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0. ABREVIATURAS, TABLAS Y FIGURAS.

0.1. ABREVIATURAS.

[Ca®*]e: concentracion de
calcio citoplasmatica.

2-APB: 2-Aminoetil-
Difenilborinato.

AA: 4cido araquidonico.
aa: aminoacidos.

AC: adenilato ciclasa de
membrana.

ADP: adenosin difosfato.

AMPA: 4cido 2-amino-3-
hidroxi-5-letil-4-
isoxazolepropidnico.

ATP: adenosin trifosfato.

BLBC: cancer de mama
basal (basal-like breast
cancer).

CAD: dominio activador
de Ca* sensible a la
liberacion de Ca?* -CRAC.

cADPR: ADP ribosa
ciclica.

CaM: calmodulina.
CC: “coiled-coil .

CDI: carcinoma ductal
invasivo.

CDIS: carcinoma ductal in
situ.

cEF: dominio candnico
EF-hand de unién a Ca?".

CICR: liberacién de Ca*
inducida por Ca*

(“Calcium-induced
calcium release™).

CLI: carcinoma lobular
invasivo.

CLIS: carcinoma
lobulillar in situ.

CMD: dominio modulador
CRAC de STIML1.

CMI: cancer de mama
inflamatorio.

DAG: diacilglicerol.
DGK: DAG cinasa.
DTT: ditiotreitol.

ECC: Entrada
Capacitativa de Ca?*.

ECM: matriz extracelular.

EGF: factor de
crecimiento epidérmico.

EGTA: &cido tetracético
etilenglicol.

EMRE: subunidad
reguladora de MCU.

EPM: enfermedad de
Paget de la mama.

ER: receptor estrogénico.

ETON: region N-terminal
de Orail transmembrana
extendida.

GECI: indicadores de
calcio codificados
genéticamente.

HBS: Tampdén Hepes
Salino.

hEF: dominio oculto EF-
hand de no-union a Ca?".

HER2: factor de
crecimiento  epidérmico
humano 2.

HIFla: factor inducible
por hipoxia 1a.

Iarc: corriente de Ca® no
capacitativa regulada por
AA.

lcrac: “Calcium Release-
Activated Current”.

iGIuRs: receptores
ionotropicos.

IntClust: “integrative
clusters”.

1P3: inositol 1,4,5-
trifosfato.

IP;R: receptor 1,4,5-
trifosfato.

1Ps; inositol
tetrakisfosfato.

Isoc: corriente de Ca®'
operada por depdsito.

KA: kainato.

LCR: entrada de Ca*
activada por leucotrieno
Ca4.

LTC4: leucotrieno CA4.



MCU*: subunidad
formadora de poro de
MCU.

MCU: uniportador
mitocondrial de Ca?".

METABRIC: Consorcio
Internacional de Cancer de
Mama de Taxonomia
Molecular.

MGIuRs: receptores
metabotropicos.

MICU: subunidades
sensibles a Ca** de MCU.
MP: membrana
plasmatica.

NAADP: nicotinato de

adenina dinucledtido
fosfato.

NAChRs: receptores
nicotinicos de la
acetilcolina.

NADP: nicotinadenin
dicnucleoétido fosfato.

NCKX: intercambiadores
Na*/ K*/ Ca?.

NCX: intercambiadores de
Na*/Ca?*.

NCXm: intercambiadores
de Na‘*/Ca?
mitocondriales.

NMDA: N-metil-D-
aspartato.

NO1: 2-{6-[2-(3-(6,7-
dimetoxi-3,4-
dihidroisoquinolin-2(1H)-
il)propil)-3,4-
dihidroisoquinolin-1(2H)-
one-5-iloxi] hexil}-5-

(dimetilamino)indoline-
1,3-dione.

NPR: receptor nuclear de
la progesterona.

OASF: fragmento corto de
activacion de Orai.

OMS: Organizacion
Mundial de la Salud.

P4: progesterona.

PBS: tampon  fosfato
salino.

PI: yoduro de propidio.

PI1P,: fosfatidilinositol 4,5
bifosfato.

PKA: proteina cinasa A.
PKC: proteina cinasa C.
PKD: proteina cinasa D.
PKN: proteina cinasa N.
PLAZ2: fosfolipasa A2.
PLC: fosfolipasa C.

PMCA: bomba ATPasa
transportadora de Ca*" de
la membrana plasmatica.

PMR1: bomba ATPasa
relacionada con la
membrana plasmatica.

PR: receptor de Ia
progesterona.

RE: reticulo
endoplasmico.

REDECAN: Red
Espafiola de Registros del
Cancer.

RIPA: tampon de
radioinmunoprecipitacion.

ROCs: canales ionicos
activados por receptor.

RTK: receptores tirosina
cinasa.

RyR: receptor de
rianodina.

S1P: esfingosina-1-
fosfato.

SAM: dominio a-estéril de
STIM.

SCaMPER: canal
proteico de liberacion de
Ca® mediado por
esfingolipidos en el
reticulo endoplasmico.

SDS: sodio-dodecil-
sulfato.

SERCA: bomba ATPasa
transportadora de Ca*" del
reticulo
sarcoendoplasmico.

SM21:  tropanil()2-(4-
clorophenoxi)  butanoato
maleato.

SMOCs: canales idnicos
activados por segundos
mensajeros.

SOAR: regién activadora
STIM-Orai.

SOCE: entrada de Ca*
por los depdsitos “Store-
Operated Calcium Entry”.

SOCs: canales i6nicos
activados por el
vaciamiento de los
depdsitos intracelulares.

SP: péptido de
sefalizacion.



SPCA: bomba ATPasa de
Ca?* de la via secretora.

STIM1: “Stromal
Interaction Molecule 1.

STIM2: “Stromal
Interaction Molecule 2.

TBST: tampdn tris salino
con tween.

TG: tapsigargina.

TM: region/dominio
transmembrana.

TMB: 3,3°,5, 5’-
tetrametil-bencidina.

TNBC: cancer de mama
triple negativo.

TRPA: receptores de
potencial transitorio
anquirina.

TRPC: receptores de
potencial transitorio
candnico.

TRPM: receptores de
potencial transitorio de
melastatina.

TRPML.: receptores de
potencial transitorio
mucolipina.

TRPN: receptores de
potencial transitorio no-
mecanorreceptor potencial
C.

TRPP:  receptores de
potencial transitorio
policisteina.

TRPs:  receptores de
potencial transitorio.

TRPV: receptores de
potencial transitorio
vaniloide.

UPR: respuesta a proteinas
desplegadas.

VDAC: canal anibnico
dependiente de voltaje.

VOCs: canales i6nicos
activados por voltaje.
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RESUMEN

1. RESUMEN.

El cancer de mama es una de las enfermedades contemporaneas con mayor prevalencia en la
sociedad. Es la principal causa de muerte entre las mujeres de todo el mundo diagnosticadas de
cancer y son varios los modelos predictivos que auguran un aumento progresivo en su diagnostico
a lo largo de los préximos afios. Existe un consenso generalizado en la comunidad cientifica sobre
los cambios intrinsecos asociados a la transicién de célula sana a célula cancerigena que se
producen en las diferentes fases del cancer: proliferacion, migracion, invasion y metastasis.
Especialmente, en las células de cancer de mama, la regulacion de la [Ca®']. ejerce un papel
fundamental a lo largo del desarrollo de esta patologia. Tanto es asi, que se han establecido fuertes
correlaciones entre la expresion de las proteinas responsables del transporte del Ca®* intracelular
en muestras de pacientes previamente diagnosticados y su tasa de supervivencia y éxito
terapéutico. Entendiendo el cancer como una enfermedad multifactorial es impensable justificar
esta patologia Ginicamente a partir de procesos de desregulacion del ion Ca®*. No obstante, son
varios los mecanismos de homeostasis del Ca** que se han descrito fundamentales en la
fisiopatogenia del cancer. De entre ellos, 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, Orai y TRPC; ademas de existir otros canales de Ca®* expresados en lineas de
cancer de mama como son: Orail, Orai3, TRPC6, TRPV6 y TRPMBS, entre otros.

Esta ECC produce un aumento en la [Ca*"]. desde los reservorios intracelulares y, seguidamente,
una activacion de la entrada de Ca®" extracelular a través de la membrana plasmatica, proceso
denominado SOCE. Estudios, cada vez mas numerosos, han demostrado que SOCE y sus
componentes, regulan una diversidad de procesos en el cancer de mama, asi como que se halla
intimamente asociado al metabolismo de estas células. De este modo, STIM1/STIM2 se encuentra
mas expresado en los subtipos de peor prondstico y mas agresivos. Se podria decir que STIM1
junto con Orail en muestras de tejido tumoral de pacientes son los mas sobreexpresados en
comparacion con tejidos pre- o no cancerigenos. Orai3, por su parte, estd mas presente en los
subtipos de cancer de mama ER+. En general, los canales Orai son uno de los mas estudiados en
los subtipos ER+ y TNBC, sin embargo, en ciertas ocasiones estas tendencias parecen no
coincidir. Tal es asi que en los subtipos ER+ y TNBC, la expresion de STIM1 es mayor a la de
STIM2 salvo en la linea ER+ SK-BR-3, en la cual STIM2 es 10 veces superior. Ademas de los
miembros de Orai y STIM, otras isoformas de la familia TRP (TRPC3, TRPM7, TRPM8 y
TRPV®6) se han correlacionado con la progresion de cancer de mama. Analisis complementarios
del perfil génico de expresion de TRPC1 han demostrado que esta proteina se encuentra

moderadamente sobre-regulada en la linea TNBC MDA-MB-231 con respecto a las no tumorales
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y, méas recientemente, la isoforma TRPCG6 se ha descrito sobreexpresada en dos subtipos diferentes
de mama (ER+y TNBC).

Por todo ello y teniendo en cuenta estas consideraciones, ampliamente desarrolladas en los
antecedentes bibliogréaficos, en el departamento de Fisiologia de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad de Extremadura se llevé a cabo durante el periodo 2016-2020 una serie de
experimentos bajo la tutela y direccion de los doctores D. Juan A. Rosado y D. Pedro C. Redondo
cuyo fin fue desarrollar nuevas vias de sefializacion y mecanismos reguladores entre los distintos
componentes de la ECC. La tesis tiene por titulo “REMODELACION DE LOS
COMPONENTES DE LA ENTRADA CAPACITATIVA DE CALCIO (ECC) EN LAS
CELULAS DE CANCER DE MAMA” y las lineas de investigacion expuestas en este trabajo se
centraron en como se regulan varias lineas de cancer de mama (TNBC y ER+) en la funcién de
STIM1 a través de 62R/TMEMO97, la asociacion de STIM2, Orail y TRPC1 con la P4, y el papel
protector de Orai3 frente al AA. Con estos resultados pretendemos someter esta tesis a la
valoracion del Tribunal Evaluador y optar a la distincion de Doctor Internacional por la

Universidad de Extremadura.

32



RESUMEN

1. SUMMARY.

Breast cancer is one of the most prevalent diseases in our society. This kind of cancer involves
the main cause of death between all women diagnosed of cancer around the world and experts
predict that in the following years it will grow up. The scientific community accepts the idea that
specific changes in healthy cells lead to a neoplastic differentiation with different hallmarks:
uncontrolled proliferation, migration, invasion and metastasis. Especially in breast cancer cells,
the role of the [Ca*"]. and how it is regulated are crucial along the pathology. There are now
substantial correlations between the expression of Ca®*-handling and their survival rates but also
in the success of the therapeutic program. The understanding of cancer as a multifactor illness
present this process not only by the point of the dysregulated Ca?* homeostasis. Nevertheless,
many Ca?* homeostatic pathways have been reported evolving cancer. Special mention deserves
one of the major mechanisms for Ca entry in non-excitable cells, capacitative Ca** entry (CCE),
a mechanism for Ca?* influx modulated by STIM, and conducted by Orai and TRPC proteins.
Breast cancer cells overexpress some Ca®" channels, such as Orail, Orai3, TRPC6, TRPV6 or
TRPMS.

During activated CCE, [Ca?*]. increases rapidly by Ca®" release from intracellular reservoirs. This
event is followed by a Ca®* inward current termed SOCE. At the moment, there is a body of
evidence supporting the association between SOCE, and its components, and breast cancer
especially related with the metabolism in these cells. In this sense, STIM1/STIM2 appears
overexpressed in worst and aggressive breast cancer subtypes. In general, both STIM1 and Orail
proteins are overexpressed in breast cancer samples as compared to non-tumoral breast samples.
Orai3, for example, is highly expressed in the ER+ breast cancer subtype. Thus, expression of
STIML1 is higher than STIMZ2 in ER+ and TNBC breast cancer but, in SK-BR-3 ER+ subtype,
STIM2 expression is 10-fold higher than that of STIM1. In addition, a variety of TRP family
isoforms (i.e. TRPC3, TRPC7, TRPM8 and TRPV6) have also been correlated with progression
of breast cancer. A plethora of genomic experiments showed an upper-middle expression of
TRPCL1 in the TNBC MDA-MB-231 cell line and, more recently, overexpression of TRPC6 has

been reported in ER+ and TNBC, two different subtypes of breast cancer cell lines.

In view of these considerations and its significant component, which will be explained below in
detail, we have conducted experiments to ascertain the remodelling of CCE in breast cancer cells
at the Department of Physiology of the Faculty of Veterinary Medicine, during the period 2016-
2020, under the supervision of Drs Rosado and Redondo. Particularly, in this thesis entitled
"REMODELING OF CCE COMPONENTS IN BREAST CANCER CELLS", we have described
expression and function remodelling of STIM1 and, STIM2, Orail and TRPCL1 in present of P4,
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as well as Orai3. Here, this Thesis is submitted for consideration by the Evaluation Tribunal with
the aim to obtain the degree of International Doctor by the University of Extremadura.
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2. ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS.

