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RESUMEN

RESUMEN

El ion calcio (Ca?*) es un mensajero intracelular ubicuo que controla la mayor parte de las
funciones celulares debido a sus mdltiples patrones de sefializacion y a su
compartimentalizacion en organelas como el reticulo endoplasmico (RE), principal reservorio
de Ca?*. En los epitelios, existe una sefial de Ca?* caracteristica denominada onda de calcio
intercelular, que consiste en la propagacién del aumento de calcio citosélico de una célula a
otra.

Hemos estudiado la participacion del RE en la onda de calcio intercelular desencadenada por
un estimulo mecénico en un epitelio de retina humana registrando la [Ca?*], simultaneamente
en el citosol y en el RE con dos indicadores especificos de Ca?*.Hemos encontrado una onda
de vaciamiento del Ca2* del RE, que es mas tardiay mas lenta que la onda de calcio citosélica.
Ni la onda citosdlica ni la del RE dependen del Ca?* extracelular, ya que nila eliminacion del
mismo ni la adicién de niquel las inhiben. Sin embargo, estos tratamientos provocan un
vaciamiento lento y progresivo del RE, indicando que el Ca?* extracelular es necesario para
el mantenimiento del Ca?* del RE. Ademas, hemos descubierto que el inhibidor de las uniones
estrechas carbenoxolona, que se sabia que inhibe la onda de calcio citosélico, produce un
gran vaciamiento del calcio del RE. Este resultado novedoso podria explicar la supuesta
implicacion de las uniones de tipo gap en latransmision de la onda de calcio citosolica . Futuros
estudios permitiran elucidar el mecanismo de vaciamiento del RE por este farmaco.
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1. INTRODUCCION

1.1. Elion calcio

El calcio es el elemento de numero atémico 20 de la tabla periédicay en el Homo sapiens
precisa ser incorporado por la dieta para convertirse en el elemento mas abundante que no
requiere de su unién a otros atomos.

En humanos, el 99% del calcio se localiza en los huesos en forma de hidroxiapatita, y el 1%
restante se distribuye como calcio ionico (también denominado calcio libre y representado
como Ca?*) actuando como principal segundo mensajero intracelular regulando procesos
fisiologicos tales como la contraccion muscular, la exocitosis de neurotransmisores en
neuronas, la secrecion de hormonas en células endocrinas y los procesos de proliferacion y
diferenciacion celular (Baird, 2011; Shkembi and Huppertz, 2022); procesos que involucran a
numerosas hormonas, canales iénicos, transportadores e intercambiadores: el intercambiador
Na*/Ca?* de la membrana plasmatica (NCX), la bomba de Ca2* de la membrana plasméatica
(PMCA o ATP2B), la bomba del reticulo (sarco)endoplasmico (SERCA o ATP1A) y/o el
uniportador mitocondrial de calcio (MCU) (Krebs et al., 2015).

Ademas, el mantenimiento de su homeostasis es muy importante, pues una alteracion de sus
niveles desencadenanumerosas enfermedades en funcion del érgano afectado (Guha et al.,
2014; Tebben and Kumar, 2013).

1.2. Homeostasis del calcio libre

En células no estimuladas, la concentracion de calcio citosdlico ([Ca?*]c) se mantiene en
niveles muy bajos del orden de 10-’"M debido a la accion de bombas ATPasas localizadas en
la membrana plasmaticay el reticulo endoplasmico (RE), que es el principal almacén de calcio
celular; sin embargo, la activacion celular mediante estimulo hormonales, neuronales o de
otro tipo provoca la salida del calcio retenido en el RE hacia el citosol (mediante canales del
RE sensibles al ion calcio o a otros segundos mensajeros como IP3, NAADP o cADP-ribosa),
asi como su entrada desde el medio extracelular a través de canales de calcio de tipo voltaje-
dependientes (VOCs), operados por receptor (ROCs), operados por segundos mensajeros
(SMOCs), etc. y como consecuencia, se produce el aumento transitorio de la [Ca?*]c y la
respuesta celular (Berridge et al., 2003; Garcia-Sancho, 1995)

Los principales canales de calcio presentes en el RE son:

- Receptores de IPs (IPsR): son tetrdmeros constituidos por seis dominios
transmembrana que presentan tres posibles isoformas, sensibles a Ca2* o a IP3. A
concentraciones bajas de IP3, se encuentra inhibida la liberacion del ion calcio, pero
ante un aumento de los niveles de IP3, este es capaz de unirse al receptor, facilitando
la apertura del canal lo que permite la liberacién del Ca?* contenido en el RE (Berridge
et al., 2003). Ademas, en algunos estudios se ha observado que el proceso puede
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estar influenciado por la concentracion citoplasmética del ATP (Leybaert and
Sanderson, 2012).

- Receptores de rianodina (RyR): son homotetrdmeros formados por varias unidades,
donde el RyR1 se expresa en el misculo esquelético y otros tejidos, el RyR2 se
observa en masculo cardiacoy tejidos no muscularesy el RyR3 es comun en cerebro,
bazo, corazény testiculos, pero debido a que su estructura no esta bien dilucidada no
se considera una nueva isoforma (Leybaertand Sanderson, 2012).

Estos dos tipos de receptores no se distribuyen uniformemente sobre la superficie del RE,
sino que forman clisteres mezclados que constituyen un sistema de retroalimentacion positivo
denominado Calcium Induced Calcium Release (CICR), que permite que incrementos en la
[Ca?*]c por apertura de los IPsR activen a su vez a los RyRs (Berridge et al., 2003; Leybaert
and Sanderson, 2012).

1.3. Mecanismo de propagacion de las sefiales de calcio

Ante estimulos de diversa indole, las células producen sefiales transitorias de Ca2* que o bien
afectan ala propia célula estimulada o bien se pueden propagar a células vecinas como ondas
de calcio (Berridge et al., 2003; Stalmans and Himpens, 1999). Dichas ondas de Ca?* pueden
propagarse tanto por dentro de las células como externamente, existiendo actualmente varios
modelos que explican su propagacion.

