CTH son

CD34, CD133, CD90 y carecen de marcadores especificos de linaje.
3.1.2. Células progenitoras hematopoyéticas (CPH)

Estas células no tienen la capacidad de auto-renovarse, pero si conservan la
capacidad de proliferar. Pueden diferenciarse en varios linajes (multipotenciales), en dos
linajes (bipotenciales) o a un solo linaje (monopotenciales). Conservan el marcador
CD34, pero ya adquieren marcadores especificos del linaje al que daran origen. Tanto las

CTH como las CPH tienen una morfologia similar a los linfocitos.
3.1.3. Células precursoras

Son aquellas que al madurar dan origen a las células que circulan en la sangre,
forman mas del 90% de las células de la médula 6sea y son reconocibles por su

morfologia.
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Figura 21. Modelo del proceso de hematopoyesis (Catlin, S.N. y cols. 2011). (PMP: progenitor
multipotente; PLC: progenitor linfoide comun; PMC: progenitor mieloide comun; PEM: progenitor
eritroide/megacariocitico; PGM: progenitor granulocito/monocitico, también llamado CFU-GM

(unidad formadora de colonias de granulocitos y macréfagos).

La célula madre sanguinea es una célula inmadura que puede transformarse en
todos los tipos de células sanguineas (glébulos blancos, eritrocitos y plaguetas). Las
células madre sanguineas o células madre hematopoyéticas se encuentran en la sangre

periférica y en la médula ésea (Figura 22) (National Cancer Institute, 2019).

O

Célula mad
sanguinea
Célula madre mieloide Célula madre linfoide
Mieloblasto Linfoblasto
Granulocitos j
) ...
Q Eosinsfilo : T , @
.
Glébulos rojos meoalo B Linfocito

P Poutoso meoclto T citolitico
’\'-'Q ¢ natural
Plaquetas Glébulos blancos

Figura 22. Evolucion de una célula sanguinea. Una célula madre sanguinea se puede convertir en
una célula madre mieloide o linfoide, dando lugar a glébulos rojos o eritrocitos, plaquetas o

glébulos blancos o leucocitos (National Cancer Institute, 2019).
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La leucemia es un tipo de cancer que comienza en la médula ésea originando un
incremento incontrolado en el nimero de células sanguineas inmaduras (células
blasticas) de la serie blanca, lo que las vuelve cancerosas. Estas células, también
llamadas células leucémicas, anulan la formacidn correcta de células hematopoyéticas
sanas, como los eritrocitos, las plaquetas y los leucocitos que se lleva a cabo en la
médula dsea (Birnie, G.D. 1988; Collins, S.J. 1987). En otras palabras, en dicha neoplasia
hay una proliferacién exacerbada de una linea celular con desplazamiento de las células
normales. Como consecuencia de esta alteracién, se aumenta la probabilidad de sufrir
sindromes anémicos, infecciones y problemas para controlar hemorragias, asi como

posibilidad de que en ocasiones estas células se infiltren en diversos 6rganos y tejidos.

Principal y mayoritariamente, como se detalla en la tabla 1, los diferentes tipos
de leucemia se pueden clasificar en funcidn del tipo celular sanguineo que se torna
canceroso (origen mieloide o linfoide) y segin si la velocidad de crecimiento vy
diferenciacion celulares acontece de forma rapida o lenta (aguda o crodnica,
respectivamente). En este sentido, especificamos leucemia mieloide aguda (LMA),
leucemia linfoide aguda (LLA), leucemia mieloide crénica (LMC) y leucemia linfoide

cronica (LLC).

ORIGEN MIELOIDE ORIGEN LINFOIDE
RAPIDO LMA LLA
LENTO LMC LLC

Tabla 1. Principales tipos de leucemia en funcion de la linea celular originaria y diferenciacion

celular.
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3.1.4. Leucemia Mieloide/ Mielégena/ Mielocitica

3.1.4.1. Leucemia Mieloide Aguda (LMA)

Este tipo de leucemia es, por lo general, de crecimiento rapido, aparicién brusca
y desarrollo agresivo; se caracteriza por la presencia de blastos de estirpe mieloide.
Estas células se suelen transformar en un tipo de glébulo blanco inmaduro (mieloblasto
o blastocito mieloide). Estos mieloblastos son glébulos blancos anormales y no se
transforman en glébulos blancos sanos. En algunos casos de LMA, hay demasiadas
células madre que se transforman en gldbulos rojos o plaquetas anormales. Estos
glébulos blancos, glébulos rojos o plaguetas anormales también se llaman células o
blastocitos leucémicos.

La LMA es la forma mas comun de leucemia, siendo responsable de un 25% de
todos los casos diagnosticados. Presenta una incidencia de 3,7 personas y una
mortalidad asociada de 2,7 por cada 100.000 personas (Deschler, B. y cols. 2006) El
tiempo de supervivencia se ha visto incrementado en los ultimos 40 afios notablemente.
Si en el ano 1975 el porcentaje de enfermos que sobrevivian 5 afos tras el diagndstico
era del 6,3%; en el periodo de 2005 a 2011 este porcentaje era del 25,9%. La incidencia
segun los grupos de edad es bastante diferente, cuanto mds mayor o adulto es el
individuo mayor probabilidad de que se produzca esta neoplasia y menor es el ratio de
supervivencia a los cinco afios (Deschler, B. y cols. 2006), es ademas, mas frecuente en
hombres que en mujeres.

Dentro de la clasificacion propuesta por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), en el afio 2002 la LMA quedaba divida en LMA con repetidas anormalidades
genéticas, LMA relacionada a sindromes mielodisplasticos, LMA relacionada a
tratamientos, y LMA no especificada (Dohner, H. y cols. 2015).

La etapa o estadio de un cédncer se basa en el tamaio del tumor y la capacidad
invasiva del mismo. Por lo tanto, este tipo de leucemia no se clasifica por etapas como
otros muchos tipos de cancer, por lo que el prondstico de una persona que padece LMA
dependerd del subtipo de este tipo de leucemia, la edad, asi como otras pruebas de
laboratorio.

Hay diferentes subtipos de LMA, la mayoria se basan en el grado de madurez o
desarrollo de las células cancerosas en el momento del diagnéstico y en cémo se
diferencian de las células normales. Uno de estos subtipos es la leucemia promielocitica

aguda (LPA), que se presenta en adultos de edad media.
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3.1.4.2. Leucemia Mieloide Cronica (LMC)

La leucemia crénica es un cdncer que se caracteriza por la proliferaciéon de
glébulos blancos de la serie granulocitica encargada de la produccién de leucocitos, esto
es, hay un excesivo numero de células mieloides inmaduras, precursoras de glébulos
blancos.

Cursa con un crecimiento lento que empeora despacio con el tiempo y se
presenta con mas frecuencia en adultos que en menores (este tipo de leucemia supone
el 15% de las leucemias crénicas del adulto y la edad de presentacién estd entre la
tercera y sexta décadas de la vida). Si bien en la leucemia aguda hay poco poder para la
diferenciacién celular, en la leucemia crénica se conserva dicha diferenciacion.

La enfermedad causa dafios en la médula dsea, el bazo, el higado, el sistema

nervioso y los rifones.

3.1.5. Leucemia Linfoide/ Linfoblastica/ Linfocitica

3.1.5.1. Leucemia Linfoide Aguda (LLA)
Este tipo de cdncer se da cuando la célula neoplasica tiene un origen linfoide vy,
al igual que en la LMA, acontece con crecimiento rapido, aparicidén brusca y desarrollo

agresivo. Es mas frecuente en nifos que en adultos.

3.1.5.2. Leucemia Linfoide Cronica (LLC)

Este tipo de leucemia se caracteriza porque la célula neoplasica de origen es de
origen linfoide y, similarmente a la LMC, la velocidad de crecimiento y diferenciacién
celulares son lentos. Los linfocitos son morfolégicamente normales, pero
funcionalmente anémalos.

Es mas frecuente, puesto que supone el 30% de todas las leucemias. Afecta

sobre todo a varones mayores de 60 anos.

3.1.5.3. Cromosoma Filadelfia (Ph) o Translocacion Filadelfia [t(9;22)(q34;q11)]

Es una anormalidad genética asociada a la LMC. Afecta a los cromosomas 9y 22.

El 90% de los enfermos de LMC la presenta, mientras el resto de los enfermos padecen
translocaciones cripticas invisibles a las preparaciones mediante método de banda G u
otras translocaciones que afectan a otro u otros cromosomas de la misma forma que

sucede con los cromosomas 9y 22 (American Cancer Society, 2019).
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Este cromosoma Ph también se encuentra en pacientes con LLA (25-30% en
adultos y 2-10% en nifios) y, ocasionalmente, en casos de LMA.

En la translocacién de Filadelfia (Figura 23) partes de dos cromosomas, el 9y 22,
intercambian sus posiciones. El resultado es que una parte del gen de region de fractura
(BCR, Breakpoint Cluster Region) del cromosoma 22 (regién q11) se fusiona con parte del
gen ABL del cromosoma 9 (regidon q34). El resultado de esta translocacién es la
produccién de una proteina de masa p210 o p185. El cddigo del gen ABL es capaz de
afiadir grupos fosfato a residuos tirosina mediante la enzima tirosina cinasa. La fusion de
los genes BCR-ABL también es una enzima tirosina cinasa, aunque la regiéon BCR del gen
también es una enzima serina/treonina proteincinasa (la funcién de la tirosina cinasa es
muy relevante para la terapia de esta enfermedad). La proteina resultante de la fusidn
BCR-ABL interactia con la subunidad receptora interleucina-3beta (IL-3B). La
transcripcién del BCR-ABL permanece activa continuamente, sin necesidad de ser
activado por otras proteinas mensajeras. Este a su vez, activa un nimero de proteinas y
enzimas que controlan el ciclo de divisién celular e inhibe la reparacién del ADN,
causando la inestabilidad del genoma y siendo causa potencial de la LMC, con una alta
tasa de mortalidad.

La mayoria de los casos de LMC comienzan durante la divisidn celular, cuando se
intercambia el ADN entre los cromosomas 9 y 22, donde parte del cromosoma 9 va al 22
y viceversa, en un proceso que se conoce como translocacién, resultando en un
cromosoma 22 mas corto de lo normal. Este nuevo cromosoma anormal se llama
cromosoma Filadelfia y se encuentra en células leucémicas de casi todos los pacientes
con LMC. El intercambio de ADN entre los cromosomas ocasiona la formacién de un
nuevo gen, un oncogén llamado BCR-ABL. Este gen produce la proteina BCR-ABL, la cual
es un tipo de proteina tirosina cinasa, causante de que las células de la LMC crezcan y se
dividan sin control. En un pequefio nimero de pacientes con LMC, las células leucémicas
tienen el oncogén BCR-ABL, pero no el cromosoma Ph, de tal manera que es posible que
tengan otros oncogenes desconocidos que sean la causa de su enfermedad y no se
considere que en realidad tengan LMC (Kurzrock, R. y cols. 2003; Nowell, P.C. y cols.

1961; Rowley, J.D. 1973).
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Figura 23. Cromosoma Filadelfia. Una seccion del cromosoma 9 y una seccion del cromosoma 22

se rompen e intercambian lugares. El gen bcr-abl se forma en el cromosoma 22 donde se une a la
seccion del cromosoma 9. El cromosoma 22 alterado se llama cromosoma Filadelfia. En la LLA y la
LMC, con frecuencia se encuentran células de la médula 6sea que contienen el cromosoma

Filadelfia (Kurzrock, R. y cols. 2003)

Puede ser aguda, si se detectan mas del 20% de blastos de estirpe mieloide en la
médula dsea; serd crénica si se observan células mieloides en diversos grados de

maduracién y la presencia del cromosoma Filadelfia.

3.2. CANCER DE MAMA

3.2.1. Anatomia de la glandula mamaria

La mama es una glandula situada en la cara anterior del torax. Su parte externa
comprende el pezdn, lugar en el que drenan los conductos galactéforos y la areola,
circulos oscuros que rodean el pezodn. El interior de la mama estd compuesto por tejido
fibroadiposo. La glandula mamaria estd constituida por multiples l6bulos y lobulillos,
que producen la leche y estan unidos por los ductos o conductos galactoforos, que
llevan la leche hasta el pezén. La mama estd rodeada de tejido graso que le proporciona
consistencia y volumen y esta irrigada por dos arterias: la axilar y la mamaria interna.
También contiene una red de venas que drenan a la vena mamaria interna y a la axilar,
cuya funcién es la de recoger la sangre de la mama vy llevarla al torrente circulatorio.

Asimismo, contiene un sistema de vasos linfaticos que se encargan de recoger la linfa 'y

confluyen en pequefias conformaciones redondeadas llamadas nddulos linfaticos. Los
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nodulos linfaticos mas cercanos a la mama se encuentran en la axila y a ambos lados del
esterndn. Otros nédulos se encuentran en la zona de la clavicula: cadena supraclavicular

y subclavicular (Figura 24) (Asociacion Espafiola Contra el Cancer, 2019).
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Figura 24. Anatomia de la gldndula mamaria. Se muestran los I6bulos, los ductos, ndédulos
linfdticos, areola, pezén y tejido graso de la glandula mamaria (National Cancer Institute, 2019).

El cdncer de mama es el tumor maligno que se origina en el tejido de la glandula
mamaria. Es el tumor mas frecuente en mujeres (30% en Espafia), aunque un pequeiio
porcentaje de hombres también pueden ser diagnosticados (Asociacién Espafiola Contra
el Cancer, 2019). El crecimiento y diseminacion de este tumor puede ocurrir de tres

maneras:

LOCAL: tiene lugar un crecimiento por invasidon directa, viéndose afectadas
estructuras adyacentes como la pared toracica, los musculos, los huesos y la piel.
LINFATICA: la red de vasos linfaticos permite que el drenaje de la linfa se efectie a
varios grupos ganglionares. Los nddulos axilares son los que se afectan con mas
frecuencia, seguidos de los situados en la arteria mamaria interna (zona central del
térax) y los nédulos supraclaviculares.

HEMATOGENA: acontece a través de los vasos sanguineos, preferentemente hacia

los huesos, el pulmédn, el higado y la piel.
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3.2.2. Tipos de cancer de mama

3.2.2.1. Por su capacidad o no invasiva o infiltrante
Las células que sufren una divisién descontrolada pueden permanecer y crecer
en el lugar donde comenzaron a proliferar o bien, expandirse al tejido normal que las
rodea. Los tipos de cancer que permanecen dentro de los conductos lacteos o l6bulos
lacteos de la mama se denominan in situ y no crecen hacia tejidos normales dentro o
mas alld del seno ni los invaden; en el caso contrario, se les denomina canceres

invasivos.

3.2.2.2. Por su localizacion
Anatémicamente, el cdncer de mama puede comenzar en distintas dreas de la
mama, como los conductos, los lobulillos o en el tejido intermedio. Cuando el proceso
de malignizacion se dirige hacia el conducto se origina lo que se conoce como carcinoma
ductal, mientras que si toma direccion hacia el lobulillo, se denomina carcinoma

lobulillar (Figura 25) (Tabla 2).

Grasa = Lipoma

carcinoma
lobulillar

Vasos ;
linfaticos = linfoma

Vasos e ’/

¢ ¢
sanguineos =g Angiosarcoma

J S
-

Figura 25. Localizacion de los distintos tipos de cdncer de mama en funcion del drea afectada de

la mama (National Cancer Institute, 2019).
i. Carcinoma de mama in situ: este tipo de tumor se da en el interior del conducto

mamario, sin traspasar la membrana basal del mismo, esto es, sin invasién o

infiltracién del tejido que lo rodea. Existen dos tipos de cancer de mama in situ:
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a. Ductal (CDIS) (Figura 26): es el tipo mas comun de cadncer de mama
(también se conoce como carcinoma intraductal) y su incidencia ha
aumentado en los ultimos afos. Con frecuencia este tipo de tumor es
multicéntrico (se producen varias lesiones en la misma mama) y bilateral (se
ven afectadas ambas mamas). Empieza en el revestimiento de los conductos
galactoforos (tubos delgados que llevan leche desde los lobulillos de la
mama hasta el pezén), permaneciendo dentro de estos conductos lacteos,
por lo que se trata de una afeccidon no invasora en la que se encuentran
células anormales en el revestimiento de un conducto de la mama. Las
células anormales no se diseminaron fuera del conducto hacia otros tejidos

de la mama. En algunos casos, si puede volverse invasivo.

Células normales

Figura 26. Rango de carcinoma ductal in situ (CDIS) (Breastcancer.org, 2019).
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b.

Lobulillar (CLIS) (Figura 27): es una afeccidon en la que se encuentran células
anormales en los lobulillos de la mama (glandulas lacteas). Esta afeccidn
rara vez se convierte en cancer invasor. Sin embargo, tener un CLIS en una
de las mamas aumenta el riesgo de cadncer en ambas. Actualmente, se
considera como un marcador que identifica a mujeres con un mayor riesgo

de desarrollar cdncer de mama invasivo o neoplasia lobular.

Lobular Carcinoma In Situ (LCIS)

Normal lobule

\ A LY b Abnormal
cells

N [~ e Fatty tissue

Figura 27. Carcinoma lobular in situ (CLIS) (Breastcancer.org, 2019).

Carcinoma invasivo: es la proliferacién de células malignas que traspasa, bien a

través de la sangre o del sistema linfatico, la membrana del ducto o del lobulillo,

invadiendo tejidos circundantes normales. Este tipo de cdncer es el que

mayormente se da y cuando las células son capaces de invadir otras partes del

organismo es lo que conocemos como cancer de mama metastdsico. Podemos

diferenciar dos tipos de cancer de mama invasivo:

a.

Ductal (CDI) (Figura 28): es el tipo mas comun de cancer de mama invasivo
(80%), comenzando en las células que revisten los conductos galactéforos
de la mama y hay una diseminacion de células anormales fuera del conducto
de la mama hacia el tejido normal circundante o a otras partes del cuerpo a

través del sistema circulatorio y linfatico.
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Figura 28. Mama normal con carcinoma
ductal invasivo (CDI) en una seccion
transversal agrandada del conducto. Perfil
de la mama (A) conductos; (B) lobulillos;
(C) seccion dilatada del conducto para
almacenar leche; (D) pezodn; (E) grasa; (F)
musculo pectoral mayor; (G) pared/caja
tordcica. Acercamiento (A) células del
conducto normales; (B) células cancerosas
del conducto que invaden la membrana
basal; (C) membrana basal.

(Breastcancer.org, 2019).

b. Lobulillar (CLI): este tipo de cancer se origina en los |6bulos mamarios,

dentro de las glandulas que producen leche y se disemina hasta los tejidos

normales circundantes. También se puede dispersar a otras partes del

cuerpo a través del sistema circulatorio y linfatico. Tiene una menor

incidencia que el CDI (10%).

Existen otros tipos de cancer de mama, aunque menos frecuentes, como son el

medular, el coloide y el tubular. En el carcinoma inflamatorio de mama, las células

tumorales infiltran los vasos linfaticos y la piel. La mama estd globalmente enrojecida y

caliente, como si estuviera inflamada debido a la obstruccidn de los vasos linfaticos de la

piel. Su incidencia es baja (1-3% de todos los canceres de mama).