2.1. CANCER DE MAMA.

El cancer supone una de las mayores causas de mortalidad en la sociedad contemporanea. Se
calcula que aproximadamente 18,1 millones de nuevos diagndsticos aparecieron a lo largo de
2018. Segun el Instituto Nacional de Céancer de EEUU (Bethesda, EEUU), 4 millones de
personas mueren anualmente a causa del cancer en todo el mundo, casi 500 personas por hora.
Ademas, las Ultimas estimaciones apuntan a un aumento en su diagndstico a lo largo de los
préximos afios, alcanzando cifras de 29,5 millones de nuevos casos diagnosticados para el afio
2040 (Global Cancer Observatory, 2019).

De entre todos, los diagndsticos méas frecuentes en el afio 2018 fueron los de pulmén, mama,
colorrectal y prostata, englobando el 40.1% de los diagnosticos. El registro de los mas
frecuentes fue el siguiente: pulmoén (2.093.876 diagnosticos) (11,60%), mama (2.088.106
diagndsticos) (11,60%), colorrectal (1.849.518 diagnosticos) (10,20%) y prostata (1.276.106
diagndsticos) (7,10%). (Figura 1. Prevalencia mundial del cancer en 2018.) (Global Cancer
Observatory, 2019).

11,60%
11,60% PULMON
MAMA
COLORRECTAL
59,50% 302088 - PROSTATA
OTROS
7.10%

Figura 1. Prevalencia mundial del cancer en 2018.

También en Espafa el cancer es una de las principales causas de mortalidad presentes en la
sociedad. Tanto es asi que se estima que el nimero de casos diagnosticados para 2020
alcanzara un total de 277.394, segun la Red Espafiola de Registros del Cancer (REDECAN),
logrando cotas muy similares a las presentadas en 2019. Del mismo modo, y para toda la
poblacidn, los canceres de mayor prevalencia para el afio 2020 seran los siguientes (excluidos
los tumores cutaneos no melanoma): colorrectal (44.231 casos), prostata (35.126 casos), mama
(32.953 casos), pulmon (29.638 casos) y vejiga urinaria (22.350 casos). Muy desmarcados de

ellos, los siguientes canceres mas diagnosticados seran: linfomas no hodgkinianos (9.188
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casos), canceres de cavidad oral y faringe (8.604 casos), pancreas (8.338 casos), estomago
(7.577 casos), rifion (7.300 casos) y cuerpo uterino (6.804 casos) (Tabla 1. Distribucion de los

diagnosticos de cancer estimados para la poblacion espafiola en 2020).
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Tabla 1. Distribucion de los diagnosticos de cancer estimados para la poblacion espafiola en 2020.

Una vez retratada la distribucion en nuestro pais, el foco de atencion se dirige hacia la
poblacién femenina para mostrar los canceres que mas frecuentemente se diagnosticaran en
2020, atendiendo a la Red Espafiola de Registros de Cancer (REDECAN). Se estima que se
presentaran los siguientes casos (excluidos los tumores cutaneos no melanoma), recogidos en
la “Tabla 2. Distribucién de los diagnésticos de cancer para la poblacién femenina espafiola
estimados en 2020”, donde el cancer de mama Yy colorrectal asumiran en gran medida los

diagnosticos, siendo el de mama el que se alzara en primer lugar.
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Tabla 2. Distribucién de los diagnésticos de cancer para la poblacion femenina espafiola estimados en 2020.

38



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS [

El cancer de mama es el cancer mas frecuentemente presentado en las mujeres de todo el
mundo, tanto en los paises desarrollados como en los paises en vias de desarrollo.
Estimaciones realizadas por la OMS se elevan hasta los 2,1 millones de canceres nuevos al
afio. Ademas, representan el 15% de todos los canceres femeninos diagnosticados en 2018,
falleciendo cerca de 627.000 mujeres por esta causa (Carga Mundial de Morbilidad, OMS,
2018). Las tasas de supervivencia varian considerablemente atendiendo a la localizacion
geografica, partiendo del 80% o mas en América del Norte, Suecia y Japdn, cerca del 60% en
los paises de ingresos medios, hasta cifras inferiores al 40% en los paises en vias de desarrollo
(Coleman et al., 2008).

Son varios los factores de riesgo que ejercen una predisposicion a la enfermedad. No obstante,
la asociacién especifica entre factor de riesgo y mujer afectada es sumamente compleja de
discernir (Boyle et al., 2008; Lacey et al., 2009). Tal es asi, que son muchos los factores que
predisponen e influyen en la enfermedad como la menarquia y el ciclo menstrual (Key,
Verkasalo and Banks, 2001; Hamajima et al., 2012; Savolainen-Peltonen et al., 2018), el parto
(Knabben and Mueller, 2017), la lactancia (Islami et al., 2015; Knabben and Mueller, 2017),
la menopausia (Ganz, 2005; Hickey, McNamara and Mishra, 2018), las concentraciones
hormonales enddgenas (Hamajima et al., 2012; Samavat and Kurzer, 2015), la administracion
de anticonceptivos orales (Hunter, 2017; Samson et al., 2017), las terapias hormonales (Heller
et al., 2018), la dieta (Dandamudi et al., 2018; De Cicco et al., 2019), el alcohol y el tabaco
(Ellingjord-Dale et al., 2017; Jones et al., 2017; Knight et al., 2017; Baglia, Cook, et al.,
2018), la obesidad (Picon-Ruiz et al., 2017; Garcia-Estevez and Moreno-Bueno, 2019), el
ejercicio (Kraschnewski and Schmitz, 2017), el historial familiar y la genética individual
(Brewer et al., 2017; Baglia, Tang, et al., 2018; Braithwaite et al., 2018), y las mutaciones
genéticas (Shiovitz and Korde, 2015; Nik-Zainal and Morganella, 2017; Kalimutho et al.,
2019), entre otros. Incluso hay autores que destacan algunos de los mas importantes. Danaeli
et al., en 2005 calcularon la contribucion de diversos factores de riesgo, exceptuando los
factores reproductivos, a la carga global del céancer de mama y concluyeron que,
aproximadamente, el 21% de todas las muertes mundiales causadas por este tipo de cancer son

atribuibles al consumo de alcohol, al sobrepeso y obesidad, y a la falta de actividad fisica.

2.1.1. — Fisiopatologia del cAncer de mama.

El cancer de mama es un tipo de cancer que comienza en las células del seno mamario. Son varios
los factores que estan implicados en el riesgo del desarrollo de la enfermedad, como se han
comentado con anterioridad. De entre ellos, se sabe que exposiciones a estrégenos bajo

condiciones in vitro desencadenan dafios puntuales en el ADN y mutaciones. Otros individuos
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pueden heredar, ademas, defectos en el ADN y genes asociados a este tipo de cancer como
BRCA1, BRCA2 o p53. El sistema inmune, en condiciones normales, detecta células
cancerigenas y/o células con su material genético dafiado y las destruye. No obstante, un fallo en
la efectividad de la inmunidad puede acarrear la supervivencia y el desarrollo de células de cancer
de mama que, sumado al gran nimero de sefializaciones biogquimicas, factores de crecimiento y
mediadores quimicos entre estroma y epitelio, pueden desencadenar la evolucion del cancer de

mama.

La enfermedad proliferativa del seno se asocia a un incremento en el riesgo de padecer cancer
de mama (Shah, Rosso and Nathanson, 2014). Las lesiones proliferativas del seno mamario
sin atipia, incluyendo hiperplasia ductal comun, papilomas intraductales, adenosis
esclerosante y fibroadenomas, confieren un pequefio riesgo en el desarrollo del cancer de
mama, aproximadamente de 1.5 a 2 veces superior a la poblacion general (Hartmann et al.,
2005). No obstante, la hiperplasia atipica que incluye ducto y Iébulo, eleva hasta 4.3 veces el
riesgo de desarrollo cancerigeno en comparacién con la poblaciéon general (Dupont et al.,
1993; Hartmann et al., 2005).

2.1.2. — Clasificacion del cancer de mama.

La clasificacion actual de la OMS para el afio 2019 de los tumores de mama muestra, de manera
muy completa y detallada, mas de 100 procesos tumorales mamarios diferentes que atienden a
lesiones especificas, enfatizando en los roles de la respuesta hormonal, microambiente especifico
o infiltracién linfocitica, entre otros. Todo ello, centralizado alrededor de un eje eminentemente
morfologico (WHO Classification of Tumours Editorial Board., International Agency for
Research on Cancer. and World Health Organization., 2019) (Figura 2. Anatomia de la glandula

mamaria).

Figura 2. Anatomia de la glandula mamaria (Imagen del ilustrador médico Lynch PJ).
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Adicionalmente, es muy habitual que el tipo de cancer de mama sea determinado segun la estirpe
celular afectada. La mayoria de los procesos tumorales del seno mamario se presentan como
carcinomas, mas correctamente adenocarcinomas, que aparecen en el ducto (conductos
galactoforos) o en el lobulillo (glandulas secretoras de la leche). El cancer de mama in situ
(carcinoma ductal in situ o CDIS) es el cancer que aparece en un conducto galactéforo y no ha
crecido en el resto de tejido mamario (Dillon, Guidi and Schnitt, 2014). Por su parte, el carcinoma
lobulillar in situ (CLIS) es una forma extremadamente rara de tumor no invasivo que no suele
aparecer como tipo de céancer sino mas bien es utilizado como “marcador” del desarrollo

cancerigeno. Recientemente ha sido redefinido como un tipo de neoplasia lobular.

Si bien su localizacién es de suma importancia, la capacidad o no de invasién del tumor también
lo es. El término cancer de mama invasivo o infiltrante se asocia a cualquier proceso en el que se
haya producido una diseminacion (invasion) del cancer hacia el tejido mamario adyacente (Esteva
and Gutiérrez, 2014). De esta manera, el carcinoma ductal in situ o CDIS (también conocido como
carcinoma intraductal) es un tipo de cancer de mama no invasivo o pre-invasivo (Figura 3.
Evolucion de la fisiopatologia en un modelo de cancer de mama). Por otro lado, en el cancer de
mama invasivo (o infiltrante) hay una afectacion del tejido mamario circunscrito. Los dos
canceres mas comunes son el carcinoma ductal invasivo (CDI), que supone hasta el 80% de los
diagnosticos invasivos, y el carcinoma lobular invasivo (CLI) que se presenta en el 10% de los

canceres mamarios invasivos.

v X
Conducto galactoforo CDIS cpr
NORMAL Proliferacion de células cancerigenas Invasion a nuevos tejidos.

Figura 3. Evolucion de la fisiopatologia en un modelo de cancer de mama.

Algunos canceres de mama presentan caracteristicas especiales y un desarrollo patogénico que
difiere a los ya comentados. Estos procesos patolégicos se agrupan en un subconjunto especial y

presentan menor prevalencia que el resto. Aunque aparecen con mucha menos frecuencia, pueden
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llegar a ser més dafiinos que los anteriores (Jagsi et al., 2019). Algunos de ellos se desarrollan a

continuacion:
@ Cancer de mama triple negativo.

Subtipo muy agresivo y altamente invasivo que se presenta en el 15% de los canceres
diagnosticados (Sociedad Americana Contra EI Céncer, 2019). Se caracteriza por la ausencia de
receptores estrogénicos y de progesterona, asi como por la falta de sobreexpresion del factor de
crecimiento epidérmico humano 2 (HER2). Estos tumores tienen mal pronéstico y la
quimioterapia presenta una respuesta parcial. Fenotipicamente se trata de un grupo heterogéneo,
asociado en mayor o menor medida a mutaciones BRCAL (Perou et al., 2000; Podo et al., 2010).

@ Cancer de mama inflamatorio (CMI).

Es un tipo poco frecuente e invasivo de cancer de mama que se presenta alrededor del 1 — 5% de
todos los casos diagnosticados en EEUU, segln el Instituto Nacional de Cancer (Bethesda,
EEUU). Al inicio de su patologia puede presentar un enrojecimiento con inflamacion del seno
como consecuencia de la obstruccion de los vasos linfaticos adyacentes de la piel (Figura 4.
Paciente con CMI e inflamacién del seno). De propagacion rapida, presenta una prevalencia en
mujeres 5 afios mas jovenes que el resto de canceres de mama (Sociedad Americana Contra El
Cancer, 2019).

Figura 4. Paciente con CMI e inflamacién del seno (Educacion Médica para la Clinica Mayo).

@ Enfermedad de Paget de la mama (EPM).

Se trata de un tumor maligno que afecta de manera unilateral al pezon o areola. Clinicamente,

como se observa en la figura 5, se presenta como una dermatitis eccematosa cronica asociada a

42



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS [

un carcinoma ductal in situ (CDIS) subyacente 0 a neoplasias invasivas, en el 97% de los casos
(Casals-Felip et al., 2007; Karakas, 2011; Lopes Filho et al., 2015). La EPM es una forma clinica
poco frecuente del cancer que afecta sobre todo a mujeres, siendo rara en varones, y supone entre
el 1-3% de todos los casos de cancer de mama (Hansen, 2014) y hasta el 5% de todos los casos
de cancer de mama en los Estados Unidos, segun el Instituto Nacional del Cancer de EEUU
(Bethesda, EEUU). Esta enfermedad expresa el antigeno de diferenciacion NY-BR-1 y es
utilizado como marcador en la enfermedad (Cohen et al., 2006).

Figura 5. Paciente con EPM y dermatitis eccematosa en el pezdn (Lage et al., 2010) .

Existen varias teorias para explicar la aparicion de este proceso. Por un lado, las células podrian
proceder de un CDIS previo y migrar a través de su base hasta el pezon. Algunos autores
encontraron fuertes correlaciones en las tinciones inmunohistoquimicas entre el EPM y CDIS
asociado (Cohen, Guarner and De Rose, 1993). Otros, detectaron una sobreexpresion de HER2
en las células de Paget, sugiriendo una sintesis previa de heregulina-alfa, factor de movilidad, por
parte de los queratinocitos para, asi, atraer a las células de Paget al pezon (Schelfhout et al., 2000).
Por otro lado, las células de Paget podrian ser queratinocitos que han sufrido mutaciones hasta
convertirse en un carcinoma in situ, totalmente independiente al CDIS subyacente (Lagios et al.,
1984). Otros autores observaron, en estudios estructurales, microvellosidades y desmosomas
entre las células de Paget y los queratinocitos (Janh et al., 1995). Por ultimo, una tercera teoria
combina las dos anteriores, sugiriendo que las células de Paget podrian tener indistintamente dos
origenes, anteriormente mencionados, y desarrollarse dependiendo de las circunstancias locales
(Lloyd and Flanagan, 2000).
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#  Tumor filoides.