- Ondas de calciointracelulares: se propagan a traves del citosol de la célula debido
a la excitabilidad del calcio presente en el citosol, por lo que un incremento transitorio
de la concentracién de calcio citosolico ([Ca?*]c) puede amplificarse e iniciar el
mecanismo de CICR (Leybaert and Sanderson, 2012).

- Ondas de calcio intercelulares: se han estudiado en diversos tejidos y 6rganos,
como el cerebro, el higado, el tejido vascular, la cocleay la retina, y en multiples tipos
celulares como, por ejemplo, cardiomiocitos, hepatocitos, osteocitos, queratinocitos,
células epiteliales, etc.

En todoslos casos se observala propagaciénradial, desde elfoco en elque se habian
originado, de losincrementos de la concentracién de calcio intercelular ([Ca ?*]interceluk),
adquiriendo una magnitud que depende tanto de la naturaleza como de la fuerza del
estimulo inicial y donde parece ser el mecanismo fundamental para la coordinacion de
respuestas multicelulares; a pesar de que se desconoce en la actualidad como se
propagan estas ondas de calcio intercelulares, algunas de las hip6tesis que se bar ajan
establecen que el mecanismo es mixto, combinando la propagacion internaa través
de uniones estrechas con la propagacion externa mediada por una sefializacion
paracrina (Leybaert and Sanderson, 2012; Pearson et al., 2005; Stalmans and
Himpens, 1999):

¢ Uniones estrechas o gap-junction: son canales transmembrana que conectan el
citoplasma de dos células adyacentes, proporcionando un camino de difusion
para sustancias de entre 1000 — 1500 Da denominado conexén y formado por 6
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conexinas. Hay dudas de sila molécula mensajera es el Ca?* o el IPs, pues el
Ca?* se encuentra fuertemente amortiguado por el citoplasma dando lugar a un
movimiento mas lento y restringido que sdélo se compensa aumentando el nimero
de gap-junction, mientras que el IPs puede pasar de célula a célula estimulando
al IPsR con su union a él y activando el mecanismo de CICR que provoca un
incremento atn mayor de la [Ca?*]c (

e Figural).

gap- junction

Figural. Mecanismo de propagacion de la onda de calcio intercelular via gap -junction, donde
bien el Ca?* o el IPs se desplaza a través del conexén promoviendo la liberacion de Ca?*
reticular de la célula adyacente.

e Viade sefalizacion paracrinaa través de mensajeros extracelulares: la molécula
sefializadora es liberada por la célula al espacio extracelular,donde se une a los
receptores de membrana de la célula vecina y provoca un incremento de la
[Ca*]c (

e Figura 2). Ademas, estudios previos realizados sobre células epiteliales,
endoteliales, osteocitos, hepatocitos, células de epitelio pigmentario retiniano, etc.
han demostrado la presenciade ATP transportado por vesiculas y la participacion
de receptores purinérgicos P2 tanto de tipo metabotrdpico (P2X) constituidos por
canales permeables al ion calcio, donde el incremento de la [Ca?*]c que perciben
depende de la concentracion de calcio extracelular ([Ca2*]e), como de tipo
ionotropico (P2Y) que son proteinas G acopladas que activan la fosfolipasa C,
promotora de la generacion de IPs que se une a los IPsR ubicados en el RE,
provocando la liberacion de calcio (Leybaert and Sanderson, 2012; Peterson et al.,
1997; Reigada and Mitchell, 2005; Ryu et al., 2010).

Figura 2. Mecanismo de propagacion de la onda de calcio intercelular via paracrina, donde la
liberacién de ATP al espacio extracelular favorece la union a su receptor, promoviendo la
generacion de IP3 que se une al IP3R, produciendo la liberacion de calcio reticular.
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Por ultimo, cabe destacar algunos estudios que revelan que las ondas de calcio
intercelulares pueden desencadenarse espontaneamente en células de epitelio
pigmentario retiniano in vitro e in vivo, en secciones de neocOrtex de cerebro, en
células de la glia de Bergmann y en astrocitos in vivo (Catsicas et al., 1998; Leybaert
and Sanderson, 2012; Syed et al., 2004).

1.4. Células de epitelio pigmentario retiniano

Como previamente se ha comentado, algunos tipos celulares presentan un patrén de sefiales
de calcio complejo basado en ondas de calcio intercelulares, cuyo mecanismo no esta
totalmente elucidado, aunque se cree que el RE participay es necesario para su propagacion.
Uno de esos tipos celulares es el epitelio pigmentario retiniano humano (EPR) (Abu
Khamidakh et al., 2013), concretamente la linea celular ARPE-19, empleada en el presente
proyecto para abordar la contribuciéon del RE a la propagacién de dicha onda de calcio
intercelular iniciada al aplicar directamente estimulacion mecanica, permitiendo registrar de
modo simultaneo a través de técnicas de imagen de microfluorimetria las sefiales procedentes
de las ondas de calcio citosoélica y del RE generadas, pues se siguen los cambios de
fluorescencia gracias a la incorporacion del indicador citosolico Fura-2AM y del indicador
proteico dirigido al RE, GAP3.7.

El EPR es una monocapa celular polarizada localizada, en el caso de vertebrados, en el 0jo
entre la retinay la coroides (Lehmann et al., 2014), estando su parte apical en contacto con
los fotorreceptores necesarios para llevar a cabo el proceso visual y su lado baso-lateral en
contacto conlos capilares de la coroides, donde se encuentrala me mbranade Bruch (Bonilha,
2014; Zhao et al., 1997). Debido a que constituye la barrera hemato-retiniana, presenta
funciones especializadas (Adijanto and Philp, 2014, Pfeffer and Philp, 2014; Rizzolo, 2014)
como el transporte de iones, aguay metabolitos, la regulacion de la composicién del espacio
sub-retiniano, el mantenimiento del pH ocular y ademas realiza la fagocitosis de los discos
membranosos ubicados en el extremo externo de los fotorreceptores, donde su continua
renovacién compensa el ambiente oxidante de la retina (Mazzoni et al., 2014; Wittig et al.,
2012).