La siguiente tabla (Tabla 2) muestra los tipos de cancer de mama en funcion de

la capacidad invasiva (in situ e invasivo) y por su localizacién (ductal o lobulillar).
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In situ Invasivo
LOCALIZACION
Ductal CDIS CDI
Lobulillar CLIS CLI

Tabla 2. Clasificacion de los diferentes tipos de cdncer de mama por sus caracteristicas

anatomopatoldgicas.

iii. Enfermedad de Paget de mama/enfermedad de Paget del pezén/enfermedad de
Paget mamaria (Figura 29): recibe este nombre del médico britanico (Paget, J.
1874), que observé una relacién entre los cambios en el pezdn y el cdncer de mama.
Es un tipo de cdncer poco comun pero que se ve afectada la piel del pezén vy la
areola. Estas células tumorales se encuentran en la epidermis o capa superficial de la
piel del pezdn y de la areola. Esta patologia se presenta tanto en mujeres como en
hombres, pero la mayoria de los casos se dan en mujeres. Su incidencia es muy baja
(<1% de los canceres de mama) y cerca de 1-4% de todos los casos de cdncer de
mama incluyen este tipo de enfermedad y siendo la edad promedio al tiempo del
diagndstico de 57 afios, también se ha detectado en adolescentes y personas
octogenarias (Sakorafas, G.H. 2001). La mayoria de las personas con esta patologia
tienen también uno o dos tumores en el interior de la misma mama, los cuales son
carcinomas ductales in situ (CDIS) o carcinomas invasivos (Paget, J. 1874; Sakorafas,

G.H. 2001).

Figura 29. Enfermedad de Paget de mama. (A) La apariencia clinica es a veces una lesion
eczematosa, engrosada y endurecida con bordes irreqgulares. (B) Lesion avanzada mostrando
engrosamiento, eritemas y enrojecimiento de la piel, con erosion del pezén y escamosidades

alrededor del pezon y areola (Karakas, C. 2011).
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Hay varias teorias que pueden exponer la causa de la enfermedad de Paget. La mas
aceptada es que las células cancerosas del interior de la mama migran por los
conductos de leche al pezén y a la areola, lo que explicaria que tanto la enfermedad
de Paget como la aparicion de tumores en el interior del mismo seno se encuentren
juntos (Paget, J. 1874; Sakorafas, G.H. 2001). Una segunda teoria mostraria que las
células en el pezdn o en la areola se vuelven cancerosas por si solas (Paget, J. 1874;
Sakorafas, G.H. 2001), lo que determinaria que algunas personas padezcan la

enfermedad de Paget pero ausencia de tumor en el interior de la gldndula mamaria.

3.2.3. Grados Histoldgicos y Etapas del Cancer

En el cancer de mama encontramos diferentes grados en funcidn de la relacion
de semejanza que poseen las células tumorales con respecto a las células normales de la

mama e indican la velocidad con la que el cancer puede desarrollarse.

Grado 1, bajo: es aquel en el que las células cancerigenas estan bien

diferenciadas, tienen un crecimiento lento y son similares a las células normales.

Grado 2, intermedio: el crecimiento de estas células es algo mas rdpido y es

moderadamente diferenciado porque no se observan como las células normales.

Grado 3, alto: las células presentan un grado indiferenciado, con un crecimiento
muy rdpido y se observan muy diferentes de las células normales. Tienen alta

frecuencia de diseminacion.

La etapa del cancer viene determinada por el tamafio del tumor y la capacidad

invasiva tanto a otros tejidos como a nddulos linfaticos.
Etapa 0: en esta etapa el cancer no es invasivo, como el CDIS.

Etapa I: el tamafio del tumor es <2 cm, es un cdncer invasivo, en el que las
células sdlo han pasado el recubrimiento del conducto o Iébulo pero no hay

nddulos linfaticos involucrados (Figura 30).
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Stage |A Breast Cancer Stage IB Breast Cancer

OR “e

Tumor is 2 cm
or smaller

Clusters of
cancer cells
in lymph nodes

Tumor is 2 cm
or smaller

-

Figura 30. Localizacién del cancer de mama en las etapas IA y IB (National Cancer

Institute, 2019).

Etapa Il: el tamafio del tumor es de 2-5 cm. En la etapa lIA, el cdncer no se
encuentra en la mama sino en los nddulos linfaticos axilares. En la etapa IIB, el
tumor es invasivo, pudiéndose extender o no a los nédulos linfaticos axilares
(Figura 31).

Stage IIA Breast Cancer Stage 1B Breast Cancer
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“Tumor is larger than 2 cm
but not larger than 5 cm

Cancer in 1 to 3 lymph
nodes in the axilla or
near the breastbone

Cancer in 1 to 3 lymph
nodes in the axilla or

Tumor is larger than 2 cm
but not larger than 5 cm

Tumor is larger than 2 cm
but not larger than 5 cm

5cm

Tumor is larger than 5 cm

5em

near the breastbone

Cancer in 1 to 3 lymph nodes in
the axilla or near the breastbone

Figura 31. Localizacion del cdncer de mama en las etapas IIA y IIB (National Cancer

Institute, 2019).

Etapa llI: es un tipo de cancer invasivo y puede ser de cualquier tamafio. En la
etapa lllA, el tumor esta en los nédulos linfaticos axilares (reunidos en grupo o
adheridos a otras estructuras) o extendido a nddulos cercanos al esternén. En la
etapa llIB, el tumor es invasivo y se ha diseminado a la pared toracica y/o piel de
la mama, asi como a los nédulos linfaticos axilares y los cercanos al esternén. Es

en esta Ultima etapa se habla de cancer de mama inflamatorio. Las
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caracteristicas del mismo incluyen enrojecimiento en parte de la piel de Ila

mama, hinchazén e invasidn del cancer a ndédulos linfaticos y piel (Figura 32).
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Figura 32. Localizacion del cancer de mama en las etapas IlIA, IlIB y IlIC (National Cancer Institute,

2019).

En la etapa llIC, el tumor es invasivo, puede diseminarse a la pared tordcica, la
piel de la mama, a los nédulos linfaticos por encima y debajo de la clavicula, asi

como a los axilares o los cercanos al esternén (Figura 32).

Etapa IV: el tumor invasivo se ha extendido mas alld de la mama y los nédulos
linfaticos cercanos a otros érganos del cuerpo (pulmones, piel, hueso, higado,

cerebro). En esta etapa se habla de cancer metastasico (Figura 33).
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Stage IV Breast Cancer

Cancer in any distant site
Any amount of g beyond the breast and
lymph node | regional lymph nodes
Tumor of any size involvement (i.e. bone, lung, liver)

Primary Tumor (T) Regional Lymph Nodes (N) Distant Metastasis (M)
Any T Any N M1

Figura 33. Localizacion del cdncer de mama en las etapas IV (National Cancer Institute,

2019).

3.2.4. Receptores hormonales en el cdncer de mama

Dentro del cdncer de mama se incluyen distintos tumores que difieren por
morfologia y comportamiento. El conocimiento de los mecanismos moleculares y
celulares serd basico para comprender su evolucidn, asi como planificar las distintas
alternativas terapéuticas. En este sentido, factores como el tamafo tumoral, la
afectacion axilar, el nimero de nddulos linfaticos infiltrados, la edad, el estado
menopausico, los receptores hormonales y marcadores bioldgicos (genes supresores de
tumores, proto-oncogenes, factores de crecimiento), influyen sobre el prondstico de

pacientes con cancer de mama.

Los receptores hormonales son proteinas cuya produccién estd controlada por
genes. Algunos genes y las proteinas que éstos producen pueden influir sobre la forma
en que se comporta un cancer de mama y cémo podria responder a un tratamiento
especifico. Hay anomalias de genes de cancer de mama que son heredadas, llamadas
BRCA1 (breast cancer gen 1, gen 1 de cancer de mama) o BRCA2 (breast cancer gen 2,
gen 2 de cancer de mama). Segun el Instituto Nacional del Cancer, las mujeres con un

gen BRCA1 o BRCA2 tienen alrededor del 60% de riesgo de recibir un diagndstico de
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cancer de mama en su vida. El cancer de ovarios también estd aumentado en estos

casos (Breastcancer.org, 2019).

3.2.4.1. HER2

El gen HER2 (receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano) puede
influir en el desarrollo del cdncer de mama y es responsable de fabricar proteina HER2,
la cual también es receptor en las células de la mama. En condiciones normales, estos
receptores ayudan a controlar la forma en cédmo crecen, se dividen y se reparan a si
mismas las células de la gldandula mamaria. Sin embargo, en torno al 25% de los canceres
de mama, el gen HER2 se vuelve anormal y fabrica demasiadas copias de si mismo
(amplificacion del gen HER2). Este gen amplificado da dérdenes para producir mds
receptores HER2 (sobre-expresién de la proteina HER2), de manera que provoca que las
células de la mama se dividan de forma descontrolada dando origen al desarrollo de

cancer de mama.

Los canceres de mama con genes HER2 amplificados o que sobreexpresan su
proteina, se describen como HER2, los cuales tienden a crecer con mayor rapidez y de
forma descontrolada y tienen mas probabilidad de que se diseminen y regresen; al
mismo tiempo, pueden responder a tratamientos disefiados para actuar contra las
células con positividad para dicho receptor, frente a las células HER2" (Breastcancer.org,

2019).

3.2.5. Receptores estrogénicos y de progesterona

Podemos considerar a los receptores estrogénicos (RE) y receptores de
progesterona (RP) como los Unicos marcadores biolégicos reconocidos como factores

prondsticos y predictivos del tratamiento (Sporikova, Z. y cols. 2018).

Estos dos tipos de receptores son proteinas que se localizan principalmente en
el nucleo, cuya finalidad es regular la transcripcién de genes mediante la unién de dichas

proteinas a las hormonas esteroideas.

Hay una relacidn muy estrecha entre los RE y RP, de tal manera que se induce la
sintesis de RP mediante la transcripcidn por unién de los estrégenos a sus receptores. Se

ha observado una disminucion de la actividad RE/RP en pacientes posmenopdausicas.
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Un cancer se denomina RE" si tiene receptores para la hormona estrégeno y se
denomina RP" si tiene receptores para la hormona progesterona. Las células de la mama
qgue no tienen receptores para dichas hormonas, son negativas (RET y RP)
(Breastcancer.org, 2019). Los cdnceres de mama que son RE’, RP* o ambos con
positividad (RE* y RP"), tienden a responder a la terapia hormonal, una medicacién que
reduce la cantidad de estrégeno o que bloquea el estrégeno de los receptores

(Breastcancer.org, 2019).

Se ha determinado la existencia de dos isoformas de RE, son los ay B (RE, y REg).
Las diferencias entre ambos radican, principalmente, en los dominios regulatorios y la
region F, asi como la distribucién por los distintos tejidos, lo que a su vez les confiere
funciones diferentes. En las investigaciones actuales hay una correlacién negativa entre
ambas isoformas, con una fuerte asociacién entre la expresién de RE, con los RP,

mientras que las neoplasias con REg no expresan RP.

Aunque hay poca informacion acerca de los receptores RE, y REg, la expresion es

mas frecuente en tumores de alto grado y afectacién nodular.

Los tumores RE” son mas quimiosensibles que las neoplasias con RE, esto es
debido a que los primeros tienen una mayor tasa proliferativa, lo que permite una
mayor eficacia de la quimioterapia. Asimismo, se relaciona la ausencia de RP con mayor

respuesta a dicha via terapéutica (Sporikova, Z. y cols. 2018).

También existen dos formas de RP, denominadas A y B que son expresados

ambos por un solo gen, aunque adn no se conoce su implicacion en el cdncer de mama.

El mejor prondstico lo tienen los tumores con positividad a ambos receptores
(RE*, RP"), puesto que su presencia se asocia con una mayor tasa de respuesta a la
hormonoterapia y por tanto, mejor y mayor tasa de supervivencia (Sporikova, Z. y cols.

2018).

Cuando el cancer de mama metastatiza, si hay expresion de ambos tipos de
receptores (RE* y RP"), el cdncer de mama tiende a diseminarse a hueso, mientras que

los tumores RE"y RP’, lo hacen principalmente al cerebro.

Hay estudios que constatan la presencia de un porcentaje de tumores de mama
RE" (30-40%) que o bien no responden a la hormonoterapia o se hacen resistentes con el
tiempo. Desde un punto bioquimico, valores superiores a 30-50 fmol/mg de proteina
para RE y de 10 fmol/mg de proteina para RP, estan relacionados con una mejor tasa de

respuesta a la hormonoterapia en el cdncer metastadsico (54-80%). La supervivencia
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global y el tiempo de respuesta son mayores cuando la cantidad es de 100 fmol/mg de

proteina.

En la actualidad, se debe tener en cuenta la biologia de la célula tumoral para
establecer una clasificacion del cancer de mama. En funcidn de la presencia de
receptores hormonales en dicha célula, se pueden considerar los siguientes grupos de

cancer de mama (Asociacion Espafiola Contra el Cancer, 2019).

i Luminales y hormonosensibles

En los ultimos afos, la expresidon génica ha identificado dos grandes grupos de
tumores hormonosensibles conocidos como luminal A y luminal B. Actualmente, la
definicidon de los tumores luminales es la positividad para los receptores hormonales
(RE*, RP*) y la negatividad para la sobre-expresién de HER2 (HER2).

La diferencia entre un tumor luminal A y B es la cantidad de proteina Ki-67
(antigeno nuclear presente en todas las células que se encuentran en fase proliferativa
del ciclo celular) que se detecta en las células tumorales. Si los tumores tienen <14% de
células positivas para Ki-67, el tumor es clasificado como luminal A. Aunque no es una
definicidn fiable, pues un 30% de estos tumores por expresidén génica son, en realidad,
tumores luminales B, con peor pronéstico.

Un estudio realizado en el afio 2012 por el Dr. Prat de Valld’'Hebron Institut
d’Oncologia (VHIO), ha indicado que la cantidad de RP es importante para distinguir
entre tumores luminal A y luminal B, lo que mejora la actual definicién histopatoldgica
de los tumores luminales.

La nueva definicién para tumores luminal A es: positividad para receptores
hormonales, negatividad para HER2, positividad <14% para Ki-67 y positividad >20%
para receptores de progesterona. Suponen el 66% de todos los canceres de mama y son
mas caracteristicos de las mujeres postmenopdusicas. El tratamiento mds idéneo es la
hormonoterapia, quedando la quimioterapia como una opcidn terapéutica para casos y
situaciones particulares. Son los de mejor prondstico (Asociacion Espafiola Contra el

Cancer, 2019).

ii.  Triple negativos o de tipo basal

La célula tumoral no posee receptores hormonales (RE, RP’) ni tiene sobre-

expresion de la proteina HER2 (HER2') (Asociacidn Espafiola Contra el Cancer, 2019). Es

-77-



Antecedentes bibliogrdficos Raquel Diez Bello

el cdncer mas agresivo y tiene una incidencia muy reducida (15%). Debido a que las
células tumorales son negativas para los receptores hormonales, asi como para la
expresidon de proteina HER2, la terapia hormonal y los medicamentos dirigidos contra
HER2 no son dutiles en el tratamiento de estos tipos de cancer. No obstante, la

guimioterapia sigue siendo util (American Cancer Society, 2019).

3.3. TERAPIAS CONTRA EL CANCER

La creciente participacién de la ECC en el establecimiento de las diferentes
caracteristicas fisioldgicas de las células cancerosas indica que este mecanismo se tiene
gue tener muy en cuenta en el disefio de nuevas terapias antitumorales. La inhibicion
farmacoldgica de la entrada de Ca** usando inhibidores especificos de la ECC, tales como
BTP-2, 2-ABP, SKF-96365 o dietilestilbestrol (DES), reducen a su vez la proliferacion
exacerbada y descontrolada de lineas cancerosas in vitro, asi como la capacidad de
metastasis (Bomben, V.C. y cols. 2010; Lodola, F. y cols. 2012; Sun, S. y cols. 2012; Yang,
S. y cols. 2009), sugiriendo que el disefio de farmacos que sean capaces de modular
especificamente la ECC abre una nueva via de terapias contra el cancer. Por ejemplo, el
tipifarnib (perteneciente al grupo de los inhibidores de farnesiltransferasas) induce la
apoptosis en células cancerosas de LMA al producir una sobrecarga citotdxica de Ca**
intracelular mediante la activacion especifica de canales de Ca** de la membrana
plasmatica que probablemente participen en la ECC (Yanamandra, N. y cols. 2011). A su
vez, se ha sugerido que ciertos componentes moleculares de la ECC pudieran usarse
como biomarcadores de procesos cancerigenos y el analisis de su expresién en biopsias
de tejido tumoral podria proporcionar informacidn valiosa para el prondstico de su
evolucién. Asi, la proporcion relativa de STIM1 y STIM2 podria usarse como marcadores
de prognosis, agresividad y progresion tumoral en cdncer de mama (Aytes, A. y cols.
2012; McAndrew, D. y cols. 2011). De hecho, la sobre-expresién de STIM1 observada en
la mayoria de los casos de cancer cervical en estadio temprano podria estar asociada a
un mayor riesgo de metastasis y resistencia (Chen, L. y cols. 2011). En el caso del
adenocarcinoma de pulmodn, la alta expresién del canal TRPC3 esta asociada a una

prognosis mas favorable (Saito, H. y cols. 2011).

Al comprender una gran diversidad de patologias de origen y prondstico
diferente, el tratamiento de la leucemia depende totalmente del tipo de leucemia,

grado de afectacion y edad del paciente, fundamentalmente. El tratamiento de las

-78-



Raquel Diez Bello Antecedentes bibliogrdficos

leucemias agudas suele ser mas agresivo y se basa en la quimioterapia. La radioterapia

se puede utilizar conjuntamente con la quimioterapia.

El trasplante de médula dsea es, en muchas ocasiones, el Unico tratamiento
definitivo, pero dependerd de la edad, del tipo de leucemia a tratar (generalmente las

leucemias agudas) y de la compatibilidad entre el donante y el receptor.

Las terapias bioldgicas o inmunoterapias, asi como la terapia génica estan en
constante investigacién y seran tratamientos determinantes en un futuro cercano tanto

para curar como para disminuir las complicaciones de este tipo de cancer hematoldgico.

4. ENTRADA CAPACITATIVA DE CALCIO Y CANCER

4.1. REMODELACION DE LA ECC EN LA PATOGENESIS DEL CANCER

Como se ha descrito, en células tumorales se han registrado cambios en la
expresion de los componentes moleculares de la ECC y, consecuentemente, en la

homeostasis del Ca**, mostrando normalmente una expresion incrementada.

4.1.1. Expresion diferencial de los componentes moleculares de la ECC y cancer

Se ha constatado una elevada expresién de Orai3 en células de tumores
cancerosos mamarios (Faouzi, M. y cols. 2011), de STIM1 en el 71% de los casos de
cancer cervical en estadio temprano (Chen, L. y cols. 2011), de TRPC1 en
adenocarcinoma de mama (Dhennin-Dutbhille, I. y cols. 2011), y de TRPC6 en células de
glioma, de cancer de eséfago y en células epiteliales de cancer gastrico (Cai, R. y cols.

2009; Ding, X. y cols. 2010; Shi, Y. y cols. 2009).