Es una neoplasia del seno mamario muy poco frecuente. A diferencia de los carcinomas que se
desarrollan en conductos o lobulillos, ésta se origina en el tejido conectivo (estroma) y fue descrita
por primera vez por Johannes Miiller en 1838 (Calhoun et al., 2014). Son tumores de origen
fibroepitelial que aparecen menos del 0.5% como neoplasia mamaria (Geisler et al., 2000) y del
2-3% como tumor fibroepitelial. La mayoria de ellos son procesos benignos, aunque
aproximadamente 1 de cada 4 se malignizan y desarrollan un elevado potencial agresivo (Calhoun
et al., 2014; Overmoyer and Pierce, 2014), como se puede observar en la siguiente figura (Figura

6. Paciente con tumor filoides en la mama derecha).

Figura 6. Paciente con tumor filoides en la mama derecha. (de Souza et al., 2011).

A pesar de que los tipos de cancer de mama, como se ha visto, se pueden clasificar segin su
morfologia y tipo celular, existe otro criterio fundamental a la hora de agruparlos regido por sus

caracteristicas histopatoldgicas, bioquimicas y moleculares.

En este sentido, el estudio de la expresion génica global de los diferentes cAnceres nos muestra
una evidencia bioldgica muy heterogénea. Dentro de la cual, podriamos clasificarlos
intrinsecamente en 5 tipos moleculares de cancer de mama (Perou et al., 2000): luminal A,
luminal B, HER2 sobreexpresado, cancer de mama basal (BLBC, “basal-like breast cancer”) y
tumor tipo normal (normal-like). Conjuntamente a esta division, la presencia de receptores

hormonales y/o el estatus HER2 ayudan a complementar los grupos y el diagndstico.

El receptor estrogénico (ER) y de la progesterona (PR) son dos receptores esteroideos sexuales y

nucleares que estimulan el crecimiento en el epitelio mamario normal y neoplésico. Se calcula
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que estan presentes en el ~ 75% de todos los canceres de mama y, cuando estan, se utilizan como
dianas para la terapia hormonal. Se consideran presentes cuando superan el 1% de expresion en
el ncleo mediante técnicas inmunohistquimicas (Hammond et al., 2010) y su presencia mutua
usualmente se asocia con un grado y agresividad baja de la enfermedad. No obstante, parecen ser
mas agresivos y responder peor a los tratamientos hormonales cuando tan solo uno de ellos esta
presente (Cui et al., 2005; Ethier et al., 2018). Se calcula que aproximadamente el 15% de los
canceres de mama sobreexpresan HER2, correspondientes al gen 17g12 (Slamon et al., 1987).
Son varios los sistemas de evaluacion que determinan el grado de expresion de HER2 (Wolff et
al., 2018). Aunque existen dianas terapéuticas contra HER2, la sobreexpresién de HER2 se asocia
con un prondstico grave y evolucion clinica agresiva (Bedard, Cardoso and Piccart-Gebhart,
2009). El 10-15% de canceres restantes son los que no presentan ninguno de estos tres marcadores
(ER-, PR-y HER2-) y se caracterizan por compartir un pronostico grave exento de terapias contra
los receptores anteriormente mencionados (Yam, Mani and Moulder, 2017). La figura que se
muestra a continuacion muestra una panoramica general de todos ellos (Figura 7. Representacion

subtipos moleculares).

PEOR MEJOR
PRONOSTICO PRONOSTICO
Sobresxprasion

HER2

Migacion BRCAI Receptor ER+/PR+

EE-PR-HERI- [ ER-PR-HER2+ [/ ER+PR+HERI+ [ ER+PR+HERI-

SUBTIPOS MOLECULARES

Figura 7. Representacion subtipos moleculares.

Molecularmente podemos hablar de los siguientes grupos:
@ Luminal A.

Son ER+/PR+y, en la mayoria de casos, HER2 negativo (Pusztai et al., 2006; Weigelt, Baehner

and Reis-Filho, 2010). Ki67 es una proteina nuclear no histona marcadora de la proliferacion
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celular y estos tumores presentan Ki67 < 13.25% (Cheang et al., 2009). Estan débilmente
asociados a la expresion de genes proliferativos (Perou et al., 2000; Serlie et al., 2001, 2003) Es
el grupo de canceres de mama mas comunmente diagnosticado, entre el 40% y 50% de todos los
canceres invasivos (Voduc et al., 2010). En la mayoria de los casos, presentan un grado bajo de
malignidad y poseen el mejor pronostico dentro de esta subclasificacion. Clinicamente, el
tratamiento hormonal per se logra un beneficio directo como herramienta terapéutica (Brenton et
al., 2005).

# Luminal B.

Son ER+ (en ocasiones conjuntamente PR-) (Cheang et al., 2009; Ades et al., 2014) y estan
altamente asociados a la expresion de genes proliferativos (Perou et al., 2000; Sgrlie et al., 2001,
2003). Ki67 > 13.25% (Cheang et al., 2009). Suelen asociarse a un grado mayor de malignidad y
un pronostico peor que los luminales A. Presentan una baja expresion génica relacionada con ER
pero alta expresion de genes ligados a la proliferacion celular, junto con una expresion génica
variable concerniente a HER2, comparado con los luminales A. La terapia hormonal puede actuar
conjuntamente con la quimioterapia, pero no presenta muchos beneficios por si sola (Brenton et
al., 2005).

# HER?2 sobreexpresado.

Comprende alrededor del 15% de todos los canceres de mama invasivos. Se caracteriza por la
sobreexpresion de genes de sefializacion HER2/HER?2, localizados en el cromosoma 17q12 como
GRB7 y PGAP3 (Perou et al., 2000; Dai, Chen and Bai, 2014), ademas de presentar mutado p53
en un 40-80%. En este grupo, los tumores presentan mayormente un grado elevado de malignidad,
ER-, PR- y una evolucidn clinica agresiva (Serlie et al., 2001, 2003; Sotiriou et al., 2003). No
obstante, son altamente sensibles a la terapia dirigida contra HER2 otorgando una mejora
evidente. Aunque la mayoria de estos tumores (> 80%) muestran una amplificaciéon del gen HER2
0 presentan una sobreexpresion de la proteina HER2 (Provenzano, Ulaner and Chin, 2018), no
todos responden clinicamente a HER2 y viceversa, es decir, existe un pequefio porcentaje de ellos

que coexpresan HER2 y ER y se clasifican como tipo luminal B (Bernard et al., 2009).

# Cancer de mama basal (BLBC).

Son ER-y comparten una expresion génica muy similar a las células mioepiteliales/basales
normales de mama, incluyendo citoqueratinas de elevada masa molecular (CK5 y CK14), P-
caderina y receptor del factor de crecimiento epidermal (Perou et al., 2000; Weigelt, Baehner and
Reis-Filho, 2010). Presentan sobreexpresion de los genes relacionados con la proliferacion

celular, pero con ausencia de aquellos asociados a ER, PR y/o HER2. Constituyen el 60-90% de
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todos los casos triple negativos (Fan et al., 2006). Histol6gicamente suelen presentar un grado
alto de malignidad, indice de proliferacion elevado y un fenotipo de triple negativo. Tienen un
pronostico reservado y pueden recaer dentro de los primeros 5 afios tras el diagnéstico (Badve et
al., 2011).

# Tipo normal (normal-like).

Los canceres de mama que surgen como consecuencia de la mutacion en BRCAL se asocian a
este subgrupo (Provenzano, Ulaner and Chin, 2018). Son ER- y estan caracterizados por una
expresion génica similar a la encontrada en células sanas de epitelio mamario. Se pueden dividir
en BL1y BL2. En el primer caso (BL1) se relacionan con un aumento de genes responsables de
la proliferacion y en el segundo caso, BL2, se relacionan con las sefializaciones del receptor del
factor de crecimiento y presentan peor respuesta al tratamiento que BL1 (Masuda et al., 2013).
Es un subgrupo controvertido y, en algunos casos, han sido considerados como artefactos
atribuidos a la contaminacion de células de epitelio sanas con células de baja malignidad

contenidas en un tumor mamario (Peppercorn, Perou and Carey, 2008).

La variabilidad génica heredada y la adquisicion de aberraciones genémicas pueden contribuir en
gran medida a la carcinogénesis debido a la variacién genética expresada. Si bien los genes que
con mayor frecuencia mutan en cancer de mama son p53, PIK3CA, GATA3, MYC, CCDNL1,
PTEN, FGFR1, RB1, ERBB2 y MAP3K1 (Nik-Zainal et al., 2016; Pereira et al., 2016) , s6lo
p53, PIK3CA y GATA3 han mostrado una incidencia superior al 10% (Koboldt et al., 2012). Para
entender estas aberraciones, como cambios en la expresion genética dentro de esta clasificacién
molecular anteriormente expuesta, el Consorcio Internacional de Cancer de Mama de Taxonomia
Molecular (METABRIC) integré en un mismo analisis mas de 2000 alteraciones génicas y
perfiles de expresion genéticos (Curtis et al., 2012). Como resultado, 10 subgrupos (IntClust,
“integrative clusters”) se integraron y asociaron segun las distintas aberraciones en el nimero de
copias y de los cambios de expresion genética. Los hallazgos en los diferentes IntClust han sido
validados por otros autores (Ali et al., 2014) y, a continuacion, destacaremos algunos de ellos.
Asi, IntClust 1, 2, 3, 6, 7 y 8 son eminentemente ER+ y subtipo luminal. IntClust 1 generalmente
es subtipo luminal B y presenta un prondstico intermedio caracterizado por la amplificacion del
gen 17¢23. Ademas, es frecuente encontrar mutaciones en GATA3, distinguiéndose de otros
tumores luminal B. IntClust 2 incluye a los subtipos luminal Ay B y muestra amplificados el gen
11q13/14, la regién de genes de resistencia conocida como CCND1 (11g13.3), EMSY (11g13.5),
PAK1 (11914.1) y RSF1 (11g14.1). Este IntClust se asocia con los procesos tumorales mamarios

con peor pronostico dentro de los subtipos luminal. IntClust 3, 7 y 8 estdn mayoritariamente
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integrados en el cancer luminal Ay presentan un buen pronostico. Mientras que IntClust 3 posee
pocas alteraciones gendémicas y es uno de los subgrupos de mayor prevalencia, IntClust 7 y 8
incorporan un nivel intermedio de alteraciones genéticas. IntClust 6 abarca al luminal Ay B, tiene
un pronostico intermedio y presenta una ampliacion especifica en el locus 8p12. IntClust 4,5y 9
pueden presentarse en los subtipos luminal A y no luminal. Tanto IntClust 4 como el 3 son
altamente frecuentes. No obstante, IntClust 4 exhibe una extensa infiltracion linfocitica. IntClust
5 presenta altos niveles amplificados en 17ql2 abarcando el subtipo luminal B y HER2
sobreexpresado. Son varios los subtipos en los que se presenta IntClust 9, caracterizandose por
un prondstico intermedio de la enfermedad. IntClust 10 esta en su mayoria en el subtipo BLCC,
tiene una alta inestabilidad gendémica y raramente muestra niveles altos de amplificaciones. Todos
ellos quedan resumidos en la “Tabla 3. Resumen de las caracteristicas principales del subtipo

molecular”.
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SUBTIPO
INTRINSECO

Luminal A

Luminal B

HER2
sobreexpresado

BLBC

PERFIL
MOLECULAR

Alta expresion de genes epiteliales
luminales y genes asociados a ER-.

Baja expresion de genes epiteliales
luminales y genes asociados a ER-.
Mayores niveles de proliferacion y de
genes asociados a HER2.

Baja expresion de los genes asociados
a ER-. Alta expresion de genes
asociados a HER2.

Alta expresion de genes proliferativos
y de epitelio basal. Baja expresion de
genes asociados a ER-y HER2-.

PERFIL
GENETICO

Mutaciones en PIK3CA,
MAPK3K1y GATAS.

Similar al luminal A pero
con mayor P53.

Amplicon HER2 y
sefializacion EGFR/HER2.

Mutacién TP53. Pérdidad
de BRCAL. Alta
sefializaiion PI3K7/AKT.

PERFIL
INMUNO-

HISTOQIMICO

ER+, PR >20%,
HER2-, Ki67 bajo.

ER+, PR <20% /0

HER2+ /0 Ki67 alto.

ER-, PR- y HER2+.

ER-, PR-y HER2-.

PERFIL
ADN IntClust PRONOSTICO
Amplificacion IntClust 2 Malo.
11q133/14
Inestabilidad génica IntClust 3 Buena.
baja.

- IntClust 4 Buena.
Amplificacion 8p12. IntClust 6 Intermedia.
Amplificacién 8q. IntClust 7 Buena.

- IntClust 8 Buena.
Amplificacion 17¢23. IntClust 1 Intermedia.
Mutacion GATAS.
Amplificacion IntClust 2 Malo.
119133/14
Amplificacion HER2. IntClust 5 Malo.
Amplificacion 8p12. IntClust 6 Intermedia.
Amplificacion 20g. IntClust 9 Intermedia.
Amplificacién HER2. IntClust 5 Malo.
Elevadas alteraciones | 1ntClust 10 Malo.

genéticas.

- IntClust 4 Buena.

Tabla 3. Resumen de las caracteristicas principales del subtipo molecular (Tsang and Tse, 2020).
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2.1.3. — Pronéstico del cancer de mama.