Para el estudio del EPR humano se pueden utilizar cultivos primarios de células de epitelio
pigmentario retiniano, pero los globos oculares humanos necesarios son dificiles de obtener
y precisan una purificacién, por lo que normalmente se usan lineas celulares humanas
establecidas fortuitamente, como las lineas D407, hTERT-RPE1 y ARPE-19 (Boulton, 2014;
Dunnetal., 1996).

Actualmente como modelo de EPR se utiliza principalmente la linea celular ARPE-19, tanto
por su facilidad de manejo y uso experimental en el laboratorio, como por su semejanza con
el EPR del que deriva. Dicha linea celular surgié espontdneamente en un laboratorio a partr
de un proceso de tripsinizacion selectiva de un cultivo primario de células de epitelio
pigmentario retiniano extraido de los globos oculares de un donante masculino de 19 afios sin
problemas oculares conocidos. Estas células muestran una elevada morfologia de tipo
epitelial, con una tasa de proliferacion lo suficientemente rapida como para crear una
monocapa confluente que se inhibe por contacto, con elevadas tasas de éxito ante la

10
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transfeccion y con un cariotipo normal diploide 46 XY (Dunn et al., 1996). Ademas, se ha
descrito que presenta los principales receptores y canales presentes en el EPR, como los
canales de calcio sensibles a la dihidropiridina (pertenecientes a canales del subtipo Cavl.3),
canales Maxi-K* dependientes del ion calcio, canales de Ca?*-ATPasa e intercambiadores de
Na*/Ca?*, canales Orai y canales TRP de la familia canénica (TRPC1y TRPC4) y vanilloide
(TRPV2), etc. (Reichhart and Strauf3, 2014).

25 afios después del establecimiento de esta linea celular se ha realizado una validacion
(Pfeffer and Fliesler, 2022) que expresa cuan util es para la investigacion, donde se considera
muy practica por presentar facil acceso a un moédico precio, pero se remarcan varias
consideraciones observadas con el tiempo como, por ejemplo, que presenta deficiencias
como modelo de epitelio pigmentario retinianodebido a que sélo presenta 74 de los 154 genes
caracteristicos de cualquier tipo de epitelio y a que aparecen algunos genes menos
expresados de lo normal, como sucede con el transportador basolateral bestrofina-1, las
proteinas de melanogénesis y la enzima dopacromo tautomerasay la molécula de adhesién
E-cadherina. También, pese a que en sus origenes se ha descrito como una linea celular
inmortal y estable, han aparecido reducciones graduales de sus telémeros y de su viabilidad
tras un elevado numero de pases celulares, aparte de deleciones del brazo corto del
cromosoma 8, pequefias adiciones en el brazo largo del cromosoma 19 y casos de
aneuploidias en células puntuales, lo que sugiere una cierta inestabilidad gendémica.

No obstante, el proyecto no se va a ver afectado pese a las incidencias descritas y se puede
considerar un modelo valido porque no se estudia la genémica, sino que se buscaanalizar la
homeostasis del calcio libre y el mecanismo de propagacion de ondas de calcio intercelulares
originadas mecéanicamente en células de EPR que simulan la retina humanay sobre las que
se aplican diferentes farmacos y/o drogas que bloquean distintos canales y receptores
implicados en la dinamica del ion calcio, y los resultados se podrian comparar en un futuro
con los obtenidos en células de EPR humano procedentes de un cultivo primario fresco
extraido de los globos oculares de un donante.
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2. MATERIALES Y METODOS
En el desarrollo de la parte experimental de este proyecto se han utilizado diferentes reactivos
(Tabla 1) procedentes de diversas casas comerciales y de pureza analitica, por lo que no ha

sido necesario realizar purificaciones adicionales.

Tabla 1.Lista de reactivos empleados en el proyecto.

REACTIVO [STOCK] [EXPERIMENTOS] REFERENCIA
Fura-2AM 2mM 8-10uM Molecular Probes™
ATP 0,1M 100 uM Sigma-Aldrich, A3377
TBH 10 mM 10 uM Sigma-Aldrich, 112976
EGTA 1M 0,2 mM Molecular Probes™
Carbenoxolona 0,162 M 100 uM Sigma-Aldrich, C4790
Cafeina 1mM 2 uM Sigma-Aldrich, C0750
Nifedipino 0,049 M 10 uM Sigma-Aldrich, N7634-25G
2-APB - 50 uM Calbiochem, 524-95-8
NiClz- 6H20 - 5mM Merck, 106717

Los cubreobjetos de 12 mmy 18 mm @ han sido autoclavados y manipulados bajo campana
de flujo laminar vertical para garantizar su esterilidad; asimismo, el material de plasticoy los
medios empleados en los cultivos celulares se han abierto y utilizado bajo campana de flujo
laminar vertical.

2.1. Cultivo celular

Los experimentos se han realizado sobre un clon estable de la linea celular ARPE-19 (clon 2)
que expresa el sensor de calcio dirigido al RE, GAP3.7., desarrollado previamente por el grupo
de investigacion a partir de un vial de la linea celular humanizada comercial de epitelio
pigmentario retiniano, ARPE-19, donado por el IOBA.

Las células se cultivaron en una placa de Petri de 100 mm @ (p100) con Medio de Eagle de
mezcla de nutrientes F-12 modificado por Dulbecco DMEM/F-12 (1:1) (1X) + GlutaMAX™ -|
(Referencia n®31331-028; lote 2436618) suplementado con un 10% (vol./vol.) de suero fetal
bovinoy 1% (vol./vol.) penicilina/estreptomicina y se conservaron en incubadores a 37°C con
una atmosfera al 5% de COo.

Los experimentos se realizaron sobre células de los pases 4 al 14, sembradas en cubreobijetos
de 12 mm o 18 mm @ revestidos con poli — L — lisina y cultivadas entre 2 — 13 dias in vitro
(DIV) tras llegar el cultivo a confluencia. Ademas, periédicamente se han realizado revisiones
de la fluorescencia de las células de la placa madre para verificar la expresion del sensor de
calcio dirigido al RE, GAP3.7.