Asi, las lineas celulares de cancer de mama que poseen receptores de
estrégenos (RE') presentan una ECC principalmente regulada por STIM1/2 y Orai3,
mientras que células de cancer de mama que carecen de ellos (RE’) presentan una ECC
regulada principalmente por STIM1 y Orail (Motiani, R.K. y cols. 2010). Un estudio ha
comprobado que los tumores de cancer de mama cuyas células poseen una mayor
proporcién de moléculas STIM1 respecto a STIM2, tienen una prognosis
significativamente peor (McAndrew, D. y cols. 2011). Por otra parte, se ha observado
que la sobre-expresion de STIM2 en el 63,5% de los casos de tumor colorectal esta

asociada a una proliferacidon celular disminuida y a un fenotipo menos invasivo,
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sugiriendo que el aumento de la expresion de STIM2 confiere un fenotipo menos
agresivo (Aytes, A. y cols. 2012). En otros modelos celulares, se ha observado que la
sobre-expresidon de STIM2 estd asociada a una reduccidn de la ECC (Lopez, E. y cols.
2012), sugiriendo que el fenotipo menos agresivo pudiera estar asociado también a una
ECC reducida. De hecho, las células de melanoma B16BL6 malignas muestran una ECC
elevada en comparacion con células B16BL6 no malignas (Feldman, B. y cols. 2010). Por
tanto, la actividad de la ECC y sus propiedades biofisicas podria determinar también la

agresividad del tejido tumoral.

4.1.2. Angiogénesis

Estudios recientes también han constatado la participacion de la ECC en la
angiogénesis (Fiorio Pla, A. y cols. 2012), proceso por el cual las células epiteliales
progenitoras (CEP) generan nuevos vasos sanguineos durante el desarrollo de cualquier
organismo multicelular. Las células cancerosas que forman tumores sdélidos son capaces
de estimular esta actividad y forzar a las CEP a formar nuevos vasos que rodean e irrigan
la masa tumoral, un proceso imprescindible para el crecimiento del tumor una vez
alcanzado un tamafo critico, ya que la inhibiciéon de la formacidn de vasos frena en
muchos casos su crecimiento. Por ejemplo, estudios in vitro han demostrado que tanto
el silenciamiento mediante técnicas de siRNA de Orail, TRPC3 o TRPC6 en CEP inhibe su
capacidad de formacion de nuevos vasos in vitro (Antigny, F. y cols. 2012; Ge, Y.L. y cols.
2009; Hamdollah Zadeh, M.A. y cols. 2008; Kini, S. y cols. 2010; Li, M. y cols. 2011),
sugiriendo que también pudiera tener una funcién similar durante la angiogénesis en
procesos tumorales. Por otra parte, se ha comprobado que las CEP aisladas de la sangre
de pacientes con cancer sufren una remodelacién del mecanismo de la ECC,
incrementando la expresién de Orail, STIM1 y TRPC1 e indicando una posible funcidon
importante de la ECC durante la angiogénesis inducida por tumores (Lodola, F. y cols.

2012).

El silenciamiento de STIM1 en células de cédncer cervical mediante siRNA inhibe
la angiogénesis en modelos animales (Chen, L. y cols. 2011). Asimismo, el silenciamiento
de TRPC6 mediante siRNA en células humanas de glioma U373MG reduce su capacidad
de estimular la formacidn de nuevos vasos in vitro si se cultivan junto con células

endoteliales vasculares HMEC-1 (Chigurupati, S. y cols. 2010). Y en modelos animales, se
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ha visto que el silenciamiento de TRPC6 en células de glioma también inhibe la

angiogénesis (Chigurupati, S. y cols. 2010).

4.1.3. Apoptosis

La ECC también participa en la apoptosis de células cancerosas. La inhibicién
farmacoldgica de la ECC o la reduccidén de la expresion de STIM1 mediante siRNA inhibe
la apoptosis de las células de cdncer de colon HCT-116 inducido por butirato de sodio
(Sun, S. y cols. 2012). Otro estudio sugiere que la resistencia a la apoptosis que
presentan las células de cdncer de préstata andréogeno-independientes estd asociada a
una disminucion de la expresién de Orail y de la ECC (Flourakis, M. y cols. 2010). En
dichas células, la sobre-expresion in vitro de Orail restablece la ECC y la apoptosis
celular hasta condiciones normales (Flourakis, M. y cols. 2010). Esto indica que la
alteracion de la expresion de Orail y la funcidn de la ECC, en este caso su disminucion,
poseen un papel critico en la adquisicidon de la resistencia apoptdtica en estas células.
Resultados similares se han observado en otras lineas celulares de cdncer de prdéstata
humano llamadas DU145, las cuales presentan una disminucion de la expresion de Orail
y de la ECC inducida por la sobre-expresion del gen SOX2 y esto les confiere resistencia a

la apoptosis (Jia, X. y cols. 2011).

4.1.4. Migracion e invasion (metastasis)

El silenciamiento o la sobre-expresion de TRPC1 en lineas celulares de cancer de
prostata PC-3, inhibe la migracion de estas células, indicando que el adecuado control de
la entrada de Ca** mediado por este canal es necesario para la migracién (Maroto, R.y
cols. 2012). También se ha encontrado que este mismo canal es esencial para la
migracion quimiotactica in vitro de células de glioma inducida por factor de crecimiento
epidérmico (EGF), ya que el silenciamiento de TRPC1 mediante siRNA inhibe su
migracion (Bomben, V.C. y cols. 2011). El silenciamiento de la expresidn de STIM1 y
Orail o la inhibicién farmacoldgica de la ECC, reduce considerablemente la migracion in
vitro de lineas celulares de cancer de mama humanas MDA-MB-231 altamente
metastatizantes (Yang, S. y cols. 2009). Este resultado también se ha comprobado in vivo
en modelos animales donde se observa una disminucidn de la invasion de dichas células
una vez tratada y trasplantadas. Mediante siRNA de TRPC1 se produce una disminucion

de las propiedades adhesivas e invasivas de estas células cancerosas, indicando que este
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canal podria estar involucrado en la fase de metdstasis e invasidn de este tipo de cancer

(He, B.y cols. 2012).

4.1.5. Proliferacion celular

Se ha confirmado que la ECC también participa en la proliferacién de las células
cancerosas (Courjaret, R. y cols. 2012). Asi, la inhibicion mediante técnicas de micro ARN
de interferencia (siRNA) de la expresion de Orai3 in vitro en células cancerosas MCF7
atenua su acelerada proliferacién celular, indicando una funcién importante de Orai3 en
su fisiologia (Faouzi, M. y cols. 2011; Motiani, R.K. y cols. 2013). En células de cancer
cervical, el silenciamiento de la expresion de STIM1 también disminuye su proliferacién
(Chen, L. y cols. 2011). Resultados similares se han obtenido inhibiendo
farmacolégicamente la ECC en lineas celulares humanas U251 de glioblastoma
multiforme (Liu, H. y cols. 2011). De manera opuesta, la sobre-expresién in vitro de
Orail en lineas celulares de cancer de pulmdén A549 atenua su proliferacién (Hou, M.F. y
cols. 2011). En la linea celular de glioblastoma multiforme D54MG, la inhibicidn
farmacoldgica o el silenciamiento mediante siRNA de TRPC1 produce una disminucion
de la ECC que desemboca en una division incompleta y una reduccién de la proliferacion
en estas células (Bomben, V.C. y cols. 2010). Por el contrario, la sobre-expresidon de
TRPC1 observada en células de adenocarcinoma de mama se correlaciona con su
acelerada proliferacion patoldgica (Dhennin-Duthille, I. y cols. 2011). También se ha
visto que TRPC6 participa en la proliferacidon de lineas celulares humanas de cancer
hepatico DU145, PC3, Huh-7 y HepG2 (El Boustany, C. y cols. 2008) (Wang, Y. y cols.
2010). La sobre-expresion o el silenciamiento in vitro de TRPC6 en dichas células
aumenta o disminuye, respectivamente, la entrada de Ca** a la célula y su velocidad de
proliferacién. Ademas, se ha encontrado que la expresion de TRPC6 es mayor en
hepatocitos extraidos de tumores que de tejidos sanos, indicando todo ello que el
incremento de TRPC6 en tejidos cancerosos pudiera ser responsable en parte de su
exacerbada proliferacion (El Boustany, C. y cols. 2008). Resultados similares acerca de la
expresion de TRPC6 se han obtenido con células de glioma humanas, de cancer de
mama, en células escamosas de cancer de eséfago o en células epiteliales de cancer
gastrico (Aydar, E. y cols. 2009; Cai, R. y cols. 2009; Dhennin-Duthille, I. y cols. 2011;
Ding, X. y cols. 2010; Guilbert, A. y cols. 2008; Shi, Y. y cols. 2009). Debido a su papel en
la proliferacién celular, TRPC6 también juega un papel importante en el desarrollo del

fenotipo mas maligno y agresivo que suelen desarrollar este tipo de células cancerosas
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en condiciones de hipoxia, asi como el tamafio del tumor que generan dichas células
trasplantadas en modelos animales in vivo (Cai, R. y cols. 2009; Chigurupati, S. y cols.
2010; Ding, X. y cols. 2010; Shi, Y. y cols. 2009). El silenciamiento de TRPC6 en células de
glioma también aumenta la eficacia del tratamiento antitumoral mediante radiacién
ionizante, indicando que la sobre-expresion de TRPC6 es responsable de su acelerado
crecimiento celular. Por ultimo, en células de cdncer de ovario humano se ha
comprobado que TRPC3 participa tanto en proliferacidon celular como en crecimiento

tumoral en ratones inyectados con dichas células modificadas (Yang, S. y cols. 2009).

4.2.  PAPEL DE STIM Y LOS CANALES ASOCIADOS EN EL CANCER

Numerosos estudios, especialmente basados en la regulacidon de los canales del
Ca’* de la membrana plasmatica y los cambios en su expresiéon asociados con el
desarrollo del tumor, han revelado el papel potencial de STIM1 y los canales asociados
(Orai y TRPC) (Figura 33) en la patogénesis de una variedad de tipos de cancer,
participando en diversas caracteristicas tumorales como la migracion, la metastasis, la
proliferacién o la resistencia a la apoptosis (Jardin, 1. y cols. 2016). STIM1 fue identificada
como una proteina involucrada en la detencion del crecimiento y degeneracion del
tumor de Wilm vy las lineas celulares G401 y RD de rabdomiosarcoma; sugiriendo el
hecho de que STIM, desempefiara un papel relevante en la patogénesis de estas

neoplasias (Sabbioni, S. y cols. 1997).

4.2.1. Papel de STIM1 y SOC en procesos de migracion e invasion (metastasis)

La migracién es una funcidn esencial de las diferentes células que permite a los
organismos multicelulares desarrollarse, reparar los tejidos dafiados y protegerse de
patdgenos invasivos. Las células malignas del cadncer utilizan su habilidad migratoria
intrinseca para invadir nuevos tejidos y metastatizar (Prevarskaya, N. y cols. 2011). La
movilizacién intracelular del Ca®* juega un papel relevante en la migracién, tanto de
células malignas como en las células no-malignas. La primera evidencia de la
participacién del STIM1 en la migracién y en la metastasis viene de estudios en células
del cancer de mama donde éste y Orai 1 influyen en la migracién de las células de cancer
de mama in vitro, y en la metastasis del tumor de cancer de mama estudiado en ratones.

El papel de STIM y Orai en la patogénesis parece estar mediado por la entrada del Ca* a
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través de la ECC, ya que el uso de inhibidores farmacoldgicos de este canal atenua la

metastasis in vivo (Yang, S. y cols. 2009).

Otros estudios han revelado que STIM1 es también importante en la migracién
de otros tipos de cancer como el cervical, el cancer gdstrico humano, el colorrectal y el
melanoma, asi como en el desarrollo de otras caracteristicas del cancer como la
proliferacién y la angiogénesis (Chen, L. y cols. 2011). También puede servir como valor
prondstico, pues la expresién de STIM1 era mayor en tejidos con cancer hepatico que en
tejidos precancerosos, lo que nos alerta del perfil metastasico del paciente (Yang, N. y
cols. 2013). Stanisz y cols., informaron de una mejora en la expresién de Orail y STIM1
en el borde invasivo del tumor, revelando asi su papel potencial en la invasién o
metadstasis tumoral in vivo (Stanisz, H. y cols. 2016). El papel de TRPC1 en la migracién
celular viene de estudios que indican que una supresidon de la expresién del TRPC1
perjudica a la migracién celular en células HT1080 del fibrosarcoma (Huang, J.B. y cols.
2004) Por tanto, la ECC, mediada por STIM, Orai y TRPC juega un papel relevante en la

migracion y la metastasis (Jardin, I. y cols. 2016).

4.2.2. Papel de las proteinas STIM y los canales de calcio asociados en la apoptosis

La habilidad de las células del cancer de evadir la apoptosis es una caracteristica
importante para su desarrollo y resistencia a la terapia. El papel de STIM y SOC en el
desarrollo de la apoptosis en células cancerigenas es controvertido.

No obstante, los estudios realizados en cancer de préstata sugieren que la
entrada del Ca®* a través de la ECC es requerida para la apoptosis.

De acuerdo con las observaciones aportadas por (Yanamandra, N. y cols. 2011),
la apoptosis inducida por tipifarnib, una quinolona con actividad antineoplasica,
depende de la entrada del Ca** mediada por Orai3 y es sensible a inhibidores
farmacolégicos de SOCE. Estos hallazgos indican que canales Orai3 y la ECC estan
involucrados en la apoptosis inducida por tipifarnib. Por tanto, una atenuacién de la ECC
y de Orai3 favoreceria la evasion de las células a la apoptosis (Jardin, I. y cols. 2016).

Sin embargo, STIM1 y Orai 1, cuando su expresion estd disminuida parece que
favorece la apoptosis celular.

En resumen, los hallazgos sobre el papel de la ECC, STIM, Orai y TRPC de hoy en
dia en la apoptosis son contradictorios, pues estudios sugieren un papel pro-apoptético

para la ECC y otros un papel anti-apoptdsico o superviviente. Es probable que esta
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discrepancia sea el tipo de célula en el que se realizan los estudios, ya que la expresion
de estos canales es diferente en funcién del tipo de célula, por lo que este papel deberia

ser evaluado en los distintos tipos celulares (Jardin, I. y cols. 2016).

4.2.3. Papel de STIM y canales Orai en la migracion y metastasis tumorales

La migracién es una funcién esencial de cualquier célula eucariota dentro de un
sistema pluricelular de tejidos diferenciados, que permite a este sistema la proteccién
contra patégenos invasivos, desarrollo y reparacidn de los tejidos. Las células cancerosas
malignas usan esta capacidad intrinseca para invadir nuevos tejidos y metastatizar. El
incremento de la capacidad migratoria y la protedlisis de la matriz extracelular son
necesarios para desarrollar los procesos anteriores (Prevarskaya, N. y cols. 2011). La
movilizacién de Ca®* intracelular juega un papel relevante en la reorganizaciéon del
citoesqueleto, induciendo la contraccién de la miosina Il, y desorganizacion de la placa
focal tanto en células malignas como normales. Ademas, en los procesos migratorios,
proteinas encargadas del desarrollo de las sefiales de Ca*", como la PLC o STIM1, se

sitian al frente de la célula dirigiendo la migracidn celular (Tsai, F.C. y cols. 2014).

Las primeras evidencias de la implicaciéon de STIM1 y Orail en la migracién y
metdstasis tumoral provienen de experimentos en cancer de mama. Estas dos moléculas
intervienen en la patogénesis tumoral debido a su papel en la ECC, ya que con la
inhibicidn farmacoldgica de la ultima se ha probado una disminucidn de la metastasis in
vivo (Yang, S. y cols. 2009). Estudios posteriores demuestran la importancia de STIM1 en
la migracién, proliferacion y angiogénesis del cancer de cérvix. Al igual que en el cancer
de mama, la funcién de STIM es mediar la entrada de Ca*, guedando demostrada su
implicacion en el desarrollo de este tumor con el uso de bloqueadores de la movilizacién
de Ca”, los cuales promueven una reduccién del tamafio del tumor (Chen, L. y cols.
2011). En las células cancerosas de cuello de cérvix, la relacion entre STIM1 y Orail es
mediada por la deacetilasa histona 6 (HDAC6) asociada a microtibulo (Chen, L. y cols.
2011). Los estudios de STIM en varios tipos de células tumorales han resaltado la
importancia de esta proteina en los procesos de migracién. El papel que desarrolla esta
relacionado con la activacién de canales de membrana plasmdtica y la activacion de
sefiales espaciotemporales de Ca** que regulan la migracién. STIM1 también desarrolla
un papel en la desorganizacién de la placa focal. Experimentos en células de cancer
hepatico y de cérvix, describen que por deficiencias de la funcién de STIM1 se produce

un aumento de la adhesidn focal y reduccion de la reorganizacion de la misma (Yang, N.
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y cols. 2013). En ciertas lineas celulares de cancer de cérvix, STIM se ve envuelto en la
activacion de una proteina Pyk2 regulada por Ca®*, una tirosina cinasa asociada con la
descomposicion de la adhesidn focal y la reorganizacion del citoesqueleto y por tanto la

locomocion de estas células cancerigenas (Chen, Y.F. y cols. 2013).

En otros tipos celulares se ha demostrado que STIM1 y canales asociados como
Orail solo tiene relacién con el aumento de la migracién e invasién y no mantienen
ninguna relacion con otras caracteristicas tumorales. En células de glioblastoma
multiforme, el cual exhibe niveles superiores en la ECC y mayor expresion de Orail, la
disminucién de la expresion de STIM1 y Orail produce una reduccién en la migracién,
pero no altera la proliferaciéon celular comparado con células astrociticas normales
(Motiani, R.K. y cols. 2013). Para el andlisis del papel del Ca*" en la migracién tumoral,
Stanisz et al., describieron una mayor expresion de Orail y STIM2 en el borde invasivo
del tumor, descubriendo su potencial en la invasidn y metdastasis in vivo. De forma
paralela, si se produce el silenciamiento de STIM2 y Orail en células cancerigenas de
melanoma, se mejora la proliferacién y se reduce la migracién y capacidad invasiva.
Como resultado, los autores propusieron que la ECC mediada por STIM2 y Orail estd
implicada en el cambio de estado en las células cancerigenas, desde una forma

proliferativa a una migratoria e invasiva.

4.2.4. Papel de STIM y sus canales asociados en la proliferacion celular

Existe un ndmero creciente de evidencias que sugieren que la ECC juega un
papel relevante en la proliferacion de células tumorales. Las evidencias actuales indican
qgue los cambios en la expresidon de STIM, como Orai y canales TRPC (Figura 34) estan
implicados en la proliferacién anormal de diferentes células cancerosas. En diferentes
lineas celulares melanociticas se ha registrado una expresion aumentada de STIM1 y
Orail acompafiado de un incremento de la ECC, desarrollando un papel en la
proliferacién celular (Umemura, M. y cols. 2014). Acompafiando esta correlacién entre
la ECC y sus agentes con la proliferacion celular encontramos que; en células
neuroblasticas tipo N, en las que se induce acido retinoico (AR), se registra un cambio de
un estado proliferativo a otro diferenciado, lo que se acompaia de la disminucién en la
actividad de la ECC asi como en la expresion de STIM1 y Orail (Bell, N. y cols. 2013). Por

contraste, la proliferacién de células metastdsicas de melanoma renal humano han
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demostrado ser insensible a inhibidores de Ila ECC incluidos gadolinium, 2-

aminoetoxidifenil borato (2-APB) o carboxiamaidotriazol (Dragoni, S. y cols. 2014).