Se puede entender como factores prondsticos aquellos que ayudan a la valoracion de los
tratamientos mas adecuados segun las caracteristicas presentes en cada tipo de cancer de mama.
La clasificacion de la enfermedad en diferentes grados es un pronéstico muy util, que se utiliza
rutinariamente como pieza integral en la toma de decisiones médicas y/o quirurgicas, siendo uno
de los mas utilizados el indice prondstico de Nottingham (Mook et al., 2009). En dicha
clasificacion se tienen en cuenta las caracteristicas transcripcionales y genéticas (lvshina et al.,
2006; Sotiriou et al., 2006; Sotiriou and Pusztai, 2009; Weigelt, Baehner and Reis-Filho, 2010).
Esta aproximacion a la enfermedad abarca desde el punto de vista histopatolégico y la
diferenciacion de tubulos hasta el pleomorfismo nuclear y la proliferacion celular, entendida como
indice mitético. Estas caracteristicas, junto con las modificaciones de la clasificacion Scarff
Bloom Richardson ampliamente aceptadas, evallan cada proceso con una puntuacion numérica

de 1 a 3, obteniendo la suma total como valor prondstico de cada tumor de mama.

La clasificacion TNM publicada por el Comité Conjunto Americano del Cancer (AJCC) evalla
conjuntamente la informacidn clinica y patoldgica a través del estudio del tamafio del tumor (T)
(TX, Tis, T1, T2, T3, T4; ver Tabla 4), la situacion de los linfonodos regionales (N) (NX, NO,
N1, N2, N3; ver Tabla 5) y las metéstasis distales (M) (MO, cMo(i+), M1; ver Tabla 6). Esta
clasificacién subdivide en 5 grados la enfermedad (0, I, I, Il y V). Ademas, tiene en cuenta la
caracterizacion de los marcadores histopatolégicos méas utilizados (PR, ER, HER2) (Hammond
et al., 2010; Weiss et al., 2018) Este sistema supera las limitaciones de otros anteriores, ya que
atiende a parametros biolégicos y anatomicos con valor predictivo y de prondstico,

proporcionando una mayor certeza si se compara con otros (Weiss et al., 2018).

Clasificacion TNM. TUMOR (T).

TX =» Tamafrio del tumor no evaluado. T2 =» Ancho del tumor >2 cm y <5 cm.

Tis =» Carcinoma ductal in situ (CDIS). T3 =» Ancho del tumor > 5 cm.

T4 =>» Las dimensiones del tumor afectan otras

T1 =» Ancho del tumor <2 cm.
estructuras.

T1IMi (tumor<0.1 cm). T4a (el tumor se extiende a la pared torécica).
T1a (0.1 cm < tumor < 0.5 cm). T4b (el tumor se extiende a la piel y seno).
T1b (0.5 cm < tumor < 1 cm). TA4c (el tumor se extiende a la pared toracica y piel).
T1C (1 cm < tumor <2 cm). T4d (carcinoma inflamatorio).

Tabla 4. Clasificacion TNM. TUMOR (T). (American Joint Commitee on Cancer, 2010; Sobin, Gospodarowicz and
Wittekind, 2011).
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Clasificacion TNM. LINFONODO (N).

N2 =>» Células cancerigenas en linfonodos axilares en

NX =» Linfonodos no evaluados. -
contacto con los tejidos adyacentes.

N2a (metastasis en linfonodos axilares en contacto con

NO = No células cancerigenas en linfonodos regionales.
otras estructuras).

N1 =» Células cancerigenas en linfonodos axilares pero no N2b (metastasis en linfonodos mamarios internos
en contacto con los tejidos adyacentes. detectados previamente).
lemi (linfonodos con micrometastasis). N3 =>» Células cancerigenas en estructuras no adyacentes.

pN1a (1-3 linfonodos con metastasis con al menos 1 con

N3a (metastasis en linfonodos debajo de la clavicula).
tumor > 2 mm).

leb (metastasis en linfonodos mamarios internos, no N3b (metastasis en linfonodos axilares y debajo del
detectados previamente). esterndn).

PN1c (1-3 linfonodos con metéstasis en axilares y

. N3C (metéstasis en linfonodos debajo de la clavicula).
mamarios profundos).

Tabla 5. Clasificacion TNM. LINFONODO (L). (American Joint Commitee on Cancer, 2010; Sobin, Gospodarowicz
and Wittekind, 2011).

Clasificacion TNM. METASTASIS (M).

MO =» No signos de expansién del | CMo(i+) =» No signos de expansion del M1 =» Metastasis a otras regiones
cancer. cancer pero detectado laboratorialmente. corporales.

Tabla 6. Clasificacion TNM. METASTASIS (M). (American Joint Commitee on Cancer, 2010; Sobin, Gospodarowicz
and Wittekind, 2011).

Si dividimos la enfermedad en 5 grados o etapas, apoyandonos en toda la informacién
anteriormente expuesta, obtenemos la reclasificacion numérica siguiente (American Joint
Commitee on Cancer, 2010; Sobin, Gospodarowicz and Wittekind, 2011).

# Estadio 0: Son procesos tumorales en los que no ha habido una invasion a otros tejidos.

Esta enfermedad es in situ, siendo el CDIS el que engloba la mayoria de los diagndsticos.

# Estadio 1: Se aprecia en este punto el cancer, pero esta definido en el tejido mamario o
bien en un linfonodo cercano al seno. Se trata de una de las fases mas tempranas del
cancer de mama. A su vez, puede dividirse en estadio 1A cuando el tumor es <2 ¢cm y no
hay afectacion méas all4 del seno mamario; y en estadio 1B cuando hay afectacion de

linfonodos cercanos a la mama y en el seno no hay tumor o uno <2 cm.

# Estadio 2: En esta ocasion el cancer esta tanto en el seno como en los linfonodos cercanos

a él. Continuamos dentro de las fases iniciales del proceso cancerigeno y, del mismo
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modo que en apartado anterior, habra una subclasificacion en: estadio 2A si 2 cm < tumor
<5 cm y no hay afectacion en ninglin linfonodo, o bien, no hay tumor o tumor <2 cm
junto con afectacion de 1-3 linfonodos axilares y/o proximos al esternon; estadio 2B si
tumor > 5 cm sin afectacion de ningun linfonodo, o si 2 cm < tumor < 5 afectandose de

1-3 linfonodos axilares y/o préximos al esternén.

# Estadio 3: Se podria explicar como una fase progresiva y localizada del cancer, es decir,
existe un avance del proceso tumoral afectando a regiones adyacentes como linfonodos
del propio seno, piel de la mama o pared toracica. En este caso también vamos a
subclasificar este proceso en 3 subgrupos. En el estadio 3A se incluyen los procesos
tumorales en los que no se ha detectado tumor en el seno, pero hay afectacion de entre 4-
9 linfonodos axilares y/o adyacentes al esternon, o aquellos procesos con un tamafio
tumor > 5 con afeccion de linfonodos axilares y/o adyacentes al esternon. Nos hallaremos
en el subestadio 3B si el tumor ha invadido la piel de la mama o la pared toracica
(costillas, musculos, piel o tejido conectivo). Pueden aparecer hinchazon, inflamaciones
y Ulceras, como en los casos de cancer de mama inflamatorio (CMI). También puede
presentar afectacion de hasta 9 linfonodos circundantes. El siguiente subgrupo es el
subestadio 3C al detectarse un tumor de cualquier tamafio en el seno, 0 no detectarse
(CMI), unido a hinchazon/dlceras en la mama (puede haber afectacion de las estructuras
de la pared torécica) y tener, ademas, una de estas afecciones: > 10 linfonodos axilares
afectados, linfonodos afectados alrededor de la clavicula o afectacion de linfonodos

axilares y cerca del esternon.

# Estadio 4: Fase final de la enfermedad. En este punto se ha producido una extension del
tumor a otras regiones corporales distantes. Se le denomina cancer avanzado, cancer
mamario secundario o cancer de mama metastatico. En esta fase, el cancer se considera
incurable y podemos encontrar tumores de cualquier tamafio, linfonodos en mayor o
menor grado de afectacion y metastasis en otras partes del cuerpo, normalmente cerebro,

pulmén, higado y hueso.

A continuacién, se presenta la tasa de supervivencia durante los 5 afios consecutivos al
diagnostico de cancer de mama de una poblacidn de mujeres de Reino Unido desde 2013 hasta
2017 en la “Figura 8. Tasa de supervivencia a 5 afios desde su diagnostico de una poblacion de

mujeres en Reino Unido” (Cancer Statistics in the UK, 2020).
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ESTADIOS DEL CANCER DE MAMA

Figura 8. Tasa de supervivencia a 5 afios desde su diagnéstico de una poblacién de mujeres en Reino Unido (Cancer
Statistics in the UK, 2020).

2.2. HOMEOSTASIS DEL ION CALCIO (Ca®") INTRACELULAR.

El Ca®* es un de los mensajeros intracelulares mas universales que interviene en el control de la
célula desde el proceso de fertilizacion hasta la muerte celular programada o apoptosis. Entre
estos dos momentos, estd directa o indirectamente implicado en otros procesos como el
crecimiento celular, la proliferacién, la expresion génica, la motilidad celular, la contraccién
muscular, el metabolismo y actividad enzimatica, la regulacién de ATPasas y citoesqueleto, la
secrecion y agregacion plaquetaria y procesos de quimiotaxis (Berridge, Bootman and Roderick,
2003; Parkash and Asotra, 2010; Berridge, 2012; Islam, 2020). Para un nimero cada vez mayor
de procesos biologicos, se han encontrado cambios espaciotemporales definidos por las
concentraciones de Ca?* citoplasmatico y/o en organulos celulares. En las células eucariotas, es
uno de los segundos mensajeros intracelulares ubicuos mas abundante y secretados como
consecuencia de diferentes procesos asociados a su transporte en la membrana plasmatica o en
los organulos intracelulares, aunque también puede intervenir como primer mensajero en
sefializaciones intracelulares de calcio.

La concentracion de calcio citoplasmatica [Ca?']. es hasta 20.000 veces menor que la existente

en el exterior celular (Bagur and Hajndczky, 2017). Debido a la accion en la membrana plasmatica
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de ATPasas transportadoras de Ca** (PMCA), los intercambiadores de Na*/Ca®* (NCX) y las
proteinas de union a Ca?*, las concentraciones de Ca?* citoplasmaticas en células no excitables se
sittan en torno a 10-100 nM, muy por debajo de la concentracion sanguinea (5 mM) (Berg,
Tymoczko and Stryer, 2002) y extracelular (~ 1.2 mM) (Bygrave and Benedetti, 1996).
Determinados estimulos externos hacen responder a las células mediante un aumento de [Ca*"].
en forma de oscilaciones de Ca®* que regulan, a su vez, diferentes proteinas y desencadenan
nameros procesos (Figura 9. Principales mecanismos celulares implicados en la regulacion del

Ca?*intracelular).

Espacio Extracelular .
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Figura 9. Principales mecanismos celulares implicados en la regulacion del Ca?*intracelular.

La concentracion intracelular de Ca®" varia segin su localizacion. Asi, la concentracion
citoplasmatica en células en reposo es del orden de 10-100 nM, similar a las encontradas en la
matriz nuclear y mitocondrial — hasta 0.5-1 mM en el interior mitocondrial segin (Montero et al.,
2000; De La Fuente et al., 2012) —. Sin embargo, existen pequefios reservorios de Ca*" que pueden
almacenar y mantener altas concentracion de este ion en el interior celular en valores de 0.5-2
mM (De la Fuente et al., 2013). El principal reservorio es el reticulo endoplasmico (RE) y, en
células musculares, el reticulo sarcoplasmico (Morgan et al., 2011), aunque también pueden
encontrarse en mitocondria, granulos de secrecion y nicleo (Putney, 1999). Si se eleva la [Ca®'].,
la ATPasa del reticulo sarcoendoplasmico (SERCA) rellena los reservorios de Ca* reticulares y,
en menor medida, el uniportador mitocondrial de Ca?* (MCU) aumenta la concentracion de Ca**

en la mitocondria, manteniéndose bajo control la homeostasis de la [Ca?']..

No obstante, una gran variedad de estimulos (despolarizaciones de membrana, moléculas de

senalizacion extracelular, mensajeros intracelulares...) pueden promover un incremento subito en
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la [Ca?"] desde 10-100 nM hasta > 1 pM (Bagur and Hajnoczky, 2017). Esta subida se caracteriza
por la entrada masiva de iones Ca?* del medio extracelular, via canales de Ca** de la membrana
plasmética (MP), o bien mediada por los reservorios intracelulares, via receptor 1,4,5-trifosfato
(IPsR) y receptor de rianodina (RyR), mayoritariamente desde el reticulo endoplasmico (RE). El
aumento en la [Ca®']. suele ser abrupto, seguido de una disminucion en la [Ca*]., mediante
maltiples mecanismos de retroalimentacion positiva y negativa que armonizan, en perfecta
sincronia, la homeostasis de Ca®* hasta sus valores iniciales. Las proteinas implicadas en este
proceso van a presentar diferentes umbrales de actividad dependiendo de su funcion. Asi, por
ejemplo, las bombas PMCA y SERCA responden a moderadas elevaciones de la [Ca®']. y
restablecen las concentraciones en reposo, ya que presentan alta afinidad por el ion Ca*" y baja
tasa de bombeo (~30 y ~10 Hz, respectivamente) (Lytton et al., 1992; Juhaszova et al., 2000),
mientras que NCX y MCU muestran menor afinidad para el Ca®* y mayor bombeo, 150-300 Hz
para NCX (Boyman et al., 2009), limitando amplias oscilaciones en la [Ca**].. Cada tipo celular
presenta, por consiguiente, una combinacion Unica y definida de canales y bombas para
caracterizar una sefial de Ca®* intracelular adaptada a sus necesidades fisiologicas (Berridge, Lipp
and Bootman, 2000).