12
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2.2. Mediciones de calcio

Para el estudio de la onda de calcio generada tras la aplicacion de un estimulo mecanico se
sembraron células ARPE-19 (clon 2) sobre cubreobjetos de 18 mm @, a una densidad celular
de 15 000 células/gota 50 uL, se situaron sobre el estativo de un microscopio invertido Nikon
Diaphot equipado con un objetivo 20X PlanApoUV (N.A. 0.7; Olympus) y fueron perfundidas
con medio extracelular estandar con la siguiente composicion: 145 mM NaCl, 5 mM KCI, 1
mM CacClz2:2 H20, 1 mM MgClz-6 H20, 10 mM glucosay 10 mM HEPES-Na* (pH 7.4); a 22 —
25°Cy con una velocidad de flujo de 4 — 6 mL/min.

Para registrar la concentracién de calcio en el RE ([Ca?']re) mediante el sensor ratiométrico
GAP, las células se epi-iluminaron alternativamentea 403 nmy 470 nm por medio de los filtros
403/12 DF y 470/25 DF y el espejo dicroico DM500, excitandose la GAP a ambas longitudes
de onda y recogiéndose la luz emitida por encima de 520 nm (LP520) con una camara
Hamamatsu C4742-98, todo ello controlado mediante el software PC1 6.6 Simple Hamamatsu.

Sin embargo, para el registro simultaneo de la [Ca?*]c y [Ca?*]rg, las células ARPE-19 (clon 2)
se incubaron durante 1 hora con Fura-2AM (10 pM; Molecular Probes™) en 600 pL de solucion
extracelular, con agitaciény bajo oscuridad, de modo que, transcurrido eltiempo de carga, las
células se lavaron abundantemente en solucion extracelular. El registro simultaneo se hizo
excitando alternativamente las células a 380 nmy 470 nm con los filtros 380/10 DF y 470/25
DF y el espejo dicroico DM500, recogiéndose la luz emitida por encima de 510 nm (LP520)

A mayores, se realizaron mediciones de la [Ca?*]re al aplicar estimulos de concentraciones
crecientes de ATP sobre células de ARPE-19 (clon 2) sembradas en cubreobjetos de 12 mm
@, a una densidad celular de 10 000 células/gota 50 pL y situadas sobre el estativo de un
microscopio directo Zeiss Axioplan equipado con un objetivo 20X (N.A. 0.5; W-Achroplan,
Zeiss), por lo que las células se excitaron secuencialmente a 405 nmy 470 nm y se recogio
la fluorescencia emitida por encima de 590 nm (LP590).

2.3. Estimulacién mecanica

La estimulacion mecanica se llevo a cabo mediante presion directa de una célula en el centro
del campo visual del microscopio con un hilo de tungsteno (0,075 mm @) afilado por
electrolisis. Con el fin de adquirir datos reproducibles, se aplicaron estimulos mecanicos cuya
intensidad era capaz de provocar la ruptura de la membrana celular de la célula diana, tal y
como esta descrito en la literatura (Abu Khamidakh et al., 2013).

2.4. Andlisis de datos

Los datos obtenidos se han analizado digitalmente utilizando el programa de analisis de
imagen ImageJ, con el que se obtuvo y cuantifico la intensidad media de fluorescencia de las
imagenes generadas durante los experimentos. Posteriormente, los datos se analizaron y
graficaron mediante el programa de analisis de datos y generacién de gréficos OriginPro8.

En los experimentos de la curva dosis-respuestaa ATP, los datos de la dindmica del calcio
reticular se expresaron como Fa7o/Fa0s mientras que, en los experimentos de la onda de calcio,
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se ha cuantificado la intensidad de la fluorescencia media de 7 capas vecinas concéntricas
(“neighboring™ NB) determinadas como ROIs (Regions Of Interest) en forma de anillos
concéntricos de 17,18 micras de ancho y cuyo origen es la célula estimulada mecanicamente:
los datos de la dinamica del calcio reticular se expresaron como Fa7o/Fa0s y en los
experimentos, puesto que se realizaron mediciones simultaneas de la [Ca?*]c y [CaZ']rg, Se ha
representado la normalizacion de la intensidad de fluorescencia media como Fo/F en el caso
del citosoly como (F-Fwin)/(Fo-Fwmin) para el RE; se considera Fo a la fluorescencia del estado
basal calculada como el promedio del valor de los 10 primeros fotogramasy Fwin €s la
fluorescencia al depletarde Ca?* el RE, calculada como la media de los 10 ultimos fotogramas.

2.5.  ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresaron como la media de la medida experimental + error estandar.
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3. RESULTADOS

3.1. Efectodel ATP extracelular sobreladinamicadel calcio reticular

Lalineacelular ARPE-19 es utilizada en investigacion como modelo de EPR por susemejanza
con el epitelio pigmentario retiniano humano (Dunn et al., 1996; Klettner, 2020; Samuel et al.,
2017), donde estudios previos han demostrado la presencia de ondas de calcio que se
transmiten de célula a célula, cuando estas células se estimulan mecanicamente (Abu
Khamidakh et al., 2013). Se ha descrito que la propagaciéon de la onda de calcio puede
realizarse tanto mediante “gap-junction” como por via paracrina, con el ATP como molécula
sefializadora a través de receptores purinérgicos y con contribucion del Ca?* liberado de
depdsitos intracelulares via liberacién de IPs, sin embargo, hay controversia tanto sobre el
papel de las “gap-junction” como de los depdsitos de Ca?* intracelular en la génesis y
transmision de esas ondas de calcio intercelulares (Peterson et al., 1997; Ryu et al., 2010).

Usando un clon estable de la linea ARPE-19 que expresa el sensor de Ca?* GAP3 en el RE,
previamente creado en nuestro grupo (clon 2), se comprob6 que dicha linea celular expresa
receptores purinérgicos funcionales cuya activacion por ATP producia la liberaciéon de Ca?*
del RE. Para ello se estimularon las células con ATP y se registro la liberacién de Ca?* del
RE.