En la linea celular de astrocitoma U373 y U87 y U251 de glioblastoma
multiforme (Li, M. y cols. 2011), han registrado la sobre-expresién de STIM1 comparada
con células HEK-293. En células U251 la disminucién especifica de STIM a través del
bloqueo de su &cido ribonucléico (ARN) inhibe la proliferacién celular induciendo el
arresto en la fase Gy/G; del ciclo celular. En relacién a estos descubrimientos, en dos
lineas celulares primarias (GBM1ly GBMS8) conseguidas por extraccidon quirdrgica de
glioblastoma multiforme cerebral, Orail y STIM1 se encuentran aumentados comparado
con astrocitos primarios humanos. Sin embargo, al contrario que los resultados
encontrados en las lineas celulares de gliobastoma multiforme estable U251, la
disminucién de STIM tiene un efecto minimo sobre la proliferacién celular y sélo Orail

fue descrito desarrollando un papel importante (Motiani, R.K. y cols. 2013).
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Figura 34. Representacion esquemdtica de la interaccion de STIM1 con los canales permeables de

Ca”* Orail y TRPC1 en humano. (Jardin, I. y cols. 2016).
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Tras analizar la ECC en muchas tipologias de células cancerigenas se describe
cémo distintas isoformas de STIM y Orai son encargadas de controlar los movimientos
de Ca®* dependientes de las reservas y en consecuencia, la proliferacién celular. En las
células de melanoma, Orail y STIM2 estdn altamente expresados y regulan la ECC. En
estas células la disminucién de estas moléculas produce una reduccién en la ECC y
migracion celular pero aumenta la proliferacion (Stanisz, H. y cols. 2014). En células de
cancer de mama con expresion de receptor estrogénico, como células MCF7 y T47D.
(Faouzi, M. y cols. 2011) han descrito la reduccién de Orai3 como un evento que induce
el arresto del ciclo celular en la fase G;. Montiani y cols., mostraron que mientras que en
las células de cancer de mama MDA-MB-231 sin receptor estrogénico, los agonistas
inducen la ECC a través de STIM1 y Orail; en las células que expresan receptor
estrogénico la entrada de Ca®* es principalmente mediada por los canales Orai3. Basado
en el efecto negativo de la disminucién de receptores a sobre la expresion de Orai3,
Montiani et al., concluyen que la expresidén de Orai3 estd regulada por los receptores a.
En consecuencia, en células que expresan receptores estrogénicos el aumento de Orai3
podria cambiar el balance estequiométrico en favor de la interaccidon entre Orai3 y

STIM1 en vez de STIM1/Orail.

Sobre el papel de los canales TRPC en el desarrollo de la ECC se han desarrollado
multitud de estudios donde los canales TRPC1 han sido descritos jugando un papel
relevante en la regulacién de la proliferacion celular y motilidad (Ariano, P. y cols. 2011;
Fabian, A. y cols. 2011; Fabian, A. y cols. 2008; Zanou, N. y cols. 2010). Pero el papel de
TRPC1 varia dependiendo si se trata de una célula tumoral o no. En las células tumorales
se relaciona con un cambio hacia la apoptosis, mientras que en células no tumorales
promueve la proliferacién celular (Nilius, B. y cols. 2007). TRPC1 esta frecuentemente
sobre-expresado en tumores pequefios y con baja proliferaciéon, mientras que otras
isoformas de TRP, como TRPM7, estd comunmente sobre-expresado en tumores de
mayor tamano y perfil proliferativo (Dhennin-Duthille, I. y cols. 2011). Se han mostrado
evidencias del papel de TRPC1 en la proliferacién de células de carcinoma, en las que el
bloqueo de la expresién de TRPC1 produce un arresto en la fase Gy/G; del ciclo celular.
(Tajeddine, N. y cols. 2012). Dentro de las muchas isoformas de TRP debemos destacar

el papel que cumple TRPC6 en la regulacion de la ECCy la proliferacion.
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4.2.5. Papel de STIM en la resistencia a farmacos

La entrada de Ca®* mediada por SOCE y su principal mediador STIM1 estan
implicados en numerosos procesos patoldgicos tipicos del cdncer. La expresidén de STIM1
estd significativamente incrementada, por ejemplo, en la quimioresistencia de
osteosarcoma. Los pacientes con expresién de STIM1 exhibieron, en general, peor
supervivencia que los pacientes con STIM1 negativo.

Ademas, se ha visto una desregulacion en la expresiéon de STIM1 y SOCE en
células MG63/CDDP resistentes a cisplatino. El tratamiento con cisplatino redujo la
expresion de STIM1 y SOCE en células MG63 sensibles a cisplatino, pero no tuvo efectos
en las células MG63/CDDP.

Tanto STIM1 como la entrada de Ca®* contribuyen a la resistencia del cisplatino a
través de inhibicién de la apoptosis mediado por estrés del RE y proporcionar pistas
importantes sobre los mecanismos implicados en la resistencia al cisplatino para el
tratamiento del osteosarcoma. En este sentido, STIM1 representa una diana del
cisplatino y bloqueante de la entrada de Ca** mediada por STIM1, lo que podria ser una
estratgia Util para mejorar la eficacia del cisplatino para el tratamiento de osteosarcoma
(Sun, X.y cols. 2017).

En otros estudios, STIM1 y SOCE mediado por Orail, controlan la progresiéon del
ciclo celular y la metastatizacién en varios tumores humanos, incluyendo los de glia
(Motiani, R.K. y cols. 2013), higado (El Boustany, C. y cols. 2008), mama y cuello de uUtero
(Chen, Y.F. y cols. 2011). Por el contrario, hasta ahora no se ha establecido un rol
funcional en carcinogénesis para los paralogos de STIM1 y Orail, es decir, STIM2 y Orai2,
mientras que Orai3 es reclutado por STIM1 para activar la ECC y la proliferacién celular
en algunas lineas celulares de cancer de mama humano con RE (Motiani, R.K. y cols.
2010). Alternativamente, STIM1 podria disparar la ECC al transportar la carga de Ca** del
RE a vias permeables a Ca** no selectivas, como las que pertenecen a la familia TRPC1-7.
STIM1 puedeunirse y activar TRPC1, TRPC4 y TRPC5. Ademas, STIM1 hace que TRPC3 y
TRPC6 medien la ECC al mediar la heteromultimerizacion de TRPC3 con TRPC1 y TRPC6
con TRPC5 (Worley, P.F. y cols. 2007). TRPC1 y TRPC6 se han relacionado de manera
convincente con SOCE en un amplio nimero de tumores humanos, inclcuido el
carcinoma de mama, glioblastoma multiforme (GBM) (Bomben, V.C. y cols. 2011;
Chigurupati, S. y cols. 2010) y hepatoma (El Boustany, C. y cols. 2008; Enfissi, A. y cols.

2004). Esto, presenta a la ECC como un objetivo alternativo para los nuevos
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tratamientos antimetastasicos (Chen, Y.F. y cols. 2013; Lodola, F. y cols. 2012;
Prevarskaya, N.y cols. 2011).

DCPA (3,4-dicloro propioanilida) es un agente que inhibe la diferenciacion
terminal de osteoclastos. La inhibicion del canal CRAC, mediada por DCPA, se produce a
través de la inhibicidon de la interaccion STIM1-Orail. Este compuesto tiene una baja
toxicidad sistémica que puede inhibir el flujo de Ca®* en macréfagos y células T, ademas
de tener una actividad antiinflamatoria (Lewis, T.L. y cols. 2008; Ustyugova, I.V. y cols.
2007; Xie, Y.C. y cols. 1997). El efecto del DCPA en la asociacion STIM1-Orail se
determind en células HEK293 transfectadas con STIM1-YFP (Wang, Y. y cols. 2009). La
inhibicion farmacoldgica de SOCE reduce la multinucleacion de los osteoclastos
humanos. También se ha mostrado que DCPA bloquea el funcionamiento del canal de
Ca’* operado por los depdsitos en células Jurkat, sin efecto en el contenido de Ca** del

RE (Lewis, T.L. y cols. 2008).

5. OLEOCANTALY CANCER

La molécula la describio el cientifico G.F. Montedoro en 1992, pero su
descubrimiento no conllevé darle nombre comercial ni mucho menos una identificacién
como potente antiinflamatorio similar a los AINES, esto es, antiinflamatorios no
esteroideos como el ibuprofeno o la aspirina. El bidlogo Gary Beauchamp y cols
(Beauchamp, G.K. y cols. 2005), lo llamaron oleocanthal, por la palabra “oleo” aceite,
canth de “acanthos” picor y “al” de aldehido. Este compuesto es, por tanto, un éster del
tirosol y su estructura quimica estd relacionada con la oleuropeina, molécula que da el

sabor amargo a ciertas variedades de aceite de oliva virgen extra (AOVE).

O
1
2l,, 3 18
" CHO
’/4 CHO
5 9

Oleocanthal (OLCT)

Figura 35. Estructura molecular del oleocantal (OLCT) (Diez-Bello, R. y cols 2019).
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El (-)-Oleocantal (OLCT) [(-) —descarboximetil ligustrdsido aglicona)] (Figura 35)
es un secoiridoide natural aislado del aceite de oliva virgen extra (EVOO, del inglés extra-
virgin olive oil) conocido por sus efectos anticancerigenos, anti-angiogénicos, anti-
inflamatorios y neuroprotectores tanto in vitro como in vivo (Abuznait, A.H. y cols. 2013;
Akl, M.R. y cols. 2014; Mohyeldin, M.M. y cols. 2016; Pei, T. y cols. 2016; Rosignoli, P. y
cols. 2013). Contiene abundantes componentes antioxidantes fendlicos que son
potentes inhibidores de especies reactivas del oxigeno y estd asociado con un menor
riesgo de varios tipos de cancer humano (Giacosa, A. y cols. 2013); ademas, tiene varios
efectos bioldgicos contra la inflamacidon o enfermedad de Alzheimer (Busnena, B.A. y
cols. 2013; Elnagar, A.Y. y cols. 2011; Parkinson, L. y cols. 2014; Qosa, H. y cols. 2015)
(Scotece, M. y cols. 2013).

Estos secoiridoides polifendlicos del AOVE disminuyen la viabilidad de la sobre-
expresion de HER2 en célula de cancer de mama por selectividad induciendo muerte
celular por apoptosis (Menendez, J.A. y cols. 2007). Estudios previos han mostrado su
actividad como un potente antioxidante, agente anti-inflamatorio no esteroideo que
inhibe COX-1 y COX-2, neuroprotector que altera la estructura y funcidon de Ia
neurotoxina B—amiloide y Tau, que estan asociadas con los efectos debilitadores de la
enfermedad de Alzheimer, inhibidor de proliferacidn, migracidn e invasién de células de
cancer de mama humano, cancer de prdstata, carcinoma hepatocelular, cancer de
colon, melanoma y mieloma multiple a través de la inhibicién de c-Met, inhibidor de
AMPK vy de la proteina inflamatoria 1 a macréfaga (MIP-1 a) (Akl, M.R. y cols. 2014;
Beauchamp, E.M. y cols. 2015; Busnena, B.A. y cols. 2013; Elnagar, A.Y. y cols. 2011; Fini,
L. y cols. 2008; Fogli, S. y cols. 2016; Monti, M.C. y cols. 2012; Pei, T. y cols. 2016; Pitt, J.
y cols. 2009; Pitt, S.C. y cols. 2009; Scotece, M. y cols. 2013).

5.1. ViA DE SENALIZACION HGF/C-MET

c-Met, también conocido como proto-oncogén c-Met, proteina tirosina cinasa
Met o receptor del factor de crecimiento hepatocitico (HGFR), es una proteina que
codifica un receptor heterodimérico de tirosina cinasa (RTK) consistente en una cadena
o extracelular y una cadena B transmembrna (Giordano, S. y cols. 1989; Park, M. y cols.

1987) (Figura 36).
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Figura 36. Representacion esquemdtica del dominio estructural de c-Met. Receptor Met

(izquierda) y su ligando HGF (derecha). Adaptado de Comoglio et cols., 2008.

El eje de sefializacién HGF/c-Met (Figura 37) estd, frecuentemente, reactivado
por células cancerigenas durante la tumorogénesis, crecimiento invasivo y progresion
metastdsica (Munshi, N. y cols. 2010). La desregulacion de este eje promueve cambios
en el citoesqueleto de muchas células tumorales y regula al alza diversas funciones de
estas células, incluyendo la proliferacién celular, motilidad, supervivencia o evasién a la
apaoptosis, angiogénesis, invasion, metdstasis y transicién epitelio-mesénquima (EMT)
(Castro, N.E. y cols. 2010; Eder, J.P. y cols. 2009; Gherardi, E. y cols. 2012; Peruzzi, B. y
cols. 2006).
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Figura 37. Representacion esquemadtica de la via de sefializacion de HGF/c-Met. El receptor de
tirosina cinasa (c-Met), después de unirse con su ligando (HGF), activa un amplio numero de
diferentes vias de sefializacion, incluyendo aquellas implicadas en proliferacion, motilidad,

migracién e invasion. (Akl, M.R. y cols. 2014).

El HGF se une al dominio extracelular de c-Met con alta afinidad e induce la
dimerizaciéon del receptor con activacién consecutiva de la actividad tirosina cinasa de c-
Met (Eder, J.P. y cols. 2009). Esto va seguido del reclutamiento y fosforilacion de
multiples proteinas adaptadoras asi como la activacién de moléculas de sefializacion
como cinasa fosfoinositida -3 (PI3K)/Akt, proteina cinasa activadora de mitégeno
(MAPK), cinasa de tumor de mama (Brk) y fosfolipasa C-y (PLC- y) (Castro, N.E. y cols.
2010; Eder, J.P. y cols. 2009; Peruzzi, B. y cols. 2006). Akt, MAPK y Brk son necesarios no
solo para regular la motilidad celular, adhesion e invasion mediados por c-Met, sino para
controlar la supervivencia celular y la mitogénesis (Castro, N.E. y cols. 2010; Francone,

T.D. y cols. 2007; Peruzzi, B. y cols. 2006). Actualmente, hay evidencias para la
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implicaciéon de una activacion crdnica o desregulada del receptor tirosina cinasa de c-
Met y su ligando HGF en multiples tipos de células tumorales llevando a mejorar el
crecimiento celular, angiogénesis y supervivencia. Ademas, la actividad diana de c-Met
con pequefias moléculas inhibidoras de HGF/c-Met puede ser considerada una
aproximacion prometedora para el tratamiento y prevencién del cancer (Castro, N.E. y

cols. 2010; Eder, J.P. y cols. 2009; Francone, T.D. y cols. 2007; Peruzzi, B. y cols. 2006).

Recientemente, hay evidencias que sustentan el papel del factor de crecimiento
hepatocitico (HGF) y su receptor en el desarrollo y progresion del carcinoma de mama
(Rho, O. y cols. 2011). Bajo condiciones fisiolégicas, HGF regula el desarrollo epitelial y
morfogénesis en diferentes érganos (Nakamura, T. y cols. 2011). En la mama humana,
HGF se produce primariamente en el estroma mamario, mientras que c-Met es
expresado en el epitelio (Kim, E.J. y cols. 2012). La activacion de c-Met mediada por HGF
resulta en un programa genético complejo referido como un “crecimiento invasivo”,
consistente en una serie de procesos fisioldgicos, incluyendo la proliferacion celular,
motilidad, invasidn, angiogénesis y tubulogénesis de ramificaciéon (Agarwal, S. y cols.
2009). c-Met es un promotor esencial de EMT, considerado éste como el primer paso en
la progresion del cdncer, particularmente durante la migracion, invasién y metdastasis

(Cooke, V.G. y cols. 2012).

Estudios previos han mostrado que la activacidn sostenida de la sefializacidn
HGF/c-Met estd asociada con la disociacidon de uniones adherentes basadas en
cadherinas, seguido de la pérdida de expresion de E-cadherina (Elliott, B.E. y cols. 2002;
Reshetnikova, G. y cols. 2007). Las E-cadherinas son una familia de glicoproteinas
transmembrana que median la adhesidn célula-célula y se expresan en la mayoria de las
células epiteliales, siendo responsable de la adheidn inicial de esas células, asi como de
la polaridad. Los analisis de muchos tipos de cancer epitelial sugirieron que la pérdida de
E-cadherina esta correlacionada con la invasién tumoral (Kalluri, R. y cols. 2009). La
vimentina es una proteina filamentosa intermediaria que normalmente se expresa en
células de origen mesenquimal y regula la migracion celular en muchos tipos celulares
(Vuoriluoto, K. y cols. 2011). Se ha demostrado que la pérdida de E-cadherina causa
disrupcion de la adhesion celular, asi como de la polaridad, permitiendo el desarrollo de
metadstasis de las células tumorales, mientras que la translocacién de B—catenina en el
nucleo podria ser requerida para inducir la expresiéon de genes que promueven la

proliferacién celular e invasion (Kalluri, R. y cols. 2009).
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Estudios recientes identificaron el OLCT como un potente inhibidor del dominio
cinasa de c-Met (Elnagar, A.Y. y cols. 2011). Sin embargo, hay evidencias a través de la
literatura que muestran que el mecanismo anticancerigeno del OLCT no esta limitado a

su actividad inhibitoria de c-Met.

El OLCT media sus efectos anticancerigenos a través de la disrupcién de la via de
sefializacion de c-Met (Akl, M.R. y cols. 2014; Elnagar, A.Y. y cols. 2011). Recientemente,
se han caracterizado los mecanismos intracelulares de OLCT y la supresién de su
receptor de sefializacién c-Met en cancer de mama de modelos de ratén (Akl, M.R. y
cols. 2014). El OLCT reduce la actividad cinasa de c-Met, el crecimiento celular, la
migracion y la invasién de células de cancer de mama, asi como también induce la
detencion del ciclo celular en fase G1 y apoptosis, ademas de inhibir la sefializacién

dependiente de c-Met en estas células.

Estudios previos indicaron que el OLCT es un potente inhibidor de la via de
sefalizacion de c-Met por inhibicion de la fosforilacion de c-Met, mediada por HGF y su
via de sefializacién mitogénica corriente abajo en células de cancer de mama (Akl, M.R.y
cols. 2014; Mohyeldin, M.M. y cols. 2016), inhibiendo la proliferacién, la migracién y la
invasion de células de cancer de mama y cancer de préstata (Elnagar, A.Y. y cols. 2011).
Este efecto inhibitorio estd asociado con el bloqueo de EMT y la reduccidon de la

motilidad celular.

Como se viene explicando, no sélo se ha visto la actividad antioxidante y
antiprolifertatica del OLCT en diferentes tipos celulares de diferentes tipos de cancer. Su
actividad anti-inflamatoria estd mediada a través de la inhibiciéon de la proteina 1 o
(MIP-1 a) y la expresion y secrecion de interleucina-6 (IL-6), de 5-lipooxigenasa (enzima
que cataliza el paso inicial en la biosintesis de leucotrienos pro-inflamatorios) (Rosignoli,
P.y cols. 2013; Scotece, M. y cols. 2012; Scotece, M. y cols. 2013) y de la proteina 90 de
choque térmico (Hsp90), una chaperona molecular esencial implicada en las diferentes

caracteristicas distintivas del cancer (Margarucci, L. y cols. 2013).