La via mas comin que ejerce un incremento en la [Ca®*]. es la activacion de la fosfolipasa C
(PLC) como se muestra en la figura 10. Son varios los receptores de la superficie celular,
receptores acoplados a proteinas G y receptores tirosina cinasa (RTK), los que activan a distintas
isoformas de la PLC. Tras su activacion, la PLC hidroliza el fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP-)
dando lugar a los segundos mensajeros inositol 1,4,5-trifosfato (IPs) y diacilglicerol (DAG)
(Michell, 1975; Berridge, 1984) que activan la proteina cinasa C (PKC) (Nishizuka, 1992). El
inositol 1,4,5-trifosfato (1Ps) activa el receptor del 1,4,5-trifosfato y se libera Ca?" desde el RE. El
Ca?" se une al dominio C2 de los subtipos PKCa, 1, B2 y y e inicia una translocacion a la
membrana para coincidir en el sitio activo de unién de DAG en la PKC (Maeda, Niinobe and
Mikoshiba, 1990). La DAG cinasa (DGK), fosforila a DAG en acido fosfatidico y la fosfolipasa
A2 (PLAZ2), por su parte, puede liberar al acido araquidénico (AA) de la MP, generandose, entre
otras, una gran cantidad de moléculas bioactivas (Berridge, 2012). Ademas de mediar la
liberacién de calcio en estas células, los receptores 1,4,5-trifosfato forman homotetrameros y
heterotretAmeros para interactuar con mas de 100 proteinas y moléculas de sefalizacién,
entrelazando diferentes vias integradas en procesos de apoptosis, autofagia y desarrollo del

cancer.
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Figura 10. Representacion esquematica de la via de activacion de la fosfolipasa C (PLC) en la célula.

La ruta de sefializacion de Ca®" comprende los siguientes pasos: estimulo de partida que iniciara
la sefializacion de Ca?", activacion sucesiva de los diferentes mecanismos que aumentan la [Ca?*],
activacion de los procesos celulares asociados a tal aumento y, finalmente, la activacion de los
mecanismos que ayudan a restablecer la [Ca®']. (Berridge, 2001). El incremento de la [Ca®*].
presenta una gran variabilidad en cuanto a la velocidad, amplitud y patrén espacio-temporal,
aportando una infinidad de respuestas celulares (Bootman et al., 2001) que, junto con los

mecanismos de restauracion de la [Ca"]., se integraran en la biologia celular.

2.2.1. — Mecanismos que aumentan la [Ca?']..

Gracias a una serie de canales de membranas, entre otros, van a existir mecanismos que
contribuyen a la entrada del ion Ca®* desde el medio extracelular hasta el citoplasma o bien desde
reservorios internos. Pueden aparecer sobreexpresados en la mayoria de tipos celulares,
especialmente en los tejidos excitables. Comprenden una gran familia de genes, todos ellos
altamente relacionados entre si y sumamente complejos. A su vez, estos mecanismos pueden
dividirse en dos grandes grupos, aquellos que aumentan la [Ca®"]. desde el exterior celular o bien

lo hacen desde los reservorios intracelulares.

2.2.1.a. Entrada de Ca?" desde el medio extracelular.
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La entrada de calcio desde el medio extracelular a través de canales de membrana es esencial para
las diferentes actividades fisioldgicas de la célula. En muchas ocasiones, la liberacion por parte
de los reservorios intracelulares es insuficiente y la suma del gradiente, abrupto y subito, por parte
de los mecanismos de membrana es primordial. Cada uno de estos mecanismos presenta unas
propiedades biofisicas propias y nos permiten clasificarlos a continuacion: (Figura 11.
Mecanismos responsables de la entrada de Ca?* desde el medio extracelular):

_ Espacio Extracelular
2" mensajero

SMOCs

Citoplasma

Figura 11. Mecanismos responsables de la entrada de Ca?* desde el medio extracelular.

# Entrada de Ca®* a través de canales idnicos activados por voltaje (VOCs).

Una vez se produce la despolarizacion de la membrana, el Ca®* que ingresa a la célula a través
de canales de Ca®" activados por voltaje sirve como el segundo mensajero de la sefializacion
eléctrica, iniciando muchos eventos celulares diferentes (Catterall, 2011). Estos canales son
efectores muy necesarios para los incrementos transitorios del Ca®* en el interior celular. Abundan
y estan muy bien caracterizados. Se definen por ser altamente selectivos al Ca", lo que hace que
sean mas permeables si se compara con otros iones del entorno (Na* y K*). Forman complejos de
5 subunidades (a1, a2, B y 8) codificadas por diferentes genes y se dividen en subfamilias cuyas

funciones varian segun su implicacion biolégica (Dolphin, 2006; Catterall, 2010; Brini et al.,
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2013). Se ha observado que los VOCs tipo T (Cav3.1) integran parte de la proliferacion y
apoptosis en un tipo de células luminal B (Ohkubo and Yamazaki, 2012). Otros miembros de esta
familia, Cavl.2, se han asociado a la apertura de los canales implicados en el vaciamiento de los
depdsitos intracelulares de Ca®*, regulado por la region SOAR de STIM1 (Wang et al., 2010). En
células no excitables, los VOCs generalmente estan ausentes (Parekh and Penner, 1997; Parekh
and Putney, 2005) y la entrada de Ca®* se produce a través de canales i6nicos activados por
segundos mensajeros (SMOC), por receptor (ROC) o por el vaciamiento de los depdsitos
intracelulares de Ca®* (SOC). Muchos de estos canales pertenecen a la familia de los receptores
de potencial transitorio (TRPs) (Clapham, Runnels and Striibing, 2001; Minke and Cook, 2002;
Montell, Birnbaumer and Flockerzi, 2002; Vennekens et al., 2002). De ellos, algunos de los mas
importantes son: la subfamilia candnica (TRPC), la subfamilia vaniloide (TRPV) y la subfamilia
de melastatina (TRPM). En general, estos TRP tienden a tener conductancias bajas, actuando de
manera prolongada y sostenida en el tiempo sin aumentar abrupta y exponencialmente la

concentracion de Ca®" en el interior celular (Berridge, Bootman and Roderick, 2003).

# Entrada de Ca®* a través de canales idnicos activados por segundos mensajeros (SMOCS).

La apertura del canal esta controlada por un mensajero citosélico cuya produccion es el resultado
de la interaccion previa ligando-receptor (Meldolesi and Pozzan, 1987). Fisiol6gicamente
podemos encontrar algunos ejemplos, como son los canales dependientes de nucledtidos ciclicos
gue se encuentran en los sistemas sensoriales (Motiani, Stolwijk, et al., 2013) o la activacion de
canales Orai regulado por la sefializacion intracelular del acido araquidonico (Newton, Bootman
and Scott, 2016). De la misma forma, actuarian el 1P, en células endoteliales, la PKC en plaguetas
0 el DAG en diversos modelos celulares (Irvine, McNulty and Schell, 1999; Rosado and Sage,
2000). Este altimo induce la apertura de canales TRPC3 y TRPCS tras la activacion previa de

receptores de membrana.

# Entrada de Ca®* a través de canales idnicos activados por receptor (ROCs).

En ella participan los canales que se abren directamente como respuesta a la union de un ligando
externo y, ademas, permiten la entrada de Ca®. Aunque su activacion es directa, sin la
intervencidn de un segundo mensajero citosélico, la modulacién/regulacion por otros mensajeros
no puede ser excluida. Este tipo de respuesta es rapida, como ocurre en la transmision sinaptica
(Tsien and Tsien, 1990). Alguno de los ejemplos fisioldgicos mas relevantes son los siguientes:
los receptores ionotrépicos para el glutamato (Kennedy, 2016), los receptores purinérgicos, tales
como los gque expresan las plaquetas (P-2X; y P-2X7) que se abren al ser activados por ADP o
ATP (Berridge, Bootman and Roderick, 2003; Gachet, 2008) y los receptores nicotinicos de la

acetilcolina (NAChRs) que lo hacen al unirse a acetilcolina o nicotina, entre otros agonistas
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conocidos (Purves et al., 2008). Los receptores ionotropicos para el glutamato son de vital
importancia en la transmision de la excitacion nerviosa en el cerebro de los mamiferos. El
glutamato activa dos tipos de receptores, los receptores metabotropicos (MmGIuRs) y los
ionotropicos (iGIuRs). Estos ultimos, iGIuRs, son canales cationicos ligando-receptor no
selectivos clasificados segun la afinidad a distintos ligandos ademas del glutamato: AMPA (&cido
2-amino-3-hidroxi-5-letil-4-isoxazolepropionico), NMDA (N-metil-D-aspartato) y KA (kainato)
(Brini et al., 2013).

# Entrada de Ca* a través de canales ionicos activados por el vaciamiento de los depdsitos
intracelulares (SOCs).

Es un mecanismo ubicuo que permite la entrada de Ca*" a través de la membrana desde el medio
extracelular como respuesta a una deplecion previa de los depositos intracelulares de Ca®*,
principalmente del RE. Este mecanismo fue inicialmente descrito en células no excitables, pero
también se encuentran en algunas excitables como neuronas y células del musculo esquelético.
En células no excitables es el mayor mecanismo de entrada de Ca?" al interior celular y, como tal,

sera analizado en profundidad mas adelante.

2.2.1.b. Salida de Ca* desde los depdsitos intracelulares.

Las células presentan una variedad de canales, bombas y efectores que mantienen la [Ca®]. en
~100 nM. En muchos casos, se producird un incremento por la apertura de canales presentes en
los reservorios celulares. Esta liberacion caracteriza a la célula con uno de los principales
mecanismos de sefializacion metabodlica controlada por el Ca?* per se o por una variedad de
segundos mensajeros (Bootman, Berridge and Roderick, 2002) como el IP3;, ADP ribosa ciclica
(cADPR), nicotinato de adenina dinucleétido fosfato (NAADP) y esfingosina-1-fosfato (S1P),
que tanto estimulan como modulan la liberacion desde canales situados en los reservorios
internos, principalmente localizados en RE, Golgi y organelas acidicas del sistema endosomal
(Bootman, Berridge and Roderick, 2002). Estos canales incluyen desde IPsRs que responden a
IP; (previa hidro6lisis de PIP2) (Parys and De Smedt, 2012), RyR (Belevych et al., 2013), y los
canales que responden a nicotinato de adenina dinucleétido fosfato (NAADP) (Galione, 2011),
entre otros (ver Figura 12. Mecanismos responsables de la entrada de Ca?* desde los depésitos

intracelulares).
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Figura 12. Mecanismos responsables de la entrada de Ca?* desde los depésitos intracelulares.

@ Receptor IP; (IP3R).

La sefial inicial se desencadena desde receptores acoplados a proteina G (p.ej. receptores de
histamina) y receptores con actividad tirosina cinasa (RKT) (p.ej. receptores de factor de
crecimiento epidermal). Esto resulta en una activacién de distintas isoformas de la PLC que
escinde fosfolipidos de membrana para generar IP; y DAG. En el caso de la sefial desencadenada
por el receptor asociado a proteina G, la hidrolisis lipidica es mediada por la PLC[; mientras que
en la desencadenada por los RKT, la hidrdlisis la lleva a cabo la PLCy. Si el lipido hidrolizado es
PIP,, se produce IP; (Tsui and York, 2010). El sensor de DAG es un pequefio dominio globular
denominado C1, originalmente identificado en la PKC (Col6n-Gonzalez and Kazanietz, 2006).
La familia PKC esta codificada en 15 genes en humanos y se agrupa en 5 subfamilias (clasicas,
nuevas, atipicas, asociadas a PKD y asociadas a PKN) (Mellor and Parker, 1998). Las isoformas
convencionales de la PKC requieren la presencia coordinada del Ca*" (dominio C2) y el DAG
(dominio C1) para su activacion. Asi, la hidrolisis de PIP, proporciona Ca?* que se une al dominio
C2 yrecluta PKC citosolica hasta la membrana plasmatica, donde se le une el segundo mensajero
DAG incrustado en la membrana a través de su dominio C1, permitiendo que PKC fosforile

sustratos y transmita sefiales (Newton, Bootman and Scott, 2016).

El IPsR se encuentra localizado en la membrana del RE y, en menor medida, en la membrana
nuclear, en el aparato de Golgi y en vesiculas secretoras acidicas. Esta codificado por 3 genes y
constituido por homo o heterotetrameros de gran tamafio (2700 residuos) (1.2x10° Da) que se

incrustan en la membrana con una regién hidrofébica formada por seis hélices responsables de la
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agregacion de las cuatro subunidades necesarias para formar el canal activo (Chadwick, Saito and
Fleischer, 1990; Taylor and Richardson, 1991; Bosanac et al., 2005; Chan et al., 2010). Consta
de un dominio de unidn N-terminal (=500 residuos), un dominio de regulacion (<1600 residuos)
que contiene, entre otros, dos sitios de unién de ATP y los dominios de union para la calmodulina
y la proteina de unién a FK-506, y un dominio iénico C-terminal (=450 residuos) que une al
receptor IP; a la membrana plasmatica (Wu et al., 2002). La region N-terminal y C-terminal de
la proteina estan en la cara citosolica (Brini et al., 2013). La mitad de los canales se abren con
concentraciones de IP; < 1 uM. Ademas, los IPsR también estan regulados por ATP de manera
bifasica ya que bajas concentraciones de ATP disminuyen la actividad del canal y altas
concentraciones la aumentan (Betzenhauser et al., 2008). Con respecto a la calmodulina y a FK-
506 muestra estrechas uniones y también han sido relacionadas directamente con canales
activados por el vaciamiento de los depdsitos de Ca* (Yule, 2001; Schuster, Marhl and Hofer,
2002).

# Receptor de rianodina (RyR).

El receptor de rianodina (RyR) funciona como un canal de liberacion intracelular de Ca?* que
responde a incrementos locales en la concentracion de Ca®". Estan codificados por tres genes
diferentes con un patrdén de expresion variable. Asi, RyR1 se expresa en el musculo esquelético,
RyR2 en el corazdn, neuronas de Purkinje (cerebelo) y cortex cerebral, y RyR3 es mas ubiquo.
En general se presentan en RE con una estructura y funcion similar a IPsR. RyR forma
homotretameros conformando un gran canal (> 2x10° Da) (Zalk et al., 2015; Bai et al., 2016; des
Georges et al., 2016). El dominio C-terminal forma el poro y una region citosélica contiene el
sitio de unidn de los diferentes moduladores de RyR. Su actividad va a estar regulada por una
gran variedad de moléculas como rianodina (altas concentraciones), cCADPR, cafeina, PKA,
proteinas de union FK506, calmodulina, proteina cinasa Il calmodulina-dependiente/Ca?*,
calsecuestrina, triadina, junctina, Mg®*, ATP y Ca?* per se (liberacion de Ca® inducida por Ca
-CICR-) (Fill and Copello, 2002; Brini et al., 2013). EI Ca®* es el agonista clasico de los RyRs.
La [Ca?']. modula su activacion; asi, esta inactivado a muy bajas concentraciones de Ca?* (~ nM),
activo a bajas concentraciones (1-10 uM) e inactivo a altas concentraciones (> 1 mM)

(Bezprozvanny, Watras and Ehrlich, 1991).