ATP
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Figura 3. Curva dosis-respuesta obtenida tras la aplicacion, durante 30 segundos, del
agonista ATP de 1a100 uM (n=4).

Como muestra la Figura 3, las células respondieron de manera dosis-dependiente a la
estimulacion con ATP, de tal manera que al ATP a 1 uM apenas liberé Ca?* del RE'y a 100
uM produjo una liberacion de mas del 50% del Ca?* reticular.

3.2. Ondas de calciointercelulares generadas mediante estimulacién mecéanica

Es conocido que mdltiples tipos celulares como cardiomiocitos, hepatocitos, osteocitos,
células endoteliales, etc. presentan ondas de calcio que se propagan intercelularmente
(Leybaert and Sanderson, 2012; Stalmans and Himpens, 1999) por mecanismos no del todo
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descritos, pero en los que se valoran las contribuciones parciales o totales del Ca?* reticular
como segundo mensajero. Debido a la dificultad que presenta la realizacién de mediciones
directas de la [Ca?*]re, tradicionalmente estos datos se han generado de modo indirecto a
partir de medidas de la [Ca?*]c, sin embargo, gracias a la tecnologia disponible en este grupo
de investigacion y al desarrollo del clon estable de la linea celular ARPE-19 que expresa el
sensor de calcio reticular, se puede evaluar de modo directo y simultdneo las dinamicas del

calcio citosolico y reticular tras la aplicacion de un estimulo mecénico sobre cultivos
confluentes y en monocapa.

Para el estudio de la onda de Ca?* intercelular se sembraron las célulasy se realizaron los
experimentos tras 4 — 6 dias in vitro (DIV) cuando el cultivo estaba confluente y estaban
conectadas unas células con otras mediante conexinas (Abu Khamidakh et al., 2013). Con
objeto de estudiar la onda de Ca?* en funcion de la distancia, se delimitaron una serie de

regiones de interés (ROIs) en las que se midieron los cambios en las sefiales citosolicas y
reticulares.

La cuantificaciéon de los valores de fluorescencia se realizé delimitando 7 anillos concéntricos
formados por células vecinas denominadas NB1 — NB7, como se observa en la Figura 4A.
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Figura 4. A) Imagen de células ARPE-19 en cultivo mostrando los ROIs utilizados en los
analisis, donde NBx hace alusion al nimero de la capa que se estéa estudiando. B) Liberacion
de Ca?* del reticulo tras la estimulacion mecanica en las células ARPE-19 (Clon 2) (n=2).

Tras la estimulacion mecanica de las células se genero tanto una onda de elevaciéon de Ca?
citosolico como una de liberaciéon de Ca?* reticular.

Como se observa en la Figura 4B, la liberacién de Ca?* reticular fue mucho mas intensa en
las capas celulares mas cercanas al punto de estimulacién (con un pico de liberacién en torno
al 40% del contenido de Ca?* total del reticulo), y esta liberacion disminuia conforme las
células estaban mas alejadas del punto de estimulacion.

Al realizarse los experimentos registrando simultaneamente la [Ca?']re @470 nmy la [Ca?*]c
a 380 nm (mediante el indicador citosdlico Fura-2AM), se observé que al igual que con el Ca%*
reticular, la sefial de Ca?* citosélico tras la estimulacion era mas alta en las capas mas
cercanas al estimulo y esta sefial disminuia conforme las células estaban mas alejadas del
origen del estimulo (Figura 5). Ademas, se observo un desfase entre ambas ondas de Ca?,
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citosdlica y reticular (Figura 5A), a pesar de que ambas ondas se originaban a la vez (Figura
5C), de tal manera que la velocidad de la onda citosdlica era de 1,43 um/s y la de la onda
reticular erade 0,41 pm/s.

En la Figura 5B se representan los picos de intensidad maxima de la onda de Ca?* citosélica
y reticular para cada capa NB. Como puede observarse, la intensidad maxima de la onda de
calcio tanto citosolica como reticular va disminuyendo conforme se extiende la onda de calcio
desde la capa mas cercana a la mas lejana del punto de origen.
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Figura 5. Dinamica del calcio citosélico y reticular en células de ARPE-19 tras la estimulacion
mecanica (n=5). A) Registro simultdneo de la liberaciéon de Ca?* en citosol (Fura-2AM) y
reticulo (GAP3), donde se aprecia el desfase temporal de ambas ondas. B) Picos de
intensidad maxima de la onda de Ca?* citosdlica (color rojo) y reticular (color verde). C)
Registro con alta adquisicion temporal donde se observa el inicio simultdneo de la onda de
calcio en citosol y RE.
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3.3. Origenypropagaciéndelaondade calcio intercelular

Como se aprecia en los resultados mostrados anteriormente, la aplicacién de un estimulo
mecanico sobre células de la linea ARPE-19 generd una onda de calcio intercelular que
conduce al incremento rapido de la [Ca®]c, que puede estar originado por la entrada de calcio
del medio extracelular, la liberacion de calcio de depdsitos subcelulares, o ambos.

Con objeto de determinar el origen de la onda de calcio y la contribucion del reticulo a la
misma, se emple6é una bateria de inhibidores de receptoresy canales implicados en la
sefalizacion del Ca2* intracelular.

En estudios previos del laboratorio se demostré que los receptores purinérgicos presentes en
las células ARPE-19 estaban implicados en la generacién de la onda de Ca?*, pero en dichas
células estan presentes tanto receptores de tipo P2Y (acoplados a proteinas G) como de tipo
P2X (canales i6nicos de membrana).