Los efectos antiproliferativos del OLCT estan mediados por la inhibicion de
multiples moléculas de sefializacién corriente abajo de c-Met, incluyendo la proteina
cinasa B (Akt), proteina cinasa activadora de mitégeno (MAPK), transductores de sefial y
activadores de transcripcion-3 (STAT-3) y diana de rapamicina en ceulas de mamifero
(mTOR) en multiples células de cancer (Akl, M.R. y cols. 2014; Fogli, S. y cols. 2016;
Khanal, P. y cols. 2011; Khanfar, M.A. y cols. 2015; Pei, T. y cols. 2016; Scotece, M. y cols.
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2013). Ademads, a través de la modulacion de la expresion de ciclinas, cinasas
dependientes de ciclinas e interrupcién de formacién de proteinas, el OLCT induce la
parada del ciclo celular en células de cancer (Akl, M.R. y cols. 2014). También provoca
muerte celular programada, resultando en actividad citotdxica en células de céncer de
mama, caracterizada por la activacidon de caspasa-8 y caspasa-3, elevacién en niveles de
poli (ADP-ribosa) polimerasa escindida (PARP) y regulacion a la baja de la expresion de
Bcl-2 (Akl, M.R. y cols. 2014; Fogli, S. y cols. 2016; Pei, T. y cols. 2016; Scotece, M. y cols.
2013). LeGendre, O. y cols., indicaron que el OLCT promovia la muerte de células de
cancer por desestabilizacion de membranas lisosomales, llevando a necrosis y/o

apoptosis a las células cancerigenas.
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HIPOTESIS

Segun los antecedentes bibliograficos, nuestra hipdtesis de trabajo es que las
células tumorales remodelan los mecanismos de entrada de calcio para lograr ciertas
ventajas sobre aquellas células sanas o no tumorales del organismo. Incrementos en la
proliferacién celular, asi como la capacidad para invadir tejidos, son mejoras bioldgicas
gue este tipo de células tumorales adquieren a través del remodelado de la entrada de

calcio.
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OBJETIVOS

1.- Analizar la expresion de STIM1, los canales Orai y TRPC en la linea celular de leucemia
mieloide aguda (LMA), HL60.

2.- Determinar la funcién de las proteinas objeto de estudio en la proliferacion celular,
asi como en los procesos de invasion tisular en la linea celular HL60.

3.- Dilucidar el papel del canal TRPC6 en las caracteristicas fenotipicas de las lineas
celulares de cdncer de mama MCF10A, MCF7 y MDA-MB-231.

4.- Caracterizar el papel del TRPC6 en el efecto antitumoral del oleocantal en las lineas
celulares de cdncer de mama MCF10A, MCF7 y MDA-MB-231.
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OBJECTIVES

1.- To analyze the expression of STIM1, Orai and TRPC channels in the acute myeloid
leukemia (AML) cell line, HL60.

2.- To determine the function of proteins under study in cell proliferation, as well as the
processes of tissue invasion in HL60 cell line.

3.- To explore the role of TRPC6 channel in the phenotypic characteristics of breast
cancer cell lines MCF10A, MCF7 y MDA-MB-231.

4.- To characterize the role of TRPC6 in the antitumoral effect of oleocanthal in breast
cancer cell lines MCF10A, MCF7 y MDA-MB-231.
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MATERIALES Y METODOS

Para la consecucién de los objetivos anteriormente expuestos, se llevaron a cabo los

siguientes procedimientos experimentales:

1.- MATERIALES

Para realizar los diferentes protocolos experimentales los reactivos utilizados han sido

clasificados en funcidn de sus caracteristicas y finalidades de uso:

1.1.- Anticuerpos y soluciones usados en western blotting (WB):

# Albimina de suero bovino (BSA) — Sigma (Madrid, Espafia).

% Anti-FAK [EP6954] - Abcam (Madrid, Espafia).

+ Anti-IlgG de conejo conjugada con peroxidasa de rdbano - GE Healthcare
(Madrid, Espafia).

+ Anti-IlgG de ratén conjugada con peroxidasa de rdbano - GE Healthcare

(Madrid, Espaiia).

Anti-Orail de conejo, policlonal - Sigma (Madrid, Espafia).

Anti-Orai2 de conejo, policlonal — Acris (Herford, Alemania).

Anti-Orai3 de ratén, monoclonal — Sigma (Madrid, Espaia).

Anti-p-FAK Y397 - Abcam (Madrid, Espafia).

-+ + & ¥

Anti-STIM1 de raton, monoclonal — BD Transduction Laboratories (Frankin
Lakes, EEUU).

Anti-STIM2 de conejo, policlonal — Cell Signaling (Danvers, MA, EEUU).
Anti-TRPC1 de conejo, policlonal - Alomone (Jerusalem, Israel).

Anti-TRPC3 policlonal — Abcam (Madrid, Espafia).

Anti-TRPC6 de conejo, policlonal - Alomone (Jerusalem, Israel).

Anti-B-Actina de conejo, policlonal — Sigma (Madrid, Espafia).

Inhibidores de proteasa libres de EDTA — Roche (Madrid, Espafia).

Nonidet P-40 — Sigma (Madrid, Espafia).

Proteina agarosa A — Upstate Biotechnology Inc. (Madrid, Espafia).

- F F F F + £ & F

Sustrato quimioluminiscente de deteccidn de alta sensibilidad - Thermo Fisher
(Madrid, Espafia).
Tris-Buffered Saline Tween (TBST).

Tween-20 - Sigma (Madrid, Espafia).
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1.2.- Soluciones usadas en cultivos celulares:

+
+

+
+

Bromodeoxiuridina (BrdU) — BioVision (Milpitas, CA, EEUU).

Dimetil sulféxido (DMSO) — Sigma (Madrid, Espafia).

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium Ham’s F-12 (DMEM F-12) - Lonza
(Cologne A.G., Alemania).

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) - Lonza (Cologne A.G.,,
Alemania).

Fosfato Buffer Salino (PBS).

Penicilina/Streptomicina — Lonza (Cologne A.G., Alemania).

Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI-1640 — Lonza (Cologne A.G.,
Alemania).

Suero de Caballo (HS) - Thermo Fisher (Madrid, Espafia).

Suero Fetal Bovino (FBS) — Lonza (Cologne A.G., Alemania).

Tripsina 5% EDTA 10x — Thermo Fisher (Madrid, Espaiia).

1.3.- Estandar y cuantificacidn de proteinas:

*
*
*
*

1,4-ditiotreitol (DTT) - Thermo Fisher (Madrid, Espaiia).
Acido bicinconinico (BCA) - Thermo Fisher (Madrid, Espaia).
Marcador de masa molecular — Bio Rad Laboratories, Inc. (Espaia).

Tampdn de Laemmli (LB)

1.4.- Fluorimétricos:

+ Fluordforo Fura-2 acetoximetil éster (Fura-2/AM) — Molecular Probes (Leiden,

Holanda).

4 Calceina acetoximetil éster (calceina-AM) — Live/Dead® viability/cytotoxicity kit

for mammalian cells (Molecular Probes).

+ Yoduro de propidio - Live/Dead® viability/cytotoxicity kit for mammalian cells

(Molecular Probes).

1.5.- Movilizadores de Ca*":

4 Tapsigargina (TG) — Sigma (Madrid, Espafia).
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1.6.- Plasmidos:

4 Pldsmido control shRNA-A — Santa Cruz Biotechnology Inc., (Dallas, Texas,
EEUU).

%+ Pldsmido control siRNA-A - Santa Cruz Biotechnology Inc., (Dallas, Texas,
EEUU).

%+ Plasmido de silenciamiento shOrail.

4+ Plasmido de silenciamiento siOrai2 — Life Technologies (Madrid, Espafia).

4+ Plasmido dnTRPC6.

1.7.- Quelante de Ca’:

% Acido tetracético etilenglicol (EGTA) — Sigma (Madrid, Espafia).

1.8.- Quimiotactico:

4+ Péptido N-Formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) — Sigma (Madrid, Espafia).

1.9.- Reactivo de transfeccion:

4 Turbofect — Thermo Fisher (Madrid, Espafia).

2.0.- Reactivos qPCR:

#+ SYBR green Premix Ex Taq™ - (Takara Bio Inc., Otsu, Shiga, Japan).

2.1.- Reactivo de biotinilacion:
4 EZ-Link"Sulfo-NHS-LC-Biotin (sulfosuccinimidyl-6-(biotinamido) hexanoato -

Thermo Scientific (USA).
%+ Beads de estreptavidina - Pierce® Streptavidin Agarose Resins, Thermo Fisher
(Madrid, Espaiia).

¢ HBS (Tampdn Hepes Salino).

REACTIVOS CONCENTRACION (mM) (g/L)
BSA 1 mg/mL 1,0
(albimina de suero bovino)
D-Glucosa 20 1,8
HEPES 10 2,38
KCl 5 0,38
MgSO, 1 0,26
NacCl 145 8,46

Tabla 3. Tampon HBS (pH=7,4).
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+*» PBS (Tampdn Fosfato Salino).
4 0, 0 RA 0 0
KCI 2,7 0,2013
KH,PO, 2 0,2722
Na,HPO, 10 1,7299
NacCl 137 8,0063

+» Tampon de lisis NP-40.

Tabla 4. Tampon PBS (pH=7,4).

REACTIVOS CONCENTRACION (mM)
EDTA 4 1,16
(acido
etilendiaminotetraacético)
Glicerol 20 % 20 mL
NaCl 274 16,02
Nonidet P-40 1% 200 mL
Tris-HCI 40 6,3

Tabla 5. Tampon de lisis NP-40 (2x) (pH=7,4).

% Tampdn de Laemmli.

REACTIVOS CONCENTRACION (mM)

Azul de bromofenol 0,01 %
Glicerol 25%
SDS 2%
(dodecil sulfato sodico)

Tris-HCI 62,5

Tabla 6. Tampon de Laemmli (pH=7,4).

%+ TBS 10x (Tampdn Tris Sa

lino).

REACTIVOS CONCENTRACION (mM)

NacCl

1,37 x 10°

Trizma-base

200

Tabla 7. Tampodn Tris-salino (pH=7,6).
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¢ TBST 1x (Tampon Tris Salino y Tween).

Materiales y métodos

900 mL de H,0 destilada + 100 mL de TBS 10x y aiiadir 0,1 % de Tween 20 (1mL).

Almacenar a4 °C.

/7

«* Geles de acrilamida/bisacrilamida.

REACTIVOS

10mL (8%) 10mL (10 %)

10 mL (4 %)

Acrilamida/bisacrilamida (39:1) (mL) 2,7 3,04 1,32
AMPS (mg) 5 5 10
(amonio persulfato)
H,0 miliQ (mL) 4,7 4 6,07
SDS (10 %) (mL) 0,1 0,1 0,1
(dodecil sulfato sédico)
TEMED (pL) 10 10 10
(N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamina)
Tris 0,5 M (pH = 6,8) (mL) 2,5
Tris 1,5 M (pH = 8,8) (mL) 2,5 2,5
Tabla 8. Soluciones de preparacion de geles de poliacrilamida.
+» Tampdn de electroforesis.
A 0, 0, i 0, 0
Glicina 1,26 x10° 77
SDS 0,5% 5
(dodecil sulfato sédico)
Trizma base 124 15
Tabla 9. Tampdn de electroforesis.
+» Tampdn de transferencia.
/ () 0 A 0 "
Glicina 150 8,5
Metanol 20% 200 mL
Trizma base 25 3,03

Tabla 10. Tampdn de transferencia (pH = 8,3).
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+»* Solucion de bloqueo.

4 0, 0 4 0 0
Azida sodica 0,02 % 0,2
BSA 10% 100
(albimina de suero bovino)
TBST 1L

Tabla 11. Solucién de bloqueo.

% Tampon de lavado.

/] () 0 RA 0 0
NacCl 137 8
Trizma base 20 2,42
Tween 20 0,1% 1mL

Tabla 12. Tampdn de lavado (pH = 7,6).

+»» Componentes del kit de proliferacidn.

REACTIVOS CONCENTRACION STOCK CONCENTRACION FINAL
BrdU 1000 x 10 x
(5-bromo-2-deoxiuridina)
Solucién de - 100 ul/pocillo
Fijacion/Desnaturalizacion
Anticuerpo primario de 300 x 1x
deteccion de BrdU
Anticuerpo secundario de 2000 x 1x
deteccidn de anticuerpo
primario
Solucién diluyente del - -
anticuerpo
Tampon de lavado 10 x 1x
Sustrato TMB - 100 uL/pocillo
(tetrametilbencidina)
Solucidén de parada de reaccion - 100 ul/pocillo

Tabla 13. Reactivos kit de proliferacion BrdU.

El resto de reactivos utilizados son de grado analitico y han sido suministrados por

Panreac, Sanex y Albus (Espafia).
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2.- METODOS

2.1.- CULTIVO CELULAR
2.1.1.- Tipos celulares
# HL60
La linea celular promieloblastica HL60 fue
obtenida de la compafiia American Type Culture
Collection (ATCC) (Manassas, VA, EEUU) (Figura 38)
y cultivadas en suspensién en un incubador bajo
condiciones de 37 °C de temperatura, 95% de aire y
un 5% de CO, en medio de cultivo RPMI-1640,
suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino

inactivado por calor y 100 U/mL de penicilina y 100

pg/mL de estreptomicina.

Figura 38. Imagen obtenida de ATCC.
Células HL60 observadas al microscopio

optico.

4 MCF10A
La linea celular epitelial no tumorigénica

MCF10A fue obtenida de la compaiiia ATCC
(Manassas, VA, EEUU) (Figura 39) y cultivadas en
adherencia en un incubador a 37 °C, 95% de aire y
un 5% de CO, en medio de cultivo DMEM F-12,
suplementado con suero de caballo 25% del
volumen (v/v), insulina (10 pg/mL), factor de
crecimiento epidérmico (hEGF) (20 ng/mL),

hidrocortisona (0,5 pg/mL), toxina colérica (100

ng/mL) y 100 U/mL de los antibidticos penicilina y

Figura 39. Imagen obtenida de ATCC.
Células MICF10A observadas al microscopio

Gptico. presentan un periodo de duplicacién de 32 horas.
No presentan TRPC6, el cual es necesario para la
entrada de Ca*, para invadir otros tejidos, inducir

apoptosis y metastatizar.

-113-



Materiales y métodos Raquel Diez Bello

#® MCF7

La linea celular MCF7 fue obtenida de la
compaiia ATCC (Manassas, VA, EEUU) (Figura 40)
y cultivadas en adherencia en un incubador a 37
°C, 95% de aire y un 5% de CO, en medio de
cultivo DMEM, suplementado con 10% (v/v) de

suero fetal bovino y 100 U/mL de penicilina y 100

pug/mL de estreptomicina. Presenta morfologia de

célula epitelial. Figura 40. Imagen obtenida de ATCC.

o Células MCF7 observadas al microscopio
Expresan receptor estrogénico y de progesterona,

optico.

asi como incremento en la expresion de HER2.

Los receptores de estréogenos a y B estan asociados a Orai3.

Es el tipo de cdncer mas benigno, de mejor prondstico y mas comun. El tiempo de duplicacién
de estas células es de unas 20 horas. Si presentan TRPC6 y la ECC estd mediada por STIM1, 2 y

Orai3.

4 MDA-MB-231

La linea celular MDA-MB-231 triple negativa fue
obtenida de la compafiia ATCC (Manassas, VA,
EEUU) (Figura 41) y cultivadas en adherencia en
un incubador a 37 °C, 95% de aire y un 5% de
CO, en medio de cultivo DMEM, suplementado

con 10% (v/v) de suero fetal bovino y 100 U/mL

de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina.

< pA T

Figura 41. Imagen obtenida de ATCC. Células Presentan una morfologia de célula epitelial.
MDA-MB-231 observadas al microscopio

optico.

Es el tipo de cancer de mama mas invasivo, maligno y con mayor capacidad de metastatizar. Se
le conoce como triple negativo por ser ER’, PR" y HER2', debido a esto, este tipo de cancer
solamente puede ser tratado por métodos quimioterdpicos, no hormonales. Si presentan

TRPC6 y la ECC esta mediada por STIM1 y Orail.
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CAPACIDAD METASTASICA DE LAS LINEAS CELULARES MICF10A, MCF7 Y MDA-MB-231

Linea Fenotipo Motilidad | Adherencia Otras Estado de
celular caracteristicas representatividad
durante la TEM
MCF10A - . Poca Alta No tumorigénica Epitelial
i s Crecimiento
rapido
Linea celular
epitelial

Luminal ductal

MCF7 Moderada | Moderada | Moderadamente Epitelial
invasiva
Crecimiento
lento en

monocapa

MDA-MB-
231

Alta Baja Crecimiento Mesenquimal
rapido
Altamente
invasiva
Altamente
agresiva

Tabla 14. Resumen de las caracteristicas principales de la linea celular no tumoral (MCF10A) y tumorales

(MCF7, MDA-MB-231) de mama.

2.2.- TRANSFECCION CELULAR

La transfeccidn, es una técnica empleada en biologia molecular por la cual se introduce
material genético externo en las células eucariotas mediante plasmidos, vectores viricos u otra
herramienta para la transferencia. En los estudios que se han llevado a cabo, dicha
transferencia tiene lugar mediante la mezcla del material genético con un polimero catidnico
formado por complejos estables y compactos, cargados positivamente, que protegen al ADN
plasmidico de la degradacién y facilitan su liberacién en el interior de la célula. Para ello, se
utilizé reactivo de transfeccién Turbofect Transfection Reagent’, que muestra una alta

eficiencia de transfeccién y una toxicidad celular muy baja.

Las células HL60 fueron transfectadas con 1ug/mL de plasmidos de silenciamiento
shRNA-Orail, siRNA-Orai2, siRNA-A y shRNA-A (como control). Para ello, se mezclaron 1mL de
medio RPMI-1640 sin reconstituir, el plasmido y 6 pL de reactivo de transfeccién Turbofect®
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se anadié al medio con

células en las placas de siembra, moviendo suavemente en circulos y manteniéndolo en el
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incubador a 37 °Cy 5% CO, durante 3 horas, tras este tiempo se cambid el medio y las células

fueron utilizadas 48 horas después de la transfeccion.
La secuencia sentido del shRNA para el Orail humano fue:

5’ — CACCTCACTGGTTTAGCCATAAGACGAATCTTATGGCTAACCAGTGA - 3’
Y la secuencia antisentido fue:

5"— AAAACCTTTACACGCTAGATGGTTTGCTCTTATGGCTAACCAGTGA - 3’

La secuencia sentido del shRNA para el Orai2 humano fue:
5'— GGACUGGAUGAcuuUcuccu - 3’
Y la secuencia antisentido fue:

5’ - AGGAGAAGUCACCAGUCC -3’

Las células de la linea de cancer de mama (MCF10A, MCF7 y MDA-MB-231) fueron
transfectadas con 1ug/mL de pldsmidos de silenciamiento shRNA-TRPC6 y siRNA-A (como
control). Para ello, se mezclaron 1mL de medio DMEM F-12 (MCF10A) o DMEM (MCF7 y MDA-
MB-231) sin reconstituir, el plasmido y 6 uL de reactivo de transfeccién Turbofect® durante 20
minutos a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se afiadié al medio con células en las
placas de siembra, moviendo suavemente en circulos y manteniéndolo en el incubador a 37 °C
y 5% CO, durante 5 horas, tras este tiempo se cambid el medio y las células fueron utilizadas

48 horas después de la transfeccion.