# Canal proteico de liberacion de Ca** mediado por esfingolipidos en el RE (SCaMPER).

Canal localizado en el sistema sarcotubular y RE que responde a derivados de esfingolipidos
como la esfingosina-1-fosfato y la esfingosilfosforilcolina (Kindman et al., 1994) y libera Ca**
desde el RE independiente de la generacion de IP3; (Mao et al., 1996). Este canal de calcio esta

compuesto por 18laa abarcando dos dominios transmembrana, difiriendo estructuralmente de
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IPsR y RyR. No obstante, gran parte de su funcionamiento requiere un mayor estudio al no
conocerse con exactitud las condiciones fisioldgicas que lo rigen (Young et al., 2000).

# Intercambiadores de Na* / Ca*" mitocondriales (NCXm).

La concentracion libre de Ca®* dentro de la matriz mitocondrial controla la produccion de ATP y
otros procesos sensibles a la variacion de Ca?*. Para alcanzar las concentraciones dptimas, existe
un balance entre el flujo de Ca*" hacia el interior a través del uniportador mitocondrial (MCU) y
el intercambiador de Na* / Ca®* mitocondrial (NCXm) donde el ratio de transporte del ion Ca** a
través del NCXm es significantemente menor que por el uniportador (Wingrove and Gunter,
19864a, 1986b). En 2010, se identificé un canal de la membrana interna mitocondrial de 60 kDa
responsable del intercambio Na* / Ca*" capaz de liberar al exterior un ion Ca®" e introducir tres
iones Na* o Li* (Palty et al., 2010; Marinelli et al., 2014; Tsai et al., 2014). No obstante, cambios
en la polarizacion mitocondrial podrian revertir la direccion de los iones, introduciendo Ca*" al

interior (Samanta, Mirams and Parekh, 2018).

# Receptores del nicotinato de adenina dinucledtido fosfato (NAADP).

Los reservorios acidicos se componen de organelas del aparato endolisosomal y Golgi que
aparecen como importantes reservorios de Ca** (Morgan et al., 2011). Tanto es asi que, durante
su formacion, pueden pasar de concentrar desde 30 uM (Morgan et al., 2011) hasta los 500 — 600
uM (Christensen, Myers and Swanson, 2002; Lloyd-Evans et al., 2008; Morgan et al., 2011). El
NAADP libera Ca?* desde estos lisosomas y endosomas (Zhu et al., 2010; Galione, Parrington
and Funnell, 2011; Patel et al., 2011; Lee, 2012) actuando a concentraciones muy bajas ( ~ nM)
(Chini, Beers and Dousa, 1995; Hon Cheung Lee and Aarhus, 1995). EI NAADP es un derivado
desaminado del nicotinadenin dicnuclettido fosfato (NADP) sintetizado en las mitocondrias
(Liang et al., 1999) que actla de manera independiente a mecanismos asociados a CIRC (Chini
and Dousa, 1996) a través de su receptor, el canal de doble poro. Este canal estd compuesto por
dos dominios homologos (DI y DII), cada uno contiene 6 a-hélices transmembrana con un poro
de entrada entre la quinta y la sexta (Ishibashi, Suzuki and Imai, 2000; Calcraft et al., 2009).
Ademas, estudios complementarios sugieren dos sitios de unién para el NAADP, uno inhibidor
de alta afinidad y otro activador de baja afinidad (Rosen et al., 2009). También se ha sugerido la

participacion de un intermediario entre el NAADP y sus receptores (Lee, 2012).

# Receptores nucleares.

La envoltura nuclear engloba a la extension del nucleoplasma hacia el citosol y en ella se hayan

presentes numerosos poros nucleares. Estas estructuras complejas forman aberturas con un

62



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

didmetro de 9 nm aproximadamente que permiten el paso de &cidos nucleicos, proteinas y otras
macromoléculas. Si no existiese ningin mecanismo de cierre temporal, las concentraciones de
Ca? nuclear y citosdlicas se igualarian inmediatamente. Son varias las investigaciones que han
comprobado la sefializacion de Ca®* utilizando diversos indicadores (Brini et al., 1993; Allbritton
et al., 1994) y han demostrado que la cinéticas para los aumentos de Ca*" nuclear y citosolico
eran indistinguibles, lo cual sugiere una difusion libre de Ca?* a través de la envoltura nuclear.
Ademas, otros grupos han encontrado IPsR y RyR en la envoltura nuclear (Hennager, Welsh and
DeLisle, 1995; Santella and Kyozuka, 1997), bombas de Ca** y la mayoria de enzimas presentes
en el ciclo del IP3 (Divecha, Banfi¢ and Irvine, 1993; Martelli et al., 2001), e incluso se ha
demostrado el papel del Ca®* en su liberacion del nucleoplasma (Echevarria et al., 2003;
Guatimosim et al., 2008). Sin embargo, deben realizarse mas estudios para comprender todas las

condiciones fisioldgicas que rigen la homeostasis del Ca®* en este punto.

En las células, ademas de estos receptores, van a coexistir un conjunto de proteinas de union a
calcio que modulan en cierta medida tanto sus concentraciones en los compartimentos
intracelulares como su sefializacién. Asi, los agregados de parvalbumina y calbindina D-28k
tienen una elevada afinidad por el Ca?*y modulan la sefializacion calcica intracelular de manera
espacio-temporal (Schwaller, 2010). Las proteinas de union de Ca** del RE (p. ej. calsecuestrina,
calreticulina, GRP78 y GRP94) facilitan la acumulacién de grandes cantidades de este ion,
necesarias para una sefalizacion celular rapida (Prins and Michalak, 2011). También la
mitocondria puede amortiguar, en mayor o menor medida, incrementos de la [Ca®']. a través de
su uniportador (MCU) que desarrollaremos mas adelante (Rizzuto and Pozzan, 2006). Este
incremento del ion Ca?* en el interior de la matriz mitocondrial estimula el ciclo del &cido citrico
para producir mas ATP. Aunque la carga de Ca?" en la mitocondria se asocia a la prevencion de
procesos autofagicos, excesivas sobrecargas de este ion pueden inducir apoptosis (Baumgartner
et al., 2009).

2.2.2. — Mecanismos que restablecen la [Ca?']..

Para mantener la correcta homeostasis del Ca®* citosolico, la célula cuenta con una bateria de
mecanismos de expulsion de este ion cuyo propésito es finalizar con la sefial desencadenada por
el estimulo inicial. Asi, tras la entrada en la célula de Ca®" exterior y/o liberacion desde los
reservorios intracelulares, una serie de bombas, canales e intercambiadores iGnicos se activaran
para retornar a los valores normales de [Ca?'].. Estos sistemas de expulsion se pueden dividir en
los albergados en la membrana celular y en aquellos que se presentan en las membranas de las
organelas internas, representados en la “Figura 13. Principales mecanismos de restablecimiento
de [Ca®*].”.
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Figura 13. Principales mecanismos de restablecimiento de [Ca?*]..

2.2.2.a. Sistemas de expulsion de Ca*" de membrana plasmatica.

# Bomba ATPasa de Ca®* de la membrana plasmatica (PMCA).

Esta ATPasa estd ampliamente expresa en la mayoria de tejidos y es esencial para mantener bajas
las [Ca*]. previo al estimulo en todas las células eucariotas (Bruce, 2018). La PMCA esta
codificada por cuatro genes diferentes dando lugar a cuatro isoformas (PMCAL-4), presentando
una localizacién y funcion variable segin la isoforma predominante (Neysess, Reinlib and
Carafoli, 1985; Furukawa, Tawada and Shigekawa, 1988; Smallwood, Glgi and Rasmussen,
1988; Monteith, Wanigasekara and Roufogalis, 1998; Zylinska et al., 1998; Strehler and
Zacharias, 2001) PMCA1 y PMCA4 son las isoformas mas distribuidas en todas las células
eucariotas mientras que PMCA2 y PMCAS3 se presentan principalmente en células excitables
(Greeb and Shull, 1989). La PMCA mantiene las [Ca*']. por debajo de los 300 nM (~100 nM)
gracias a su elevada afinidad por el ion Ca®* (kd ~ 0.2 uM) (Szész et al., 1978; Carafoli, 1991,
1994) y, en células no excitables, es el mayor mecanismo de flujo de Ca** (Muallem, Beeker and

Pandol, 1988). Estructuralmente, la PMCA se compone de 10 dominios transmembrana con dos
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bucles y ambos extremos (N- y C-terminal) citosélicos. (Monteith, Wanigasekara and Roufogalis,
1998; Strehler and Zacharias, 2001)

El dominio N-terminal es muy variable dependiendo de la isoforma (Stauffer, Guerini and
Carafoli, 1995) y presenta una region 14-3-3 de union inhibitoria (Rimessi et al., 2005; Linde et
al., 2008). El primer bucle citosolico se aloja entre el segundo y el tercer dominio transmembrana
y, ademas de contar con una region estimuladora de union a fosfolipidos (Zvaritch et al., 1990;
Brodin et al., 1992), forma parte del subdominio inhibitorio de unién a calmodulina (CaM)
(Falchetto, Vorherr and Carafoli, 1992). El segundo de los bucles se sita entre el cuarto y quinto
dominioy contiene el lugar de unién al ATP y, a su vez, presenta la segunda parte del subdominio
inhibitorio de union a CaM, conformandose en su totalidad con la region correspondiente del
dominio C-terminal (James et al., 1988; Falchetto et al., 1991). Asi, cuando la [Ca®*]. aumenta,
la union del ion Ca®* al sitio de unién inhibitorio de la CaM induce un cambio conformacional
que favorece el paso de estos iones a través de la PMCA (Carafoli, 1994). El dominio C-terminal
también contiene sitios de union adicionales a Ca*" (Hofmann et al., 1993) y sitios de union a
fosfolipidos (Niggli and Adunyahffj, 1981; Niggli, Adunyahs and Carafoli, 1981) que
incrementan la afinidad de la PMCA por ATP e iones Ca®*. EI PIP; es un importante estimulante
de la PMCA e induce aproximadamente el 50% de su actividad (Carafoli, 1991, 1994). (Figura

14. Estructura de la bomba ATPasa de Ca?* de la membrana plasmética (PMCA)).
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Figura 14. Estructura de la bomba ATPasa de Ca?* de la membrana plasmatica (PMCA).

# Intercambiadores Na* / Ca?* de membrana plasmatica (NCX).
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En muchos tipos celulares la reduccion de la [Ca*"] via membrana plasmatica se lleva a cabo por
los intercambiadores Na* / Ca** de membrana que, junto a la PMCA, se encargan de mantener las
condiciones idéneas para las distintas funciones celulares (Hille, 1992; Berridge, Bootman and
Roderick, 2003; Khananshvili, 2013, 2014). EL NCX es un sistema proteico antiportador que
envia al exterior iones Ca** desde el interior celular. Para ello, usa energia asociada a un gradiente
electroquimico favorable de paso de iones Na* a través de membrana para transportar en contra
de gradiente iones Ca** (Yu and Choi, 1997). Exactamente, introduce al interior celular 3 iones
Na* para expulsar al exterior un solo ion Ca®** (Reeves and Hale, 1984; Blaustein and Lederer,
1999; DiPolo and Beaugé, 2006; Khananshvili, 2013, 2014) en un proceso durante el cual ambos
tipos de iones encadenan pasos consecutivos a través del conjunto proteico del NCX
(Khananshvili, 1990). En mamiferos, se agrupan genéticamente en tres isoformas (NCX1-3)
conformando hasta 17 variantes expresadas en tejidos diferentes (Blaustein and Lederer, 1999;
Philipson and Nicoll, 2000). Estructuralmente, se creia que se componia de 9 dominios hélices
transmembrana (Nicoll, Ottolia and Philipson, 2006) pero estudios cristalograficos posteriores
describen 10 hélices transmembrana con dos mitades pseudosimétricas (Giladi et al., 2016), en
las cuales se insertan bucles (dominios reguladores) (Matsuoka et al., 1993) responsables de la

regulacién célcica (Nicoll et al., 2006; Besserer et al., 2007).

Una pequefia mencion para nombrar a los intercambiadores Na* / K* / Ca** (NCKX). Los NCKX
difieren de los NCX en su capacidad de intercambiar un ion Ca?*y un ion K* por 4 iones de Na*.
Aunque estructuralmente comparten muchas similitudes con los NCX, estos intercambiadores
estan compuestos por 11 dominios transmembrana y muestran un bucle citosolico entre TM5 y
TMG6 (Altimimi and Schnetkamp, 2007).

2.2.2.b. Sistemas de captacion de Ca*" de reservorios internos.