Para determinar si la liberacion de Ca?* reticular estabaimplicada en la generacién de la onda
de Ca?* intercelular, se estudio si la estimulacion mecanica en presencia de un medio
extracelular libre de Ca?* era capaz de inducir ondas de Ca?*. Como puede observarse en la
Figura 6, en ausencia de Ca?* todavia se inducian las ondas de Ca?* tanto citosolica como
reticular, aunque en el caso de la sefial citosdlica su sefal maxima de NB1 a NB7 disminuyo
con respecto al control (NB1: 1,08 £+ 0,04), pero la liberacién de calcio del reticulo fue mayor
(NB1: 0,4 + 0,03). Ademas, curiosamente en el caso del reticulo la liberacién de Ca?* no se
recuperaba como en el control.
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Figura 6. Dinamica del Ca2* en citosol y reticulo en células de ARPE-19 tras la aplicacion,
durante 10 minutos, de MEC 0 Ca?*/ EGTA (0,2 mM) (n=3). Se obsernv6 que la onda de calcio
intercelular se inducia en ambos compartimentos celulares, donde la sefal citosélica
disminuy6 con respecto al control y la sefial reticular fue mayor que dicho control.
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Se consideraque la célula estimuladalibera al espacio extracelular una molécula sefalizadora
gue se une al receptor de membrana de la célula adyacente, desencadenando una respuesta
gue puede ser la entrada de calcio del medio extracelular o la liberacién del calcio reticular,
donde ambas posibilidades producen el incremento de la [Ca?*]c (Peterson et al., 1997).

En la membrana del reticulo endoplasmico hay dos tipos de receptores implicados en la
liberacion de Ca?* desde dicho depdsito, los receptores de IPsy los receptores de rianodina.
Para averiguar la implicacion de dichos receptores en la onda de calcio se estudi6 la onda de
calcio tras el estimulo mecanico en presencia de 2-APB que inhibe los receptores de IPs3
(Wimmers and Strauss, 2007) y en presencia de bajas concentraciones de cafeina con objeto
de estimular los receptores de rianodina (Wimmers et al., 2008).

Como seobservaenlaFigura 7, laestimulacion mecanica en presencia de una concentracion
2 uM de cafeinainhibid laliberacién de calcio del reticulo y la sefial de calcio citosolica cuando
se compara con el control. Ademas, la respuesta reticular sélo alcanzo hasta la quinta capa
(NB5) y, en cuanto a la respuesta citosélica, curiosamente en las capas NB2 a NB5 el pico
maximo fue mayor que en la NB1, a diferencia de las respuestas control donde el pico de la
respuesta citosolica iba disminuyendo capaa capa.
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Figura 7. Registro simultdneo de la dinamica de Ca?*en el citosoly el RE en células de ARPE-
19 tras someter a las células a 10 minutos de perfusion con cafeina 2 uM, responsable de
potencial los receptores de rianodina ubicados en la membrana del reticulo endoplasmico
(n=5). Se observo que la respuesta citosolica de las capas NB2 a NB5 es menor que la
obtenida con elcontrol, sinembargo, larespuesta delreticulo es mayor que lade dicho control
y solo alcanza hasta la capa NB5.
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En cuanto a los experimentos en presencia de 2-APB (50 uM), los datos representados en la
Figura 8 muestran que este inhibidor de los receptores de IPs apenas alteraba la sefal de
calcio citosdlica generada respecto del control. Sin embargo, este tratamiento produjo a nivel
del reticulo un profundo cambio en la respuesta tras la estimulacion mecénica de tal manera
gue no so6lo provocé una mayor liberacion de calcio de esta organela sino que posteriormente
se indujo un intenso rellenado del depdsito (NB1: 0,51 + 0,1; NB2: 0,37 + 0,09; NB7: 0,63 +
0,2)
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Figura 8. DindAmica del Ca2* tanto citosdlico como reticular obtenida en células ARPE-19 tras
la aplicacién de 10 minutos de 2-APB a una concentracion de 50 uM (n=2) con objeto de que
el tratamiento bloquearalos receptoresde IPzdel reticulo endoplasmico.

Las células ARPE-19 presentan canales de Ca?* voltaje-dependientes en su membrana
plasméatica que podrian estarimplicados enlageneraciéon de laonda de Ca?*intercelular. Para
averiguar su posible implicacion en dicha onda de Ca?* se utilizaron dos antagonistas de los
mismos, el nifedipino, un antagonista de los canales de Ca?* de tipo L, (Busch et al., 2023;
Tapiasetal.,2023)yel cloruro de niquel (NiCl2) que antagonizalos canalesiénicos en general
(A.G.Garcia, 1995; Goriji et al., 2000).

Como puede observarse enla Figura 9, el nifedipino bloqueé la respuesta de calcio citosdlico
mientras que el NiClz no (Figura 10). En cuanto al nivel de respuesta del reticulo, en ambos
casoslasrespuestas fueron similares al control, aunqueen el caso del NiCl2 no hubo rellenado
del reticulo tras la liberacion inicial inducida por el estimulo mecanico.
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endoplasmico tras someter a las células de la linea ARPE-19 a una perfusion, durante 10
minutos, con nifedipino 10 xM con el fin de bloquear los canales voltaje-dependientes de tipo
L presentes en la membrana plasmatica (n=6). Las respuestas obtenidas son similares a las
del caso control.
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Figura 10. Dindmica del calcio citosdlicoy reticular en células ARPE 19 incubadas durante un
periodo de entre 5 — 10 minutos con NiClz (5 mM); el tratamiento inhibe de manera general los
canales de tipo ionicos (n=6) y la respuesta observada es parecidaa la del control, salvo por
gue no aparece rellenado del reticulo endoplasmico tras alcanzar el punto de maximo
vaciamiento.
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3.3.1. Propagacion de laonda de calcio via gap—junction:

Estudios previos en la literatura sugieren que la onda de Ca?* intercelular presente en las
células ARPE-19 se transmite, al menos parcialmente, a través de uniones célula a célula del
tipo gap-junction a través de las cuales moléculas como el Ca?* o el IPs pasarian de una a
otra promoviendo el incremento en la [Ca?*]c y, por lo tanto, la propagacion de la onda de
calcio intercelular (Akanuma et al., 2018; Kim et al., 2022). Para confirmar esto, se realizaron
experimentos (n=5) en presencia de carbenoxolona a 100 uM durante una hora, debido a que
es un conocido bloqueante de las gap-junction, en los que se observé un bloqueo total tanto
de la onda de calcio citosoélica como de la liberacion de calcio del reticulo (Figura 11).
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Figura 11. A) Registro normalizado de la fluorescencia en el citosol, donde no se aprecia
respuesta alguna ante la estimulacién mecanica. B) Cuentas totales de la fluorescencia
registrada en el reticulo endoplasmico, donde al igual que en el citosol, se observd que no
habia respuesta.