La secuencia sentido del shRNA para el TRPC6 humano fue:
5’ — CGAGAGCCAGGACTATCTGC -3’

Y la secuencia antisentido fue:

5"~ AGGGGTAGTAGCCGTAGCAA - 3’
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2.3.- PCR CUANTITATIVA A TIEMPO REAL

El aislamiento total de ARN y la sintesis de una Unica hebra de ADN complementario
(ADNCc) fueron desarrollados en las células HL60 de leucemia promieloblastica. La SYBR green
gRT-PCR se desarroll6 usando SYBR” Premix Ex Taq" (Takara Bio Inc., Otsu, Shiga, Japan) en un
termociclador Applied Biosystems STEPONE Real-Time thermal cycler (Life Technologies
Corporation, Carlsbad, CA). Los productos de la PCR se obtuvieron usando el programa de PCR

que se indica en la siguiente tabla (Tabla 15):

TEMPERATURA ) cicLos
96 °C ~ 2minutos |
96 °C 15 segundos
48 °C 25 segundos 35 ciclos
56 °C 25 segundos
72°C 10 minutos

Tabla 15. Condiciones del termociclador paa la PCR.

La cantidad de ARN,, fue calculada por el método comparativo C; (AAC;) usando la

2-AACT

féormula RQ = . La cantidad de ARN,, transcrito fue normalizada con la expresién de B-—

actina y representada como la expresion media relativa de Orai2 £ ESM.

Los cebadores humanos utilizados en gRT-PCR fueron los que se especifican a

continuacién (Tabla 16):

‘ PROTEINA PRIMER SENTIDO PRIMER ANTISENTIDO
hOrail AGCAACGTGCACAATCTCAA GTCTTATGGCTAACCAGTGA
hOrai2 CGGCCATAAGGGCATGGATT TTGTGGATGTTGCTCACGGC
hOrai3 CTCTTCCTTGCTGAAGTTGT CGATTCAGTTCCTCTAGTTC
hSTIM1 CAGTGAAACACAGCACCTTCC AAGAGCACTGTATCCAGAGCC
hSTIM2 CCAGGGCTTTCACTGTGATT CCTCGGCTTAAGGTTGTGAA
hTRPC1 TGCGTAGATGTGCTTGGGAG ATGCTCTCAGAATTGGATCC
hTRPC3 GGAAGGACTGTAAAGGACA CACAACGGAAGTCACTTCA
hTRPC6 TCATCATGGTGTTTGTGGC GCAAAACAATGACCATTGTAA

B-Actina AGCGAGCATCCCCCAAAGTT GGGCACGAAGGCTCATCATT

Tabla 16. Cebadores o “primers” sentido y antisentido de humanos empleados en la técnica

gRT-PCR.
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2.4.- DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CALCIO ([Ca**]) MEDIANTE
METODOS FLUORIMETRICOS CARGANDO CON EL INDICADOR FURA-2

2.4.1.- Fura-2/AM

La sonda fura-2 acetoximetiléster (fura-2/AM) es un fluoréforo de Ca** permeable a la
membrana plasmatica por presentar en su estructura un grupo acetoximetiléster (AM) que,
una vez se introduce en el interior de la célula, sufre la accidon de esterasas citosdlicas que
liberan el grupo éster (AM) del fura-2, impidiendo que atraviese de nuevo la membrana
plasmatica, asi como las membranas de los organulos intracelulares. Este fluoréforo presenta
una constante de disociacion (Ky) para el calcio de 120-250 nM, en funcién de la temperaturay
pH, lo que permite detectar pequefias variaciones de Ca** muy pequefias de hasta el rango de

nanomolar (Grynkiewicz, G. y cols. 1985).

El fluoréforo fura-2 presenta dos longitudes de onda de excitacion, una es a 340 nm y
otra a 380 nm y una longitud de onda de emisién a 505 nm, de tal manera que cuando el ion
Ca®* se une al fluoréforo, se produce un incremento de la fluorescencia emitida a 510 nm al
excitar a la longitud de onda de 340 nm, mientras que por el contrario, se produce una
disminucién de la fluorescencia cuando se excita con una longitud de onda de 380 nm. Esta
caracteristica permite utilizar esta sonda como ratiométrica, ya que permite observar los
maximos y minimos de emisién a 510 nm y obtener un ratio de estos valores. El ratio o la
relacion de fluorescencia emitida (340 nm/380 nm) es proporcional a las variaciones en la
[Ca™]., de forma que se evitan errores derivados de una distribucion no homogénea en el
citosol celular, carga deficiente del marcador u otros posibles artefactos originados durante la

manipulacion experimental (Paredes, R.M. y cols. 2008).

Otra ventaja de este fluoréforo es que su punto isosbético (punto de isofluorescencia)
es a 360 nm, permitiendo monitorizar los cambios en la fluorescencia no dependiente de Ca**
o apreciar la extincion de la fluorescencia cuando la molécula se une a algunos metales

pesados como el manganeso (Mn**) (Sage, S.0. y cols. 1989).

2.4.2.- Carga de células

La carga del indicador en células de leucemia mieloide aguda (HL60) y lineas celulares
de cancer de mama (MCF10A, MCF7 y MDA-MB-231) se realizd en el propio medio de cultivo
incubando las células durante 30 minutos con 2 uM de fura-2 AM, a 37 °Cy en oscuridad para
las lineas celulares HL60, MCF7 y MDA-MB-231 y 45 minutos con 2 uM de fura-2 AM, a 37 °Cy

en oscuridad para la linea celular MCF10A. Finalizada la incubacidn, se descarté el medio que
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las contenia con fura-2 AM sobrante que no se haya introducido en la célula y se lavaron con
HBS 1x. Las células adheridas al cubreobjetos se mantienen en un medio de HBS 1x con glucosa

(1,8 mg/mL) y BSA (1 mg/mL) para proceder a la medicién de Ca**.

2.4.3.- Determinacion de la [Ca®*]. mediante métodos fluorimétricos

Los movimientos de Ca’" que se registraron tanto en células de leucemina como de
cancer de mama, mencionadas anteriormente, fueron detectados en un microscopio de
fluorescencia invertido Nikon Eclipse Ti2 asociado a un sistema de adquisicién y andlisis de
imagenes para microscopia. Los experimentos se llevaron a cabo manteniendo las células

adheridas a un cubreobjetos en presencia de tampdn HEPES salino (HBS 1x).

Las células se excitaron de forma alternativa a 340 nm y 380 nm con una lampara
asociada a un monocromador y la fluorescencia emitida se registré a 510 nm con una camara
asociada al microscopio. Los valores obtenidos se registraron y fueron procesados usando un

software (Nikon NIS-Elements AR).

Todos los reactivos afiadidos (EGTA, DMSO, TG, OLCT, Ca**) durante la realizacién del
experimento se adicionaron directamente en la cubeta en funciéon del volumen de Ia
suspensidn celular (500 pL de HBS 1x), con el fin de obtener la concentracidn final deseada. Las
variaciones en la [Ca**]. se monitorizaron y se expresaron como ratio de las fluorescencias

emitidas a 510 nm por el fura-2 una vez excitado a 340 nm y 380 nm.

La traduccién de los ratios de fluorescencia a [Ca*’]. y el posterior calibrado, se
realizaron mediante el método desarrollado por Grynkiewicz (Grynkiewicz, G. y cols. 1985),

aplicando la siguiente formula:

R — Rmin Sf

[Ca2+] = Kd x—Rmax R xg

Kq = constante de disociacion del fura-2 y el Ca®* (214 nM a 37 °C).
R = ratio de la muestra (340/380nm).

Rumin = ratio minimo cuando la concentracién de Ca** es cero.
Rmax = ratio maximo en condiciones de saturacidn por Ca®.

S¢ = S free (emision del fura-2 al ser excitado a 380 nm).

S, = S bound (emisién del fura-2 unido a Ca*" al ser excitado a 380 nm).
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2.4.4.- Determinacion de la liberacién y entrada de Ca*

La liberacion de Ca** inducida por TG (1uM) se estimé calculando el 4rea bajo la curva
del incremento de la [Ca*']. durante los 2,5 minutos posteriores a la adicién del compuesto, en
un medio libre de Ca**, corregidas con la resta de la concentracién basal de Ca®* previa a la
adicion del estimulo en ausencia de Ca®* extracelular, utilizando para ello el quelante de Ca**
EGTA (100 puM). Por otro lado, la entrada de Ca®* que se induce tras la adicion de CaCl, (2mM) a
la suspension celular, se determiné calculando el drea bajo la curva del incremento de la [Ca®'].
durante los 2,5 minutos posteriores a la adicién de CaCl,, siendo corregida con la resta de la

concentracién de Ca®* después del estimulo.

2.5.- TECNICAS DE AISLAMIENTO Y CUANTIFIACION DE PROTEINAS

En los ensayos llevados a cabo con proteinas es imprescindible una adecuada
preparacion de la muestra. El método de extraccidn proteica dependerd del tipo de muestra
de partida, de la localizacién subcelular de la proteina y de las condiciones que requiera el
anticuerpo para reconocer el epitopo proteico. En los estudios realizados, la extraccion
proteica se ha realizado mediante el uso de soluciones tampdn que contienen detergentes. La
estructura quimica de estos detergentes permite romper las membranas celulares y solubilizar

las proteinas, aunque también se emplean métodos mecanicos como la sonicacion.

2.5.1.- Cuantificacion de la concentracién de proteinas

El contenido en proteina total se determind empleando la técnica del 4cido
bicinconinico (BCA) o ensayo basado en cobre (Figura 42). Este ensayo fue inventado por Paul
K. Smith en 1985 (Smith, P.K. y cols. 1985) en la compaiiia Pierce Chemical Company y esta
basado en la conversién del Cu** a Cu'* en condiciones alcalinas. Esta conversién que es
definida como reaccion de Biuret, esta influenciada por cuatro aminodcidos (cisteina, cistina,

tirosina y triptéfano) y también por la cadena peptidica.

OH-
Proteina + Cu?* =——>= Cu'*

Cu™+BCA =~ complejo ptrpura BCA-Cu'™

Figura 42. Reaccion del BCA.
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BCA es un reactivo cromogénico especifico para el ion Cu'*. En un primer paso, los
aminodcidos de la proteina reaccionan con el Cu®', reduciéndose a Cu™* (reaccién de Biuret), el
cual, en una segunda etapa, forma un complejo con dos moléculas de BCA color purpura. La
cantidad de Cu® reducido es una funcién de la concentracién de proteinas y puede ser
determinada espectrofotométricamente por un cambio de color de la solucién a purpura, el
cual absorbe a 562 nm. Dicha absorbancia es directamente proporcional a la cantidad de
proteina presente en la solucién y puede ser estimada por comparacion con un estandar de

proteina conocido, tal como la albdmina sérica bovina.

En los pocillos de una placa de 96 pocillos se mezclé un volumen de 25 plL de la
muestra y 200 plL de la mezcla BCA (1 parte de solucidon A y 50 partes de solucion B). Una vez
agitadas las muestras para conseguir una mezcla homogénea, se incubd en oscuridad, a 37 °Cy
durante 15 minutos, transcurridos los cuales se realizé la lectura de la absorbancia de la
muestra en un lector de microplacas Gen5™ BioTek (Winooski, Vermont, USA). Los datos de
absorbancia obtenidos, se extrapolaron a una recta patron trazada a partir de una curva
estandar realizada con concentraciones conocidas de BSA en H,0 miliQ. Los resultados fueron

expresados en mg/mL.

2.5.2.- Western Blotting

El western blotting (WB) (Figura 43) es una técnica analitica que se utiliza para la
deteccion de proteinas especificas en una muestra determinada. Este método, descrito por vez
primera por Towbin y colaboradores en 1979 (Towbin, H. y cols. 1979), permite la deteccién de
una sola proteina dentro de una muestra bioldgica. La especificidad de la técnica se logra
mediante la utilizacidn de un anticuerpo que reconoce y se une a un epitopo Unico de la
proteina de interés. Fue desarrollada utilizando la base tecnolégica del Southern blot para la

deteccion del ADN.

El principio del WB se fundamenta en el hecho de que una proteina sometida a un campo
eléctrico se movera en funcion de la carga eléctrica neta de la misma (Z), la fuerza del campo
eléctrico al que se ve sometida (E) y la resistencia de friccion (F), que depende del tamafio y
forma de la proteina. En base a esto, la velocidad de migracién de las proteinas esta

relacionada con estas variables segun la siguiente férmula:

_(ExZ)
="%

-121-



Materiales y métodos Raquel Diez Bello

El punto isoeléctrico de una proteina es aquel en el que la carga neta de la misma es
cero. Si esto sucede, el campo eléctrico aplicado no la afectaria y por tanto, la proteina no se
mueve. Por esto, es importante tener en cuenta el pH del tampdn donde se encuentran las
proteinas. Con el fin de evitar tal efecto, se utilizé el método descrito por Laemmli (Laemmli,
U.K. 1970), en el que las muestras se desnaturalizan por calor en presencia de agentes
desnaturalizantes y reductores, tales como el B-mercaptoetanol o el ditiotreitol (DTT), que
destruyen los puentes disulfuro o el dodecilsulfato sddico (SDS), que se encarga de
desnaturalizar las proteinas, haciéndolas perder su conformacidn ternaria, adquiriendo asi una
estructura primaria, lineal y recubriendo a la proteina de cargas negativas, permitiendo que las
proteinas se muevan sdlo en funcidn de su tamafio, esto es, que la tasa de migracidn viene
determinada por su masa molecular. El laemmli buffer (LB), ademas de su cardacter reductor,
asegura de forma éptima la resolucidn de las bandas cuando las proteinas se preparan en geles

SDS-PAGE.

No obstante, para asegurar la completa desnaturalizacién de las proteinas, la muestra se
calenté en un termobloque durante 5 minutos a 95 °C. Finalmente, se sometieron las muestras
a un breve spin para precipitar la muestra y proceder a la carga de las muestras en el gel para

su posterior andlisis.

2.5.2.1.- Electroforesis

Una vez obtenidas las muestras, se sometieron a electroforesis en geles de
poliacrilamida conteniendo SDS (SDS-PAGE) en condiciones desnaturalizantes. Bajo estas
condiciones, asi como las de reduccién, las proteinas cargadas negativamente al ser sometidas
a un campo eléctrico, migran hacia el electrodo positivo, haciéndolo de forma mas rdpida

aquellas de menor masa molecular.

Los geles se elaboraron en el laboratorio utilizando diferentes concentraciones de
acrilamida (8-10%) (Tabla 8, apartado de Materiales) en funciéon de la masa molecular de la
proteina objeto de estudio. En base a ese porcentaje utilizado, se obtendra un tamafio de poro
u otro obteniéndose poros mas pequefos cuanto mayor sea el porcentaje del polimero de
acrilamida. En todos los casos, se emplearon dos tipos de geles que pertenecen al sistema de

tampdn discontinuo.

- Gel de carga, concentrador o stacking (poros grandes): asegura la migracion de

todas las proteinas en el frente de migracién puesto que favorece el

empaquetamiento de todas las proteinas que han sido cargadas en el pocillo. Su
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concentracién de acrilamida y bisacrilamida es pequefa (4%) y su pH es

ligeramente mas acido (pH= 6,8) que el del gel separador (pH= 8,8).

- Gel separador o running (poros pequeiios): este gel constituye el soporte donde

las proteinas van a migrar y a separarse. Esta formado por una mezcla de
acrilamida y bisacrilamida cuya concentracidn determinara el tamafio del poro, de
tal manera que a mayor concentracién de polimero, se obtendrd un tamafio de
poro mas pequefio, favoreciendo una mayor separacién de las proteinas con baja
masa molecular. Por el contrario, los geles preparados con una menor
concentracién de polimero produciran poros de mayor tamafio, que al favorecer el
paso de proteinas de mayor tamafio y mayor masa molecular, permitiran una
separacion mds amplia de las mismas. En este trabajo se utilizaron diferentes tipos
de geles, cuyos porcentajes variaron entre el 8% y 10%. (Tabla 8, apartado de

Materiales).

Una vez cargadas las muestras de proteinas en los pocillos del gel correspondiente,
fueron sometidas a electroforesis mediante la aplicacion de un campo eléctrico de 25-30 mA
por gel, durante 2, horas para su separacién. Para realizar este proceso, el gel debe estar
embebido en un tampdn de electroforesis que permite el paso de la corriente eléctrica de
forma homogénea por todo el gel. (La composicidn de dicho tampdn puede verse en la tabla 9

del apartado de Materiales).

2.5.2.2.- Electrotransferencia

Para que las proteinas sean accesibles a la deteccién por el anticuerpo, éstas fueron
transferidas desde el gel a una membrana adsorbente de nitrocelulosa. Esta supone un
soporte sélido mas estable que une proteinas y las inmoviliza, permitiendo asi que la
hibridacion de un anticuerpo las detecte. Para ello, se utilizé un sistema de transferencia
semiseca basado en el empleo de tampdn con metanol (20%) y la aplicacién de un campo
eléctrico (0,8 mA/cm?) con el fin de favorecer la movilidad de las proteinas hacia la membrana
de nitrocelulosa, la cual tiene un tamafno de poro de 0,2 um (GE Healthcare). El paso de la
corriente se produjo a través del tampdn de transferencia (ver composicidon en tabla 10 de

materiales) durante 2 horas.
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2.5.2.3.- Bloqueo

Una vez realizada la transferencia, es necesario neutralizar los sitios de unidn
inespecificos que han quedado libres en la membrana. En el estudio de esta tesis, dicho
procedimiento se realizé mediante la incubacién de la membrana con una solucién saturada
con BSA (10%) y TBST 1x, durante 1 hora a temperatura ambiente y con agitacion moderada y

constante. (Ver tabla 11 de Materiales).

2.5.2.4.- Incubacion con anticuerpos

Después del bloqueo de la membrana de nitrocelulosa, ésta se incubd con el
anticuerpo primario especifico correspondiente, que en general estan disefiados para
reconocer una secuencia de aminodacidos pequefia o epitopo de la proteina, la cual queda
accesible tras la electroforesis desnaturalizante y reductora. En todos los casos, los anticuerpos
fueron diluidos en tampdn de bloqueo a la concentracion éptima para cada uno de ellos. Los
tiempos de incubacién variaron en funcién de la especificidad del anticuerpo utilizado,
oscilando desde 1 6 2 horas a temperatura ambiente, en agitacion suave y constante, hasta

toda la noche a 4 °C sin agitacion.

Finalizada la incubacidn con el anticuerpo primario éste fue retirado para lavar las
membranas con el fin de eliminar los restos de anticuerpo no unido. Para el lavado de las
membranas se empled una solucién salina (TBST 1x) de trizma con detergente (ver tabla 10 de

Materiales), seis veces durante 5 minutos cada vez.