# Bomba ATPasa de Ca®* del RE (SERCA).

La ATPasa de Ca®* del reticulo sarco(endo)plasmico (SERCA) media el transporte de Ca**
citosolico en contra de gradiente e impulsado por ATP hacia los reservorios intracelulares de Ca?,
como el reticulo sarcoplasmico y endoplasmico (Meis and Vianna, 1979; Inesi, Sumbilla and
Kirtley, 1990; MacLennan, Rice and Green, 1997; Lee and East, 2001). La bomba SERCA
pertenece a las familias de las ATPasas tipo-P que incluyen la PMCA, Na*/ K* ATPasay H* / K*
ATPasa. Todas ellas se distinguen del resto por la formacién obligatoria de un intermediario
aspartil fosforilado como parte de su ciclo catalitico (Toyoshima and Inesi, 2004; Bublitz, Preben
Morth and Nissen, 2011). Se presenta como un Gnico polipéptido de 110 kDa localizado en la
membrana del RE. Este tipo de ATPasas tipo-P transfieren un grupo fosfato proveniente del ATP

hasta un residuo aspartato en su dominio catalitico, produciéndose un cambio conformacional.
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Esta hidrolisis de una molécula de ATP es aprovechada para el transporte, en contra de gradiente,
de 2 iones Ca?* a través de las membranas bioldgicas. Durante este proceso, una parte de la energia
quimica se desprende en forma de calor (Olesen et al., 2004, 2007; Serensen, Mgller and Nissen,
2004; Toyoshima and Mizutani, 2004; Toyoshima, Nomura and Tsuda, 2004; Toyoshima, 2008).
A lo largo de este proceso se van a producir, secuencialmente, diferentes transiciones.
Inicialmente, el Ca®* se dirige a su sitio de union altamente especifico localizado en la cara
citosélica. Una vez unido, se desencadena la fosforilacion del ATP para, a través de una serie de
cambios conformacionales, transportar Ca®* mediante el RE. Debido a que esta bomba esta
ampliamente expresada en el RE, la recapatacion de Ca?* se produce en unos pocos milisegundos
permitiendo, en tejido muscular, tasas de relajacion mas rapidas en pequefios mamiferos que
tienen frecuencias cardiacas mas altas (de hasta 500 latidos por minutos encontradas en ratones)
(Periasamy and Kalyanasundaram, 2007). Estructuralmente, SERCA se compone en una Unica
cadena polipeptidica con una regién transmembrana (TM) y una amplia region citosélica
compuesta, a su vez, por tres dominios diferentes: dominio de unién a ATP o nucleétido (N),
dominio P (P) que se fosforila con el y-fosfato del ATP, y dominio de actuacion (A) donde se une
el Ca** y que coordina la fosforilacion (Toyoshima and Inesi, 2004; Mgller et al., 2010).
Exactamente, la transferencia del grupo y-fosforilo del ATP se traspasa al Asp351 del dominio de
fosforilacion (P). La region transmembrana (TM) se conforma de 10 o-hélices (M1-M10) de
longitud variable asociadas a dominios citosdlicos. Pero existe, ademas, una porcién extendida de
49 aa en el extremo C-terminal de SERCAZ2b, altamente hidrofébica y que conforma el dominio
transmembrana 11 (Verboomen et al., 1994), confiriéndole alta afinidad al Ca®* y baja tasa de
reposicion catalitica (Lytton et al., 1992; Dode et al., 2003). Hasta 10 isoformas de SERCA se
codifican en 3 genes diferentes (ATP2A1, ATP2A2 y ATP2A3) (Lyttons and Maclennang, 1988;
Zhang et al., 1995; Dode et al., 1998; Martin et al., 2002; Gélébart et al., 2003). SERCAL se
expresa significativamente en el musculo esquelético de contraccion rapida y presenta, segun el
inicio de su transcripto, SERCAla en adultos (994 aa) y SERCALDb en neonatos (1011 aa). Por su
parte, SERCA2 se codifica en SERCA2a (997 aa) presente predominantemente en misculo
cardiaco y musculo esquelético de contraccion lenta, y en SERCA2b (1042 aa) limitadamente
expresado en todos los tejidos tanto en células musculares como no musculares. Tanto SERCA2a
como SERCAZ2b son sensibles a la regulacién por la proteina de membrana fosfolamban cuya
actividad es dependiente, a su vez, de PKA y calmodulina, entre otras. SERCAS3, al contrario, se
expresa altamente en varios tejidos no musculares y, en menor medida, en musculo (Periasamy
and Kalyanasundaram, 2007). Cabe resaltar el hecho de que la estructura primaria esta altamente
conservada entre las tres isoformas. Asi, SERCAL comparte el 84% de su estructura con
SERCAZ2a y cerca del 75% con SERCAS3, presentando en todos los casos TM y estructuras

terciarias muy parecidas entre si e ilustradas en la figura 15.
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Figura 15. Estructura de la bomba ATPasa de Ca?* del RE (SERCA).

# Bomba ATPasa de Ca®* de la via secretora (SPCA).

Bomba ATPasa presente en el aparato de Golgi y en vesiculas de secrecién (Van et al., 2004) que
transporta Ca*" y Mn?* al interior del lumen de estas estructuras contribuyendo a la homeostasis
necesaria para la correcta funcionalidad celular. Durante mucho tiempo, la gran mayoria de la
informacion sobre estas bombas derivaba de los estudios de su homoblogo en la levadura
Saccharomyces cerevisiae, denominada ATPasa relacionada con la membrana plasmaética
(PMR1) (Rudolph et al., 1989). En humanos, parece que son dos genes, ATP2C1 (Hu et al., 2000;
Owens et al., 2007) y ATP2C2 (Uccelletti et al., 2005; Xiang, Mohamalawari and Rao, 2005) los
que codifican a SPCAL y SPCAZ2 respectivamente. Aungue SPCAL sea mas activo que SPCA2
(Wootton et al., 2004), ambos comparten el 64% de su estructura. Son cuatro las isoformas
alternativas de SPCAL que se han descubierto (SPCAla-d) (Fairclough et al., 2003). En general
SPCA estd ampliamente distribuida en el cerebro (He and Hu, 2012) y se estructura como una
Unica cadena proteica integrada en la membrana. En este macrocomplejo polipeptidico podemos
diferenciar: un dominio de actuacion (A), uno de unioén a nucleétido (N), otro de fosforilacion

(P), asi como 10 estructuras a-hélices (M1-10) incrustadas en la membrana como se pretende
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representar en la figura 16. Las uniones entre los diferentes dominios son flexibles para permitir
los cambios conformacionales necesarios para el transporte de iones. En esta bomba SPCA, los
residuos M4 y M6 son los tinicos implicados en la unién del ion Ca?* (sitio Il de unién), sugiriendo
una Gnica localizacion posible para el Ca®* en SPCAL (Wei et al., 2000). El extremo N-terminal
presenta un dominio EF-hand de unién a Ca**. Esta ATPasa es capaz de transportar un solo ion
Ca®* o Mn** por cada ATP utilizado, con la misma afinidad por ambos (Dode et al., 2005, 2006).
Comun a todas las ATPasas tipo P, van a presentar un aspartato fosforilado como intermediario
durante su reaccion. Asi, en el estado inicial el ion Ca®" se une con alta afinidad por la cara
citoplasmatica (~ 10 nM para SPCA1 y < 10 nM para SPCA2) (Dode et al., 2005, 2006; Brini et
al., 2013). Se produce la fosforilacion en el residuo aspartato induciéndose un cambio
conformacional. El ion Ca?" pierde, entonces, su afinidad y se libera en el lumen del RE. La
hidrolisis inmediata hace que se recupere su conformacion inicial. SPCAL va a estar ampliamente
distribuida por todos los tejidos (Hu et al., 2000; Wootton et al., 2004) siendo aln mas presente
en queratinocitos epidermales humanos (Hu et al., 2000). En células animales, SPCAL1 se localiza
eminentemente en las membranas del Golgi (Wootton et al., 2004) y, en clinica, se ha visto en
cantidades muy por encima de lo normal en subtipos de células de cancer de mama (Grice et al.,
2010). Contrariamente a SPCAL, la distribucién de SPCA2 esta mas restringida a ciertos tejidos
y organos (Vanoevelen et al., 2005) como son: todos los tejidos del tracto digestivo (Vanoevelen
et al., 2005), prostata, pulmones, traquea, neutréfilos (Baron et al., 2009), médula 6sea y neuronas
del hipocampo (Xiang, Mohamalawari and Rao, 2005). Tanto en acinos de secrecién de glandula
mamaria de raton (Faddy et al., 2008) como, desde un punto de vista mas clinico, en células

humanas de cancer de mama (Feng et al., 2010).
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Figura 16. Estructura de la bomba ATPasa de Ca?* de vias secretoras (SPCA).

# Uniportador mitocondrial de Ca?* (MCU).

Es un canal que se localiza en la membrana mitocondrial interna y capta Ca®" del citosol para
internalizarlo en la matriz mitocondrial (Berridge, Bootman and Roderick, 2003). Se trata de un
mecanismo de células eucariotas que une Ca*" con alta afinidad (Kd < 2 nM) permitiendo su
especificidad frente a otros iones presentes en el citoplasma, como Mg? y K* (Kirichok,
Krapivinsky and Clapham, 2004). Inicialmente, el Ca®" ingresa en el espacio mitocondrial externo
a través del canal anidnico dependiente de voltaje (VDAC) (Shoshan-Barmatz and De, 2017)
para, a medida que aumenta su concentracién, introducirse en la matriz mitocondrial interna a
través del MCU (Rizzuto, Bernardi and Pozzan, 2000). La fuerza impulsora que permite la entrada
de Ca?* a través del uniportador proviene del potencial de membrana mitocondrial, de -150 a -
200 mV con respecto al citosol (Duchen, 2000). Representa, por tanto, el mecanismo dominante
de internalizacion de Ca?* hacia la matriz mitocondrial, aunque se han identificado otros (Pathak
and Trebak, 2018). Se compone estructuralmente de al menos 4 subunidades principales:
subunidad formadora de poro (MCU) capaz de oligomerizarse con otras estructuras, subunidad
reguladora MCU (EMRE), y dos subunidades sensibles a Ca?* (MICU1 y MICU2) (Oxenoid et
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al., 2016; Y. Wang et al., 2019). MCU se estructura en 351 aa de 40 kDa y forma un tetramero,
cada una de estas estructuras, a su vez, se relaciona con 3 dominios diferentes: dominio
transmembrana hidrofébico (TMD), dominio N-terminal (NTD) y dominio en espiral (CCD).
También existe MCUb de 336 aa y 40 kDa que comparte hasta el 48.77% de su estructura con
MCU. La subunidad regulatoria MICUL consiste en 476 aa (54 kDa). Con concentraciones bajas
de Ca?*, MICUL1 inhibe las corrientes de Ca®*; a altas concentraciones, el sitio de unién de MCU
en MICUL1 esta bloqueado con los iones Ca®* y el poro restablece su permeabilidad (Kamer,
Grabarek and Mootha, 2017). MICU2 contiene 434 aa y 50 kDa (Kamer et al., 2019). MICU3
tiene 530 aa y una masa molecular de 60 kDa. Tanto MICUL, 2y 3 contienen en su estructura un
dominio funcional EF-hand (Plovanich et al., 2013). EMRE, también conocido como SMDT1,
tiene un total de 107 aa, posee en torno a 11 kDa y un conjunto de residuos acidos expuestos hacia
la matriz mitocondrial que funcionan como un sensor de Ca®* (Vais et al., 2016). En condiciones
de reposo, la interaccion MCU con MICU evita la captacion mitocondrial de Ca*
(Mallilankaraman et al., 2012; Csordas et al., 2013; Patron et al., 2014). No obstante, una
liberacion de Ca®" promovida por IP3R produce un incremento en la interfaz ER-mitocondrial del
orden de 10 uM que promueve la apertura del poro MCU, previo cambio conformacional de
MICU (Bagur and Hajnoczky, 2017). Esto, a su vez, activa deshidrogenasas sensibles a Ca®*
(PDH, o-KGDH and ICDH), glicerol-3-fosfato deshidrogenasa como también ATPsintasas que
aumentan la produccion de ATP y satisfacen las demandas energéticas de las células (Tarasov,
Griffiths and Rutter, 2012). Ver “Figura 17. Estructura del uniportador mitocondrial (MCU)”.
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2.2.3. — Entrada Capacitativa de Ca?* (ECC).

La liberacion de Ca** del RE mediada por IPsR como estimulo para la entrada masiva de Ca®* a
través de la membrana plasmatica desde el medio extracelular fue un proceso denominado como
entrada de calcio operada por depoésito (Putney, 2005). La primera referencia en torno a este
mecanismo apareceria por primera vez en 1986 cuando se describié una entrada de Ca®* a través
de la membrana plasmatica como consecuencia del vaciado de los depdsitos internos cuyo fin era
rellenar las reservas celulares de calcio (Putney, 1986). Se trata de uno de los principales
mecanismos de entrada de Ca?" en células no excitables y, en menor medida, en algunas células
excitables (Dominguez-Rodriguez et al., 2012; Koss et al., 2013; Xia et al., 2014).

Tan pronto como se descubrié que el IP; desencadenaba la liberacion del Ca®* desde el RE
uniéndose a su receptor IPsR (Streb et al., 1983; Berridge, 1993), se indagd més en profundidad
en el mecanismo subyacente de entrada de Ca®*. Fueron varios estudios los que sugirieron que la
permeabilidad de la membrana plasmatica hacia el Ca®" estaba mas relacionada con la cantidad
de calcio presente en los depdsitos que con la unién de algun agonista y/o las concentraciones de
IPs. En este sentido, algunos autores (Casteels and Droogmans, 1981; Putney, 1986) propusieron
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que el vaciamiento de los depdsitos de Ca?*, mas que el propio IPs, era el responsable de la
corriente de calcio. A este proceso se le denominé como “Entrada Capacitativa de Ca®"”” (ECC),
asumiendo que el RE estaba conectado directamente con el medio extracelular. Experimentos
posteriores demostraron que el Ca®* realmente entraba al citosol previo a su recaptacion por los
depdsitos internos, lo que supuso una modificacion sustancial al modelo anterior (Putney, 1990).
Sin embargo, no fue hasta 1995 cuando la ECC no se renombr6 como “entrada de Ca?* por los
depositos” (SOCE, del inglés Store-Operated Calcium Entry) distinguiéndose de otras
activaciones de canales de Ca®* producidas por ligandos y/o voltaje (Prakriya and Lewis, 2015).