Para confirmar que el efecto observado en la onda de calcio se debia a la inhibicion de las
uniones estrechasyno a la deplecion de calcio del reticulo, se realizaron registros temporales
midiendo la dinamica del calcio del reticulo endoplasmico en perfusion constante de esta
sustancia. Los experimentos mostraron que la carbenoxolona era capaz de depletar
completamente el calcio del reticulo en unos 12 — 15 minutos (Figura 12).
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Figura 12. Curso temporal de la liberacion de Ca?*en el reticulo endoplasmico. A) Registro a
36 minutos. B) Registro a 16 minutos.
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4. DISCUSION

La célula es la unidad béasica de todos los seres vivos y desde que se produce su
diferenciacion en la embriogénesis va a tener designadas una localizacion y funcion, pero las
células no se comportan como entidades aisladas, sino que interaccionan entre si y con el
medio que las rodea, creando complejos sistemas perfectamente coordinados y comunicados
gracias a la presencia de los segundos mensajeros, donde cabe destacar al ion calcio, muy
importante en la regulacién de procesos fisioldgicos tales como la contraccion muscular, la
exocitosis de neurotransmisores en las neuronas, la secrecién hormonal en células
endocrinas, etc (Baird, 2011; Shkembi and Huppertz, 2022).

Como el grupo de investigacion con el que he tenido la oportunidad de trabajar esta
especializado en el estudio de las dinamicas intracelulares del ion calcio, se ha estudiado el
mecanismo de comunicacién celular basado en ondas de calcio intercelulares, que son
aguellas ondas que difunden de célula a célula, cuyo mecanismo de propagacién no esta
totalmente elucidado. Alo largo de este proyecto se hamencionado que estas ondas de calcio
estan presentes en numerosos tipos celulares, pero para la realizacion de este estudio nos
hemos centrado en la linea celular ARPE-19, un conocido y ampliamente utilizado modelo de
epitelio pigmentario de retina humana sobre el que se ha realizado un estudio simultaneo de
las dinamicas del calcio citosélico (mediante el sensor quimico Fura-2AM) y reticular
(mediante la GAP3.7., sensor proteico codificado genéticamente y desarrollado por el grupo
de investigacion) con objeto de estudiar la comunicacion intercelular via ondas de Ca?*
inducidas por estimulacién mecanicay, dado que en la literatura se ha sugerido previamente
gue dichas ondas de calcio se transmiten tanto por via paracrina como a través de gap-
junction, en este Trabajo fin de Master se ha estudiado la implicacién de ambas vias en la
génesis y transmision de dicha onda de Ca?* intercelular.

Las curvas dosis-respuesta al ATP realizadas inicialmente verifican que las células en cultivo
confluente son funcionales y presentan receptores purinérgicos, probablemente del tipo P2Y1
ylo P2Y12 descritos previamente en las células ARPE-19 WT (Tovell and Sanderson, 2008), y
probablemente implicados en la onda de Ca?* intercelular como ha sido sugerido por otros
autores (Ryuetal., 2010). En cuanto ala posible presencia de receptoresionotrépicos deltipo
P2X en este tipo celular, su presencia se descarté puesto que en otros trabajos han
descartado la implicacion de este tipo de receptores en la onda de Ca?* inducida por
estimulacion mecanica en estas células (Ryu et al., 2010).

En nuestras manos la estimulacién mecanica de estas células produjo ondas de calcio que se
extendian al menos hasta un maximo de 7 capas celulares (NB1 a NB7) con potentes
respuestas citosdlicas y reticulares en todas sus capas, siendo mas discretas de media en las
capas mas alejadas, aunque con respuestas cinéticas diferentes en el citosol y en el RE: se
produjo un incremento radial de la [Ca?*]c cuya intensidad de respuesta disminuy6 de manera
directamente proporcional a la distancia a la que se encontraba situada la capa estudiada
respecto del punto de estimulacion; en el RE la respuesta fue similar, sin embargo se observé
un desfase temporal entre la onda citosélica y reticular, siendo la onda citosélica mas rapida
gue lareticular a pesar de que ambas se originaban ala vez (Figura 5), estando esta situacion
generada porgue en el reticulo, la rapida liberacién inicial del calcio que contiene tras el
estimulo va seguido de un vaciado prolongado en el tiempo, de tal manera que mientras el
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citosol ha recuperado su nivel basal (debido a la rapida y efectiva accién de los mecanismos
de extrusion del calcio citosolico celular por medio de la mitocondriay las bombas de calcio
tanto citosdlicas como reticulares que devuelven el calcio citosdlico a sus niveles basales
rapidamente), el RE continua liberando calcio durante un tiempo prolongado, generando ese
desfase entre unay otra respuesta.

La estimulacién mecanica de las células en un medio extracelular libre de iones calcio (con
EGTA como quelante del calcio libre que pudiera estar presente en el medio extracelular), no
anulo la onda de calcio citosélica obtenida (Figura 6), pero la sefial citosélica generada
disminuy6 con respecto al control, de NB1 a NB7, indicando que probablemente parte de la
onda de calcio citosélica estd generada por la entrada de calcio desde el exterior celular. En
cuanto a la liberacién de calcio del reticulo, este fue paradojicamente mayor que en los
controles y curiosamente la concentracién de calcio en el RE no se recuperé como en dichos
controles, probablemente debido a la inhibicion de la entrada de calcio desde el exterior,
seguramente causado por la inhibicion del mecanismo de SOCE.