Detection in Western Blots

Detection Signal
#‘ (colorimetric or chemiluminescent)

Enzyme-conjugated ——
Secondary Antibody
Primary Antibody

\/ Target Protein

= 21

Enzyme Substrate

Membrane Containing Transferred Protein

Figura 43. Diagrama del fundamento de electrotransferencia y deteccion de anticuerpos de la técnica de

WB. Imagen obtenida de https://microbeonline.com.
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A continuacién, las membranas se incubaron con un anticuerpo secundario,
normalmente una Inmunoglobulina G (IgG) especifica del tipo de animal en el que se ha
sintetizado el anticuerpo primario. En otras palabras, si el anticuerpo primario utilizado se ha
obtenido en conejo, la IgG que se debe utilizar debe ser especifica de conejo, de tal manera
que asi reconocera la Fc del anticuerpo primario y se unird a ella. Las concentraciones de los
anticuerpos secundarios usados en nuestros trabajos (conejo y ratén) fueron de 1:10.000 y el
periodo de incubacion de los mismos fue de 1 hora a temperatura ambiente en agitacion

suave y constante.

Tras la incubacion con los anticuerpos secundarios, las membranas fueron lavadas para
retirar el exceso de anticuerpo no unido, procediendo como anteriormente se ha descrito.

2.5.2.5.- Revelado

La etapa final del WB implica el revelado de las membranas. Este procedimiento se
fundamenta en la deteccidn de la quimioluminiscencia producida por el anticuerpo secundario,
el cual estd conjugado con peroxidasa de rabano picante (HRP). Dicho mecanismo de accion
tiene lugar al hacer reaccionar la enzima con el sustrato correspondiente, produciendo luz. En
este trabajo, la luz fue detectada por exposicién de la membrana a una pelicula de rayos Xy en
otras ocasiones, mediante el uso de un escaner digital de quimioluminiscencia Li-Cor’ C-DiGit "
Una vez obtenidas las imagenes, se analizaron con el software informatico Image J (NIH,
Bethesda, EEUU), un programa que permite medir la intensidad de las bandas mediante

densitometria.

2.5.3.- Inmunoprecipitacion

La inmunoprecipitacion (IP) es una técnica que permite aislar una proteina de interés
de un lisado celular. Para ello, se utiliza un anticuerpo que se une de forma especifica a la

proteina diana.

Las células fueron resuspendidas en tampén HBS 1x y se repartieron en viales
Eppendorf con un volumen de 500 plL y una concentracién de 5x10° células/mL en el caso de
las células MCF10A, MCF7 y MDA-MB-231 vy 10x10° células/mL en el caso de las células de
leucemia mieloide aguda HL60. Seguidamente, las células fueron tratadas con TG a 37 °Cy una
vez finalizada la estimulacion, fueron lisadas con un tampdn de lisis NP-40 (tabla 5 de
Materiales) a una concentracion 2x. Ademas, dicha solucién fue suplementada con inhibidores

de proteasas libres de EDTA (cocktail comercial de Roche, Madrid, Spain) y ortovanadato
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sodico (NazV0O,) (2mM). A continuacién, se mantuvieron en hielo durante 30 minutos para
evitar la protedlisis, desfosforilacion y desnaturalizacion de las proteinas (procesos que se
inician después del lisado y que pueden ser reducidos mateniendo las muestras a 4 °C. Una vez
acabada la incubacion en hielo, las muestras fueron centrifugadas a 4 °Cy 16.100 xg, durante
15 minutos, con el fin de eliminar restos celulares que quedaran sedimentados. El
sobrenadante obtenido tras dicha centrifugacién se incubé con 2 ug de anticuerpo especifico
frente a la proteina diana y unas bolas de agarosa recubiertas con proteina A (proteina de la
superficie de Staphylococcus aureus con gran afinidad por el fragmento cristalizable, fraccién
constante (Fc) o cadena pesada de la inmunoglobulina, Ig). Esta incubacion se realizé durante
toda la noche, en agitacidon constante, a 4 °C. Finalizada la incubacion, las bolas de agarosa
fueron sedimentadas por centrifugacién durante 1 minuto a 4 °C y 10.000 xg. Tras varios
lavados con tampdn fosfato salino (PBS 1x), los complejos antigeno-anticuerpo se
resuspendieron en Laemmli Buffer (LB), enriquecido con ditiotreitol (DTT) al 5% y B-
mercaptoetanol al 5% para su analisis posterior por Western Blotting (WB). Ademas, el LB,
debido a su cardacter reductor, también facilita la separacidn de los anticuerpos de las bolas de
agarosa después de realizar una IP. Para asegurar la completa desnaturalizacién de las
proteinas, las muestras fueron calentadas en un termobloque durante 5 minutos a 95 °C.
Finalmente, se centrifugaron a 10.000 xg durante 1 minuto a 4 °Cy se cargaron en el gel para

su posterior andlisis.
2.5.4.- Biotinilacién

La biotina sulfo-NHS-LC Thermo Scientific es uno de los tres reactivos EZ-Link de
biotinilizacién muy similares que son solubles en agua y no divisibles, permitiendo el
aislamiento de anticuerpos, proteinas y cualquier otra macromolécula que contenga aminas
primarias en solucién. Por tanto, la biotina reacciona con aminas primarias (-NH,) como
cadenas laterales de lisina o el extremo amino de los polipéptidos. Debido a la carga negativa
del reactivo, no permea las membranas celulares, por lo que Unicamente biotinila proteinas de

la superficie de la célula presentes en la membrana (Figura 44).

0 0~ Nat

Figura 44. Estructura molecular del reactivo biotina. Imagen obtenida de Thermo Scientific.

-126-



Raquel Diez Bello Materiales y métodos

El grupo sulfo-NHS cargado, aumenta la solulidad en agua del reactivo (en
comparacién con los compuestos de éster de N-hidroxisuccinimida (NHS)). El enlace que se
forma entre las proteinas y la biotina es de tipo irreversible, gracias a la formaciéon de enlaces
permanentes de tipo amida, es por tanto, una unién muy fuerte y estable. Esta unién se
estabiliza por medio de la unién posterior con moléculas de estreptavidina, las cuales
presentan una alta afinidad por las moléculas de biotina, de tal manera que se forma un
complejo de biotina-estreptavidina en una relacion 4:1, esto es, una molécula de

estreptavidina puede albergar hasta cuatro moléculas de biotina (Figura 45).

Any enzyme
Nv‘-\,\, x . ¢ reporter

3 *-_ Biotinylation
0

“ o Avidin/Streptavidin

P Secondary
antibody
”W N
Primary
antibody
Antigen

Figura 45. Diagrama del complejo de estreptavidina-biotina. Imagen obtenida de Thermo Scientific.

Los ésteres de N-hidroxisulfosuccinimida (NHS) de biotina son el tipo mas popular de
reactivo de biotinilizacidn y las biotinas activadas por éste reaccionan eficazmente con grupos
amino primarios (-NH,) en tampones alcalinos para formar enlaces amida estables. Las
proteinas suelen tener varias aminas primarias susceptibles de reaccionar con la biotina,

incluyendo la cadena lateral de residuos de lisina (Lys, K) y el extremo N de cada polipéptido.

Las biotinas de NHS no sulfonadas permean las células, pero deben disolverse en
disolvente organico, como dimetilsulféxido (DMSO) o dimetilformamida (DMF). Las biotinas de

sulfo-NHS son solubles en agua directamente, pero no permean las membranas.
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Para llevar a cabo el proceso de biotinilizacidon, sometemos las muestras con las células
de interés a dos lavados con PBS para posteriormente despegar las células con tripsina 1x
(MCF7 y MDA-MB-231) o 10x (MCF10A) durante 10 minutos a 37 °C. Transcurrido ese tiempo,
inactivamos la reaccién de la tripsina afiadiendo medio de cultivo celular suplementado DMEM
(MCF7 y MDA-MB-231) o DMEM F-12 (MCF10A). A continuacién, centrifugamos las células a
100 xg durante 5 minutos a RT (temperatura ambiente). Retiramos el sobrenadante vy
resuspendemos el pellet de células en 1ImL de HBS 1x suplementado con glucosa, BSA y 100
UM de Ca®* para evitar que se vacien los depésitos intracelulares de Ca®, a fin de llevar el
recuento celular (5x10° células/mL para cada condicién experimental). Mantenemos las
muestras durante 30 minutos en el termobloque a 37 °C. Tras ello, afladimos 100 uM de EGTA
para quelar las trazas de Ca’" extracelular, para posteriormente, afiadir 1 pM de TG,
resuspendiendo las células suavemente para que la TG se reparta por igual a toda la muestra
estimulando durante 30 segundos y fijar a los tres minutos. Esta fijacion la realizamos con
paraformaldehido (4%), resultando una concentracion final del 2% y dejando agitar en el rotor
durante 10 minutos a RT. Centrifugamos las muestras a 100 xg, durante 5 minutos a RT y a
continuacién las lavamos dos veces con PBS 1x pH=8 para eliminar restos de
paraformaldehido. Resuspendemos las muestras en 1mL de PBS 1x pH=8 junto con el complejo
de biotiniliacién Sulfot-NHS-LC-Biotin a una concentracién de 1mg/mL y dejamos las muestras
agitdndose durante 1 hora en el rotor a 4 °C, para evitar interacciones inespecificas de Ila

biotina.

Centrifugamos las muestras a 100 xg, durante 5 minutos a 4 °C y lavamos dos veces
con una slucién que lleva PBS 1x pH=8 y Trizma base 100 uM con la finalidad de inactivar la
biotina y eliminar restos de ésta. En una etapa posterior, lisamos las células con buffer de lisis
Nonidet P40 1x, suplementado con 20 puL/mL de la mezcla de inhibidor de proteasas (para
reducir la lisis proteica) y 20 puL/mL de sodio-ortovanadato (Na3;VO,) (para evitar la
desfosforilaciéon de las proteinas). A continuacién, sonicamos las muestras para disgregar las
membranas celulares y las mantenemos en hielo durante 30 minutos. Tras este tiempo,
centrfugamos las muestras a 16.100 xg durante 15 minutos a 4 °C para precipitar los restos
celulares. En ultimas etapas, trasvasmos el sobrenadante a eppendorfs nuevos con 25 uL de
beads de estreptavidina que tienen mucha afinidad por las moléculas de biotina, a la que se
uniran de forma fuerte y estable, precipitandolas al ser centrifugadas. Mantenemos las
muestras en el rotor durante toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente, centrifugamos las muestras
a 100 xg, durante 5 minutos a 4 °C y lavamos dos veces con PBS 1x. En este momento,

calentamos las muestras durante 5 minutos a 95 °C, para proceder a la separacion de las
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mismas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida SDS (SDS-PAGE) al 10%, posterior
electrotransferencia a membrana de nitrocelulosa y proseguir con los pasos siguientes de la

técnica de WB.

2.6.- ENSAYOS DE MIGRACION E INVASION CELULAR

La técnica de migracion e invasidn celular (Figura 46) mas aceptada es el ensayo de la
camara Boyden. Este sistema utiliza una camara de plastico hueco, sellada en un extremo con
una membrana porosa. Esta cdmara esta suspendida sobre un pocillo de mayor tamano que
puede contener medio de cultivo y/o quimioatrayentes. Las células se colocan dentro de la
camara, permitiéndolas migrar a través del poro de la membrana, al otro lado de la misma. Las
células que consiguen migrar son aquellas que logran tefiirse para hacer posteriormente un

recuento de las mismas.

En el ensayo de migracidn celular, se logra una cuantificacidn sensible de la migracién
celular in vitro hacia un gradiente de concentracidon quimica (quimiotaxis). Por otra parte, en el
ensayo de invasion, se consigue cuantificar in vitro y de forma sensible la capacidad de

atravesar otros tejidos o capas celulares a través de la membrana basal.

2. Invading cells migrate and attach to bottom

1. Load Cell Suspension into plate well insert brane. Non-invading cells remain above

Serum-free Serum-free
//‘mcdia /’mcdia
Plate Well 4 | Seeded Cells Plate Well 4
. ks Y Non-invasive
BN E N Cells
Semi-permeable L ASEE=S==m Stm—=——= —_ Cell monolayer Semi-permeable S———— —_ Cell monolayer
membrane — 3 formation membrane — formation
Media / FBS Media /FBS
~ Invasive Cells
3. Detach invading cells in cell detachment 4. Lyse cells in Cell Lysis Buffer and detect
buffer cell numbers with CyQuant™GR Dye

Plate Well Plate Well
R Non-invasive -\\\
BN Cells N
Cell Detachment e e—— Lysis Buffer with
Buffer A CYQUANT* GR_~
- \ Dye 3

g .
~Invasive Cells

Figura 46. Esquema del ensayo de migracion e invasion realizado en células de cultivo. Imagen obtenida
de Sigma-Aldrich.
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Para el ensayo de invasidn, se utilizé una placa de cultivos de 4x6 pocillos, cada pocillo
con un tamafo de poro de 8 um (BD Bioscience, Frankin Lakes, EEUU). En dicha placa, se
sembraron 250.000 células en 300 uL de medio de cultivo sin suero (RPMI-1640 y DMEM para
las lineas celulares HL60 y MDA-MB-231/MCF7, respectivamente) y antibidticos (penicilina y
estreptomicina) en la parte superior de la cdmara Boyden. Posteriormente, en la parte inferior
de la cdmara, se afiadieron 750 L de medio de cultivo con 10% de suero (RPMI-1640 y DMEM
para las lineas celulares HL60 y MDA-MB-231, respectivamente). A continuacion, se llevo a

cabo la incubacién a 37 °C, durante un periodo de tiempo de 12-16 horas.

Transcurrido este tiempo, se retird el medio de la cdmara superior y se lavd
con PBS 1x dos veces. Para proceder a la fijaciéon de las células se llend la cdmara Boyden
superior con formaldehido (3,7%) en PBS 1x, durante dos minutos a temperatura ambiente (20
°C). Después, se retird dicho compuesto y se lavé de nuevo dos veces con PBS 1x. Una vez
realizado esto, se llevé a cabo la permeabilizacidon de las células utilizando metanol puro
(100%), durante 20 minutos a temperatura ambiente. Tras retirar este compuesto se lavd dos
veces con PBS 1x y se tiferon las células con tincidn Giemsa, durante 20 minutos, a
temperatura ambiente y en oscuridad. Una vez finalizado esta etapa, se retird la tincién y se
lavaron las cdmaras nuevamente con PBS 1x dos veces. Para poder llevar a cabo el recuento
celular bajo el microscopio, se raspé el fondo del pocillo con un hisopo de algoddn. Las células
presentes en el fondo del pocillo fueron contadas en 5 campos del microscopio y el total de las
células que migraron fueron expresadas como el nimero medio de células por campo de

microscopio.

2.7.- DETERMINACION DE LA PROLIFERACION CELULAR

El ensayo de proliferacién celular se realizé utilizando el kit de proliferacion celular con
bromodeoxiuridina (BrdU) (BioVision Incorporated, Milpitas, CA, EEUU) (Figura 47). Las lineas
celulares HL60, MCF10A, MCF7 y MDA-MB-231 fueron sembradas en una placa de cultivo de
96 pocillos con una densidad de 5 x10° células por pocillo para las lineas celulares HL60 MCF7 y
MDA-MB-231 y una densidad de 1 x 10% células por pocillo para la linea celular MCF10A. Se
dejaron en el incubador a 37 °C y 5% de CO, durante 0, 24, 48 y 72 horas. El dia del
experimento se afiadid BrdU al cultivo para permitir la incorporacion de BrdU en las células,
para ello, las muestras se incubaron durante 4 horas a 37 °C. Transcurrido este periodo de
tiempo, se retir6 el medio de los pocillos y se afiadi®é 100 pL de solucidn

fijacién/desnaturalizacidn a cada pocillo. Se dejo incubar a temperatura ambiente durante 30
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minutos. A continuacidn, se retiré la solucidon cuidadosamente y se ainadié a cada pocillo 100
puL de solucidon de anticuerpo de deteccién de BrdU, incubandolo a temperatura ambiente
durante 1 hora y en agitacidon suave y constante. Tras este periodo de tiempo, se retird dicha
solucidn y se lavaron los pocillos dos veces con 300 pL de solucién de lavado (wash buffer 10x y
H,0 miliQ a una concentracién final de 1x). Después de este paso, se afiadid a cada pocillo 100
pL de solucién de anticuerpo HRP anti-raton que detecta el anticuerpo primario, incubando la
muestra a temperatura ambiente durante 1 hora en agitacién suave y constante.
Posteriormente, se retird dicha solucién y se lavaron los pocillos tres veces con 300 uL de

solucién de lavado.

BrdU Fixation and Antibody Colorimetric
Incorporation Denaturation Binding Detection

Substrate

i : “)Ké A

Figura 47. Esquema representativo del ensayo de proliferacion con kit BrdU. Imagen obtenida de Cell

Biolab.

Para realizar la medida de proliferacion celular, se afiadié a cada pocillo 100 pL de
solucién 3,3’,5, 5’-tetrametil-bencidina (TMB), que fue el sustrato de membrana de unién al
anticuerpo secundario, el cual desarrolla una reaccién colorimétrica azul oscuro insoluble y
permanente en la presencia de peroxidasa. Las muestras se midieron usando un lector de
placas (Microplate Data Collection & Analysis software Gen5™ v20.9 -Epoch, Biotek®, Swindon;
UK) y se determind la absorbancia a una longitud de onda de 650 nm, a temperatura ambiente
durante 30 minutos, tomando mediciones cada 5 minutos, para monitorizar el desarrollo de
coloracion. A continuacidn, con el fin de parar el desarrollo de dicha coloracion, se afiadieron
100 pL de solucion stop o solucidon de parada en cada pocillo y se midié la absorbancia a 450

nm de longitud de onda en una Unica medida.
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2.8.- VIABILIDAD CELULAR

La calceina-AM es un colorante que penetra en la célula y que puede utilizarse para

determinar la viabilidad y/o citotoxicidad celular en la mayoria de las células eucariotas.

La calceina-AM es un compuesto no fluorescente, hidrofébico, que facilmente es
absorbido por la célula viva. La hidrdlisis del acetoximetil éster (AM) por esterasas
intracelulares produce calceina, un compuesto hidrofilico y fuertemente fluorescente
(fluorescencia verde) que es bien retenido en el citoplasma de la célula, manteniendo la

membrana intacta (Figura 48).

El kit Live/Dead® viability/cytotoxicity discrimina rapidamente células vivas de aquellas
muertas mediante la tincion simultanea con fluorescencia verde (calceina-AM) para indicar
actividad de esterasas intracelulares y fluorescencia roja (yoduro de propidio) para indicar
menos integridad de la membrana plasmatica celular. Esto esaplicable a las células eucariotas,
donde las condiciones de citotoxicidad producen estos efectos en la célula.

ROOC COOR

ROOC.__N N._-COOR
Hac\ﬂ/o o o\n/cng,
S000R

O i

Calcein-AM

o) R: 1‘f\o)kcm

Hvdrophobic
(readily absorbed by cell)

Esterase

CELL

Hydrophilic

(remains in the cytosol of
cell with intact membrane)

Figura 48. Reaccion del marcador calceina (Imagen obtenida de G-Bosciences®, 2019).