La presencia de onda de calcio en ausencia de calcio extracelular claramente indica que la
liberacion de calcio del RE es importante en la génesis y transmision de la onda de calcio
intercelular. Aeste respecto hay dos canales de calcio en el RE que podrian estar involucrados
en ello, los receptores de rianodinay los receptores de IPs. Teniendo en cuenta que se ha
descrito en la literatura que el ATP via receptores purinérgicos de tipo metabotrépico esta
implicado en la génesis de esta onda de calcio extracelular, esperariamos que al menos los
receptores de IPs estuvieran implicados en la génesis y trasmision de la onda de calcio
(Leybaert and Sanderson, 2012).

Como se puede observar en la Figura 8, al bloquear los receptores de IPzcon 2-APB apenas
hubo cambios en las respuestas citosdlicas y reticulares, como cabria esperar si este fuera el
principal mecanismo generador de la ondade calcio, lo que sugiere que probablemente otros
receptores/canales del reticulo estan implicados en la onda de calcio intercelular. Por otra
parte, la estimulacién de los receptores de rianodina con bajas concentraciones de cafeina
durante la estimulacion mecéanica de estas células inhibié tanto la magnitud de la onda de
calcio citosolica como la liberaciéon de calcio reticular, llegando esta Gltima tan sélo a la quinta
capa, sugiriendo un papel de los receptores de rianodina en la onda de calcio intercelular.

La posible implicacion en la onda de calcio intercelular de calcio procedente desde el exterior
celular nos indujo a buscar un posible canal i6nico que pudiera estar implicado. En estas
células esté descrita la presencia de canales de calcio voltaje-dependientes (Reichhart and
Straufl3, 2014), por lo que es de esperar que su bloqueo afecte a la onda de calcio intercelular.
En los datos mostrados en la Figura 9, donde se uso nifedipino como bloqueante de los
canales de calcio de tipo L, se observa que este antagonista especifico de dichos canales de
calciode tipo L bloqueé larespuesta citosélicainducida por estimulaciGnmecénica, sin afectar
a la respuesta del reticulo, lo que claramente sugiere una implicacion de estos canales en la
ondade calcio intercelular. Por otro lado, cuando se emple6 NiCl2, que antagoniza los canales
idnicos en general, no se observd un bloqueo en la respuesta citosdlica ni tampoco del
reticulo, aunque en este ultimo caso, tras la liberacion de calcio del RE, este no recupero sus
niveles iniciales, sugiriendo un bloqueo de su rellenado por SOCE.

Estudios previos indican que la transmision de la onda de calcio intercelular es, al menos
parcialmente, através de uniones célula a célula deltipo gap-junction (Stalmans and Himpens,
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1999) a través de las cuales moléculas como el Ca?* o el IPs pasarian de una a otra
promoviendo el incremento en la [Ca2*]c y, por lo tanto, la propagacion de la onda de calcio
intercelular (Wimmers and Strauss, 2007; Wittig et al., 2012).

En este sentido se realizaron experimentos bloqueando dichas uniones intercelulares para
comprobar la posible propagacion de la onda de calcio via gap-junction. Tal y como refleja la
Figura 11, la estimulacion mecanica de las células en presencia de carbenoxolona a una
concentracion 100 uMdurante una hora bloqueé completamente la onda de calcio intercelular,
tanto a nivel citosélico como de liberacion de calcio del reticulo, mientras que en incubaciones
de 10 minutos, el bloqueo fue parcial (datos nos mostrados, n=7). Estos datos, en su conjunto,
nos llevaron a pensar en un posible efecto de la droga sobre los niveles de calcio del reticulo
que pudieran explicar esos datos.

Para confirmar esto Ultimo se realizaron experimentos donde se registré a lo largo del tiempo
los niveles de calcio del reticulo al perfundir de modo constante la droga sobre las células.
Como puede apreciarse en la Figura 12, la carbenoxolona depleta completamente el calcio
del RE en unos 12 — 15 minutos, lo que explica que en incubaciones de la droga de mas de
15 minutos, el RE esté vacio de calcio y se inhiba completamente la onda de calcio
intercelular. Ademas, estos datos indican un papel preponderante del RE en la génesisy
propagacion de la onda de calcio intercelular en las células ARPE-19.
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. CONCLUSIONES

Se confirma la existencia de una onda intercelular de Ca?* citosolica
desencadenada por un estimulo mecanico en el modelo epitelial de células ARPE-19.
Esta onda esta producida por el transitorio de Ca?* citosoélico que va viajando de capa
a capa celular y es consecuencia de la liberacién sincrénica, rapiday reversible del
Ca?*del RE.

De forma coordinada pero retrasada a la onda de Ca?* citosolica existe una onda de
vaciamiento del Ca?*en el RE, que se propaga mas lentamente que aquella hasta
un maximo de 7 capas celulares. Esta onda comienza cuando el citosol ya ha
recuperado su nivel basal de calcio tras la onda de Ca?* citosoélica.

Ni la onda citosélicani la del RE dependen del Ca?* extracelular, ya que ni
eliminacion del mismo nila adicion de niquel, un inhibidor especifico de los canales de
Ca?* de la membrana plasmatica, las inhiben. Sin embargo, el calcio extracelular es
necesario para el mantenimiento del niveldel Ca2* en el RE, puesto que su eliminacion
o el bloqueo de la entrada provocan una alteracién del patron de la onda de liberacion
del Ca?* del RE, que se vacia progresivamentey no retorna a sus niveles de rellenado
basales.

El inhibidor delas uniones estrechas carbenoxolona produce un vaciamiento del
calcio del RE. Esto explicaria la implicacion de estas uniones intercelulares en la
propagacion de las ondas de Ca?* citosélica, extensamente citada en la literatura.
Nuestros datos sugieren que las uniones de tipo gap no participarianen la propagacion
de la onda de Ca?* de forma directa, sino indirectamente vaciando el Ca?* del RE. Se
prevé que este efecto de la carbenoxolona, inadvertido hasta ahora, tendria
importantes implicaciones, ya que este farmaco es ampliamente utilizado en muy
diversos campos.
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