Las lineas celulares MCF10A, MCF7 y MDA-MB-231 se cultivaron a 37 °C con 5% de CO,
en medios DMEM F-12 (MCF10A) o DMEM (MCF7, MDA-MB-231), suplementado con 20%

v/v) de suero de caballo y 10% (v/v) de suero bovino fetal, respectivamente y 100 U/mL de
(v/v) y (v/v) , resp y
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penicilina y estreptomicina, e incubadas durante 45 minutos con 2 uM de calceina-AM y 15
minutos con 4 uM de yoduro de propidio. Posteriormente, se lavaron las células con HBS 1x y
se resuspendieron en HBS 1x fresco. Los cubre objetos, donde estan sembradas y adheridas las
células, se montaron en una camara de perfusién para colocarla en un microscopio de
epifluorescencia invertida (Nikon Eclipse Ti-2) con adquisiciéon de imagen y sistema de analisis
para videomicroscopia (Nikon NIS-Elements AR). Las muestras se excitaron a una longitud de
onda de 430 nm para la calceina y 555 nm para el yoduro de propidio, recogiendo una
fluorescencia a una longitud de onda de 542 nm (verde) para las células vivas y 624 nm (rojo)
para las células muertas. La intensidad de fluorescencia es proporcional al nimero de células

vivas y muertas, respectivamente.

3.- ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos en estos estudios se expresan como media * el error estandar de

la media (ESM).

Los resultados obtenidos se consideran significativos cuando el nivel de significancia

(p) es menor de 0,05 (p<0,05).
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos durante la realizacién de esta Tesis, con el fin de conseguir los
objetivos expuestos anteriormente, han sido publicados en las siguientes revistas

internacionales:

Diez-Bello R, Jardin |, Salido GM, Rosado JA. Orail and Orai2 mediate store-operated
calcium entry that regulates HL60 cell migration and FAK phosphorylation. Biochim
Biophys Acta Mol Cell Res. 2017 Jun;1864(6):1064-1070.

Epub 2016 Nov 16. PubMed PMID: 27865925.

doi: 10.1016/j.bbamcr.2016.11.014.

Jardin |, Diez-Bello R, Lopez JJ, Redondo PC, Salido GM, Smani T, Rosado JA. TRPC6
Channels Are Required for Proliferation, Migration and Invasion of Breast Cancer
Cell Lines by Modulation of Orail and Orai3 Surface Exposure. Cancers (Basel). 2018
Sep 14;10(9). pii: E331.

PubMed PMID: 30223530; PubMed Central PMCID: PMC6162527.

doi: 10.3390/cancers10090331.

Diez-Bello R, Jardin I, Lopez JJ, El Haouari M, Ortega-Vidal J, Altarejos J, Salido GM,
Salido S, Rosado JA. (-)-Oleocanthal inhibits proliferation and migration by
modulating Ca(**) entry through TRPC6 in breast cancer cells. Biochim Biophys Acta
Mol Cell Res. 2019 Mar;1866(3):474-485.

Epub 2018 Oct 12. PubMed PMID: 30321616.

doi: 10.1016/j.bbamcr.2018.10.010.
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DISCUSION

El cdncer comprende un gran nimero de patologias diferentes y localizadas en
diversos érganos corporales que comparten una serie de caracteristicas comunes que
definen la enfermedad. Debido a alteraciones en los mecanismos del ciclo celular, la
gran mayoria de las células tumorales presentan una tasa de proliferacion muy elevada
y, en muchos casos incontrolada. Ademads, dichas alteraciones dotan a estas células de
mecanismos que les permiten evitar los procesos de muerte natural programada o
apoptosis. Las células tumorales poseen también la capacidad de migrar dentro del
o6rgano afectado, ocupando el espacio de las células sanas, que tienen menos
posibilidades de desarrollarse, ya que las células alteradas acaban consumiendo todos
los nutrientes debido a su metabolismo acelerado. En algunas ocasiones, las células
tumorales son capaces de atravesar las paredes de los vasos sanguineos y linfaticos y
viajar por el sistema circulatorio hasta otros drganos, en un proceso denominado
metastasis, invadiendo estos érganos de manera muy agresiva. Para favorecer esta
invasion, y el desarrollo de los otros procesos citados previamente, los tumores son
capaces de inducir angiogénesis, formando nuevos vasos sanguineos que los irriguen y
asegurandose el aporte adecuado de nutrientes que les permita seguir creciendo. La
transformacion de una célula sana en una célula tumoral se debe principalmente a una
alteracion del balance entre los mecanismos de proliferacidn y los de apoptosis. Durante
los dltimos afos, han surgido numerosas evidencias que demuestran que la
transformacién de una célula sana en una célula tumoral conlleva la alteracién en los
mecanismos que regulan la homeostasis del ion Ca®". Si bien es dificil imaginar que el
desarrollo de una enfermedad multifactorial como el cancer sea provocado
exclusivamente por la desregulaciéon del ion Ca®*, desentramar las alteraciones de los

mecanismos que regulan dicha homeostasis es crucial para entender la enfermedad.

Entre los procesos que promueven incrementos en la concentracién de Ca®*
citosodlico, necesarios para la activacién de un gran niumero de respuestas fisioldgicas, la
entrada de Ca** desde el medio extracelular activada por el vaciamiento de los depésitos
de Ca” intracelulares o entrada capacitativa de calcio (ECC) es la mas importante en
células no excitables. Los componentes esenciales de la ECC son los miembros de las
familias de proteinas STIM (STIM1 y STIM2), Orai (Orail1-3) y TRPC (TRPC1-7). El elevado
numero de isoformas, que aumenta si tenemos en cuenta los diferentes splicing

alternativos que cada proteina puede sufrir, da una idea del control tan preciso que
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requiere este mecanismo fundamental para el mantenimiento de la salud. Ademas, se
estd descubriendo un gran ndmero de proteinas reguladoras de estos componentes
principales de la ECC, como SARAF, EFHB o filamina A, que aifladen un nivel mas de
complejidad a la ECC. Aunque existen numerosas publicaciones que demuestran que las
células tumorales sufren alteraciones en la expresion de los diferentes componentes de
la ECC, no se tiene todavia un conocimiento adecuado del papel de las proteinas STIM,
Orai y TRPC, y sus reguladores, en la biologia de dichas células (Smani, T. y cols., 2015).
Por ejemplo, mientras que en la mayoria de las células tumorales la ECC esta involucrada
en la resistencia a la apoptosis, en las células de cancer de préstata esta entrada de Ca®*
es pro-apoptadtica. En este tipo celular, Orai3 se encuentra sobre-expresada, lo que lleva
a una alteracién del ratio Orail:Orai3, que conduce a una reduccion de la ECC, mientras
que la entrada de Ca®* a través de los canales activados por acido araquiddnico (ARC) se
halla incrementada, lo que favorece la resistencia a la apoptosis y el crecimiento de este
tipo de tumores (Dubois, C.F. y cols., 2014). Existen numerosos estudios que muestran la
relevancia clinica de la ECC en la progresidn de los tumores y su potencial en la diagnosis
y prognosis de diferentes tipos de canceres (Jardin, I. y Rosado J.A.,, 2016).
Curiosamente, el papel de las proteinas STIM, Orai y TRPC en la biologia tumoral no es
similar en todas las lineas investigadas. Esta discrepancia puede ser atribuida a la
variedad en la distribucién espacial de estas proteinas en las células, o a que el patrén
de expresién de las mismas difiera en cada tipo celular, e incluso porque esta expresion
sea regulada por la misma célula tumoral, como sucede en el cancer de mama, en donde
Orai3 estd regulado por el receptor del estrégeno (Motiani, R.K. y cols., 2010). Otro
factor a tener en cuenta es que el ratio de expresidon entre las diferentes splicing
alternativas de STIM y Orai no ha sido estudiado todavia. Profundizar en ello puede
darnos una vision mas exacta del papel de la ECC en la fisiopatologia de las células

cancerigenas.

Por tanto, y en consonancia con lo escrito con anterioridad, para la realizacion
de esta tesis nos planteamos como hipétesis de partida que la expresion de los
miembros de las familias Orai y TRPC, que forman los canales en la membrana
plasmatica que median la ECC, pudiera estar alterada en diferentes tumores,

otorgdndoles pues, una ventaja bioldgica para su desarrollo y supervivencia.

Para la realizacion de esta tesis hemos empleado un amplio nimero de técnicas

fisioldgicas, especificas para el estudio de tumores, bioquimicas, de biologia molecular y
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biofisicas que nos han permitido abordar nuestros estudios desde angulos muy diversos

y obtener informacién tanto transversal como a un nivel mas molecular.

En el primer trabajo presentado en esta tesis (Diez-Bello R, Jardin I, Salido GM,
Rosado JA. Orail and Orai2 mediate store-operated calcium entry that regulates HL60
cell migration and FAK phosphorylation. Biochim Biophys Acta Mol Cell Res. 2017
Jun;1864(6):1064-1070. Epub 2016 Nov 16. PubMed PMID: 27865925. doi:
10.1016/j.bbamcr.2016.11.014), hemos estudiado el papel de los componentes
esenciales de la ECC en la linea de leucemia mieloide aguda HL60. El analisis inicial de la
expresion de las miembros de las familias STIM, Orai y TRPC, a nivel de ARNm y proteico
(por Real-Time gPCR y Western blotting respectivamente), fue realmente sorprendente.
En primer lugar, el ratio de expresion de Orai2 en esta linea celular era superior al de
Orail y al de Orai3 (éste ultimo casi indetectable). Por otro lado, tanto STIM1 como
STIM2 mostraban una expresidn similar. Finalmente, ninguno de los miembros de la
familia TRPC estudiados, TRPC1, TRPC3 y TRPC6, se expresaban en la linea celular HL60.

Estos datos hicieron que nos plantearamos dos preguntas:

¢Estd la ECC modulada por Orai2 en la linea celular HL60? Aunque existen
evidencias de que Orai2 se halla expresado de manera abundante en neuronas o en las
células de carcinoma de colon HT29, no existen pruebas claras de que sea un
componente fundamental para la ECC en ningiin modelo celular. Por ejemplo, su funcidn
en neuronas es, sobre todo, la de propiciar una ECC moderada, aunque prolongada
(Kraft, R y cols, 2015). En la linea HT29, el silenciamiento de Orai2 no tuvo efectos en la

ECC (Sobradillo, D. y cols, 2014).

¢Los canales que operan la ECC en la linea celular HL60 estan formados
exclusivamente por Orail y Orai2? Como se ha descrito en los antecedentes
bibliograficos, existen dos tipos de canales que median la ECC, los canales CRAC
(formados por STIM1-Orail) y los canales SOC (en los que intervienen STIM1-Orail-
TRPC1) (Desai, P.N. y cols, 2015). La ausencia de TRPC1, y por tanto de canales SOC, en
HL60 hace que el papel de Orail y Orai2 cobre mas relevancia en la fisiopatologia de

éstas células.

Como se muestra en la seccidon de resultados, el silenciamiento de los canales
Orail y Orai2, por separado o en conjunto, redujo de manera casi total la ECC en la linea

tumoral HL60, teniendo Orai2 la mayor trascendencia en el mecanismo. Ademas, el
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silenciamiento de ambas proteinas tuvo un efecto inhibitorio en la proliferacién y la
migracion de la linea leucémica, debido a su papel fundamental en la fosforilacién en
tirosina de la cinasa de adhesion focal (FAK) que tiene un rol importante en la migracion
celular. Esta es la primera vez, que sepamos, donde el papel de Orai2 es tan
fundamental como el de Orail en el mecanismo de la entrada capacitativa de Ca**. Los
datos obtenidos en este trabajo abren la posibilidad de emplear el canal Orai2 como un

biomarcador para leucemia mieloide aguda y una posible diana para futuras terapias.

A continuacidn, y dada la dificultad para encontrar células sanas para utilizarlas
como control de la linea HL60, decidimos hacer un cambio de modelo celular para
continuar con nuestras investigaciones sobre las implicaciones de los canales Orai y
TRPC en las células tumorales. El modelo de cancer elegido fue el de mama, y para ello
usamos tres lineas mamarias, una no tumoral, MCF10A, que nos serviria como
referencia de célula sana, y dos lineas tumorales, luminal A MCF7 y triple negativo MDA-
MB-231. El papel de la ECC en células tumorales mamarias habia sido descrito con
anterioridad y conociamos que, en la linea triple negativo MDA-MB-231, la ECC esta
regulada por STIM1 y Orail, mientras que eran STIM1-2 y Orai3 las responsables de
mediar la ECC en la linea luminal A MCF7. Ademas, en esta linea tumoral, Orai3 esta
regulada por los receptores REa, convirtiéndolo en un posible objetivo para una terapia

contra el cdncer de mama tipo luminal A (Motiani, R.K. y cols., 2010).

Sin embargo, el papel de los canales TRPCs en estas lineas celulares habia sido
poco estudiado. Como se describe en el segundo trabajo de esta tesis (Jardin I, Diez-
Bello R, Lopez JI, Redondo PC, Salido GM, Smani T, Rosado JA. TRPC6 Channels Are
Required for Proliferation, Migration and Invasion of Breast Cancer Cell Lines by
Modulation of Orail and Orai3 Surface Exposure. Cancers (Basel). 2018 Sep 14,;10(9). pii:
E331. PubMed PMID: 30223530; PubMed Central PMCID: PMC6162527. doi:
10.3390/cancers10090331), hemos demostrado que el canal TRPC6 tiene un papel
fundamental en la fisiopatologia de las células tumorales mamarias. En primer lugar,
mostramos que el canal TRPC6 se encuentra sobre-expresado en las lineas tumorales
luminal A MCF7 vy triple negativo MDA-MB-231 al comparar su expresién con la linea
inmortalizada no tumoral mamaria MCF10A. Mediante técnicas de biologia molecular,
ARN de interferencia (shTRPC6) y la expresion de un mutante dominante negativo del
canal (TRPC6dn), hemos probado que el canal TRPC6 tiene un papel fundamental en la

ECC y, por tanto, en la proliferacién, la migracidn, la invasién. El uso del pldasmido de
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silenciamiento shTRPC6 o del TRPC6dn condujo a una inhibicién en todas las funciones
citadas. De los datos obtenidos concluiamos que el flujo de iones a través del canal
TRPC6, tras un estimulo, promueve la localizacién de Orai3 y Orail en la membrana
plasmatica, y por tanto la ECC, en las lineas tumorales luminal A MCF7 y triple negativo

MDA-MB-231.

Este trabajo es muy relevante porque en él mostramos por primera vez un papel
diferencial en la activaciéon de la ECC en células tumorales. En una célula sana, el
vaciamiento de los depdsitos intracelulares de Ca** tras un estimulo, conlleva a la
activacion de STIM1 y, en consecuencia, la de los canales Orail que median la entrada
de Ca®* desde el medio extra-celular, promoviendo, a su vez, la secrecidn de vesiculas y
la translocacion de canales TRPC1 a la membrana plasmatica que prolongan la duracién
del mecanismo de entrada de Ca** (Ong, H.L. y cols, 2017). Por el contrario, en nuestro
modelo en células tumorales mamarias, la unidon de un agonista a su receptor en la MP,
promueve la entrada de iones a través del canal TRPC6, que propicia a su vez la
translocacion de canales Orail a la MP y la ECC incrementada que da a estas células

tumorales una ventaja bioldgica frente a las células mamarias no tumorales.

Siguiendo la misma linea de investigacidn y en una colaboracion con el Dpto.
Quimica Inorgdnica y Organica de la Universidad de Jaén, en el ultimo trabajo
presentado en esta tesis doctoral (Diez-Bello R, Jardin |, Lopez JJ, El Haouari M, Ortega-
Vidal J, Altarejos J, Salido GM, Salido S, Rosado JA. (-)-Oleocanthal inhibits proliferation
and migration by modulating Ca2+ entry through TRPC6 in breast cancer cells. Biochim
Biophys Acta Mol Cell Res. 2019 Mar;1866(3):474-485. Epub 2018 Oct 12. PubMed PMID:
30321616. doi: 10.1016/j.bbamcr.2018.10.010) nuestros experimentos demuestran que
el extracto fendlico del aceite de oliva, (—)-oleocanthal (OLCT), tiene un papel
importante en la movilizacién de Ca®* y que inhibe la viabilidad, la proliferacién y la
migracion de las lineas tumorales luminal A MCF7 vy triple negativo MDA-MB-231, sin
afectar a la linea no tumoral mamaria MCF10A. El efecto del OLCT se debe a una
regulacidn a la baja de la expresién del canal TRPC6, anulando el flujo de iones necesario
para que los canales Orai se transloquen a la MP y se produzca la ECC. Este trabajo esta
en clara sintonia con el anterior y demuestra que un control eficaz en la regulacién de la
expresion del canal TRPC6 podria utilizarse, en el futuro, como biomarcador y el OLCT

como herramienta para combatir el cdncer de mama.
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En resumen, los resultados presentados en esta tesis dejan patente la relevancia
de la ECC en la fisiopatologia del cédncer y la necesidad de profundizar en el
conocimiento de sus componentes principales, las proteinas STIM, Orai y TRPC, que
abrirdn la puerta a nuevas herramientas para el prondstico y terapia para combatir

diferentes tipos de cancer.
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CONCLUSIONES

» La entrada capacitativa de calcio (ECC) en la linea celular HL60 esta
mayoritariamente soportada por Orail y Orai2. La expresidon de transcripcion de
Orai2 estd sumamente elevada en esta linea celular. Sin embargo, los canales

controlados por STIM, Orai3, TRPC1, TRPC3 y TRPC6, se expresan escasamente.

» El silenciamiento de forma individual de Orail y Orai2 no altera la proliferacion
celular, sugiriendo que la funcién de estos canales no se requiere para

desarrollar este proceso.

» Orail y Orai2 son esenciales para activar de forma completa el proceso de

migracion celular.

> El canal TRPC6 tiene un papel fundamental en la homeostasis del Ca*" y en los
mecanismos de proliferacién e invasidn en la linea celular de cancer de mama

triple negativa, MDA-MB-231.

» El OLCT induce una activacion rapida y dependiente de la concentracion de la
entrada Ca’* a través del canal TRPCS6, seguida de la atenuacién de la expresién
del canal TRPC6. Esto ultimo da lugar a la inhibicién de la proliferacion y

migracion en las lineas celulares tumorales de mama MCF7 y MDA-MB-231.
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CONCLUSIONS

» Capacitative calcium entry in HL60 cell line is mainly operated by Orail and
Orai2. The transcript of Orai2 is higly expressed in these cells. However,
channels controlled by STIM, Orai3 and TRPC1, TRPC3 and TRPC6 are scarcely

expressed.

» The individual silencing of Orail and Orai2 does not alter cell proliferation,
suggesting that the function of these channels is not required to develop this

process.

» Orail and Orai2 are essential to activate completely cell migration.

» TRPC6 channel plays a key role in calcium homeostasis and in the mechanisms of
proliferation and invasion in the triple negative breast cancer cell line, MDA-MB-

231.

> OLCT induces rapid and concentration-dependent activation of Ca** influx via
TRPC6 channels, followed by a slow attenuation in TRPC6 channel expression at
the protein level, which results in attenuation of proliferation and migration of

the breast cancer cell lines MCF7 and MDA-MB-231.
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