Una de las herramientas experimentales que mas ha contribuido al estudio de las corrientes de
Ca®*y SOCE han sido los inhibidores de SERCA, especialmente la tapsigargina (TG). La TG es
un lactona derivada de plantas que inhibe con alta especificidad y potentemente a la familia de
ATPasas SERCA en SE/RE (Thastrup et al., 1989), diferenciandose de otros inhibidores menos
selectivos como el &cido ciclopiazoénico y la terbutilhidroquinona y permitiendo el vaciamiento
total de estos reservorios. Sumado a la aparicion de fura-2 y otros marcadores fluorescentes de
Ca®* (Grynkiewicz, Poenie and Tsien, 1985) fue posible detectar la liberacion total de este ion
desde los reservorios al estimularse con TG y cuantificar la entrada de Ca®* desde el medio
extracelular a través de SOCs (una vez afiadido Ca®*al medio extracelular), lo que dio lugar a la
aparicion exponencial de una bateria experimental en torno a SOCE y células no excitables, como
también en algunas excitables (Putney and Bird, 1993; Parekh and Penner, 1997) . De entre todas
las aportaciones acaecidas, merece destacar la de Takemura et al., (Takemura et al., 1989) al
demostrar que el IP3 y la TG no presentaban efectos adicionales sobre la reentrada de Ca®* en la
célula, esto es, la entrada de Ca®*" a través de la membrana plasmatica sélo dependia del
vaciamiento previo de los reservorios intracelulares. Poco después se identificd en mastocitos la
corriente capacitativa de Ca®* activada por EGTA, IPs 0 ionomicina denominandose corriente
CRAC o0 Icrac, del inglés Calcium Release-Activated Current (Hoth and Penner, 1992).

La sefializacién de calcio en células no excitables se inicia principalmente con la activacion de
receptores de membrana externa acoplados a la fosfolipasa C (PLC) (Bird et al., 2005). Diferentes
enfoques ayudaron a definir los procesos de entrada de Ca?*subyacentes como SOCE (lcrac O
Isoc) Y no SOCE (larc), Y la participacion de otras familias de proteinas como Orai y los receptores
de potencial transitorio (TRPs). En la dltima década, varios han sido los estudios que han
contribuido a identificar a los protagonistas moleculares responsables de la entrada de Ca**
acoplada a PLC como son los sensores de Ca** citosdlicos (STIM1 y STIM2) y las subunidades

proteicas formadoras del canal SOCE (Orail, Orai2 y Orai3) (Prakriya and Lewis, 2015).

Los canales CRAC, compuestos por STIM1 y Orail, se activan por TPEN (quelante de Ca**

permeable a la membrana) (Hofer, Fasolato and Pozzan, 1998), asi como por TG e ionomicina
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(ion6foro de membrana que transporta Ca®* fuera del RE) cuando se aplica en presencia de altas
concentraciones de Ca* intracelular (Fasolato, Hoth and Pennerqg, 1993; Zweifach and Lewis,
1993). Representa el canal operado por depdsito mas ampliamente caracterizado y esta compuesto
por la subunidad formadora de poros Orail, Orai2 u Orai3. Se caracteriza por tener una baja
conductancia, no activada por voltaje y altamente selectiva a Ca** ( ~ 1.000 veces mas selectiva
para Ca®* que para Na*) (Hoth and Penner, 1993; Zweifach and Lewis, 1993; Hoth, 1995). Isoc
se caracteriza como un canal SOCE menos selectivo a Ca®*, es decir, canales permeables a
cationes que generan otro tipo de corriente capacitativa no selectiva para Ca** (Rosado, 2017)
que, ademas de subunidades Orai, se combina con miembros de la familia TRPC. larc, por su
parte, se presenta como una corriente no activada por depdsito sino por AA e involucra a Orail,
Orai3 y STIM1. Ademas, en los Ultimos afios se han descubierto dos isoformas de Orail (Oraila
y Orailp) (Fukushima et al., 2012), asociandose ambas a la formacion de canales CRAC y SOC,

pero tan solo Oraila para la formacion de canales ARC (Desai et al., 2015).
2.2.3.a. Mecanismos implicados en la ECC.

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, Orai y TRPC. Esta
sefializacion se desencadena inicialmente por la activacion de receptores de superficie de
membrana acoplados a fosfolipasa C (Bird et al.,, 2005) y conduce a la hidrolisis del
fosfatidilinositol 4,5-bifosfato en DAG e IP; (Berridge and Irvine, 1984). Esto, a su vez, daré
como resultado un proceso bifasico constituido por una movilizacion de Ca?* desde los reservorios
intracelulares, y por la activacion de entrada de Ca*" a través de la membrana plasmatica, proceso
denominado SOCE.

Mas detalladamente, la porcion luminal de STIM1, su extremo N-terminal, contiene un dominio
EF-hand seguido de un dominio a-estéril (SAM) (Stathopulos et al., 2006, 2008; Stathopulos and
Ikura, 2010). EI dominio EF-hand se estructura como hélice-bucle-hélice con residuos cargados
negativamente (Asp y Glu) con alta afinidad para el Ca?* (Kd ~ 200-600 uM). La liberacién y
vaciamiento de Ca®*del RE produce la disociacion del Ca* de su dominio EF-hand,
desestabilizando a EF-hand y SAM, y desencadenando un cambio conformacional (Stathopulos
et al., 2006). Estructuralmente, STIM2 es muy parecido a STIM1 pero existen ciertas diferencias
entre sus dominios EF-hand y SAM lo que revela distintos grados de estabilidad estructural y
explicaria la activacion de STIMZ2, y no de STIM1, ante ligeras disminuciones de la concentracion
de Ca* en RE (Brandman et al., 2007; Zheng et al., 2011). Es importante destacar que el dominio
transmembrana de STIM1 contiene tres glicinas que le otorgan una flexibilidad crucial para los
cambios conformacionales que se han descrito (Dong et al., 2012; Ma et al., 2015). La parte

citosOlica de STIM1, extremo C-terminal, incluye tres regiones CC (coiled-coil) (CC1, CC2,
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CC3) (activan a Orail), un dominio modulador CRAC (CMD), una regidn rica en prolina/serina
(activaa TRPC1) y unaregion rica en lisina (Fahrner, Schindl and Romanin, 2018). STIM1 forma
dimeros entre si (homoémeros) o junto a STIM2 (heterémeros) implicando a los dominios SAM y
EF-hand y localizandose en las regiones punctae, separadas ~ 100-300 nm (Hogan, 2015) y muy
proximas al RE y membrana plasmética (Baba et al., 2006; Smyth et al., 2008). Se necesita el
extremo C-terminal de STIM1 para activar Orail (Huang et al., 2006; Muik et al., 2008) v,
especificamente, unos dominios responsable de su activacion que fueron identificados casi
simultaneamente por cuatro grupos de investigacion: CAD (dominio de activacién CRAC; aa342-
448), SOAR (region activadora STIM-Orai; aa344-442), OASF (fragmento corto de activacion
de Orai; aa233-450) y Cch9 (aa339-444) (Kawasaki, Lange and Feske, 2009; Muik et al., 2009;
Park et al., 2009; Yuan et al., 2009). Fueron Yang et al., los que finalmente demostraron el mayor
efecto activador de Orail por la regién SOAR de STIM1 (Yang et al., 2012) permitiendo asi la
entrada de Ca®* desde el exterior celular (ver “Figura 18. Secuencia de activacion de la ECC
entre STIM y Orail”). Aungue las secuencias de eventos en la activacion de STIML1 tras el
vaciamiento de los depésitos de Ca®* siguen siendo investigados, se han descubierto interesantes
revelaciones sobre su funcionamiento. En este sentido, las regiones ricas en lisina del extremo C-
terminal estabilizan las uniones con proteinas de membrana ademas de activar canales TRPC1y
TRPC3 mediante interacciones electroestaticas (Yuan et al., 2007, 2009). Ademéas de su
activacion con los canales CRAC, se ha demostrado que STIM1 desempefia un rol imprescindible
junto con el AA tanto en los canales de Ca** estimulados por leucotrienos C4 (Zhang et al., 2014)

como en la regulacién de los canales TRP (Worley et al., 2007; Prakriya and Lewis, 2015).
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Figura 18. Secuencia de activacion de la ECC entre STIM y Orail.
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2.2.3.b. STIM1 (Stromal Interaction Molecule 1).

STIM1 es un sensor de Ca®* del RE que se activa tras el vaciamiento del ion Ca** del RE formando
multimeros en la unién RE-MP (Soboloff et al., 2012), donde activa canales Orai desencadenando
una cascada de diversas funciones efectoras (Hooper et al., 2013). No fue hasta 2005 cuando
STIM1 se identific6 como un componente necesario de este proceso basado en dos estudios
simultaneos con ARN de interferencia (Liou et al., 2005; Roos et al., 2005) . Esta proteina
presenta un Unico dominio transmembrana con el extremo N-terminal hacia el lumen del RE y el
C-terminal orientado hacia el citosol. Su extremo reticular funciona como sensor del Ca®* y
contiene, entre otras, un dominio EF-hand seguido de un dominio TM a-hélice. La parte
citosélica, mucho mas grande, se encarga del acoplamiento y activacion de los canales Orai (Li
et al., 2007; Muik et al., 2008; Soboloff et al., 2012; Fahrner et al., 2013; Stathopulos and Ikura,
2013). De manera mas detallada, las diferentes regiones y dominios se describen a continuacion
(“Figura 19. Estructura de STIM1 (Stromal Interaction Molecule 1)”).

OASF (aa 233-450).

i i Extremo
| r Ccb9 (aa 330-444). : | S erminal
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Péptido d | L [ i
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22123 as 63-98 aa 131-200 2a aa as 23363389 =a 399.423 22 600-620 a2a 671683
238-271 278-304 308-337
Extremo
N-terminal
RE Citoplasma

Figura 19. Estructura de STIM1 (Stromal Interaction Molecule 1).

El péptido de sefalizacion (SP) es hidrolizado durante la traduccion. El extremo luminal N-
terminal incluye un par de Cys conservadas, un dominio candnico EF-hand de unién a Ca?* (CEF),
un dominio oculto EF-hand de no-unién a Ca** (hEF) y un dominio a-estéril (SAM) (Soboloff et
al., 2012).

Los dominios canonico (cEF) y oculto (hEF) EF-hand de unién a Ca?* contintian con SAM
(Stathopulos et al., 2006, 2008; Stathopulos and Ikura, 2010). Este dominio EF-hand situado entre
aa 63-98 se estructura como hélice-bucle-hélice cargandose negativamente en los residuos (Asp

y Glu) que estan unidos a Ca* (Kd ~ 200-600 puM) cuando las concentraciones de Ca?
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intrareticulares son elevadas. Al producirse el vaciamiento, y la concentracién disminuye, se
disocian para desestabilizar el dimero EF-hand/SAM (Stathopulos et al., 2006) favoreciendo la
activacion de canales de membrana. Mutaciones en los residuos &cidos del dominio cEF
disminuyen su afinidad por el Ca®* provocando oligomerizaciones de STIM1 muy parecidas a las
encontradas si las concentraciones luminales de Ca*" estuvieran disminuidas (Stathopulos et al.,
2008). Estas mismas mutaciones generan uniones y canales CRAC constitutivamente activos
(Zhang et al., 2005; Soboloff et al., 2006; Spassova et al., 2006) llegando incluso a producir un
efecto letal para la célula (Deng et al., 2009). Analogamente, mutaciones en el dominio hEF
también provocaria una oligorimerizacion similar y entrada constitutiva de Ca?* (Stathopulos et
al., 2008).

El dominio a-estéril (SAM) es una region situada en aa 131-200 que, junto con los dominios EF-
hand, permite detectar pequefios cambios en las concentraciones luminales de Ca*" y, ademas,
desencadenar las interacciones intermoleculares necesarias para producir los cambios
conformacionales de STIM1. Conjuntamente, van a realizar estas funciones estructurandose en 5
hélices o (Stathopulos et al., 2006, 2008; Zheng et al., 2008, 2011; Stathopulos, Zheng and Ikura,
2009).

STIM1 presenta un Unico dominio transmembrana (TM) a-hélice altamente conservado
(Stathopulos et al., 2006) y situado en aa 214-238. Contiene tres Gli (223, 225 y 226) que le
confieren una gran flexibilidad y le permiten la ejecucion de los cambios conformacionales
necesarios para la transmision de la sefial desde el extremo N-terminal hasta el C-terminal (Dong
et al., 2012; Ma et al., 2015). Dicho segmento se va a continuar con la seccién citosélica de
STIML1 que incluye 3 regiones coiled-coil (CC), una regidn activadores de Orai-STIM (SOAR),
un dominio de activacion de Ca?* sensible a la liberacion de Ca®** -CRAC- (CAD), un fragmento
pequefio de activacion Orail (OASF), otro dominio pequefio (Ccb9), un dominio inhibidor
acidico (ID), un dominio de interaccion de microtabulos (TRIP), un dominio de rico en

Prolina/Serina (PS) y un dominio rico en lisina (Lys).

Los dominios coiled-coil (CC) son 3: CC1 aa238-343, CC2 aa363-389 y CC3 aa399-423 (Muik
et al., 2011) y juegan un papel esencial en la oligomerizacion de STIM1 (Luik et al., 2008). El
dominio CCl1, a su vez, incluye tres segmentos a-hélices (CClal aa238-271, CCla2 aa278-304
y CCla3 aa308-337) también necesarios para el mantenimiento de STIM1 en una conformacion
estable e inactiva cuando los reservorios estan completos. A la vez que intervienen en la di-
/oligomerizacidn y liberacién de la region SOAR cuando éstos se vacian (Muik et al., 2011; Yang
et al., 2012; Zhou et al., 2013; Fahrner et al., 2014; Ma et al., 2015). La region CC1a3 alberga

una hélice que inhibe la funcionalidad de SOAR pero que requiere la activacion previa de una
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region acidica EEELE (aa 318-322) (Calloway, Holowka and Baird, 2010; Korzeniowski et al.,
2010; Yang et al., 2012).

La region activadora de Orai-STIM (SOAR) es la contigua al tercer segmento CC de ~ 100aa.
Se estructura en 4 a-hélices (Sal, Sa2, Sa3 y Sa4) (Yang et al., 2012) y es la region minima
necesaria para la activacion de Orail (Yuan et al., 2009). Incluye una regién polibasica con una
secuencia KIKKKR (aa 382-387) que es crucial para la interaccién con Orail (Calloway,
Holowka and Baird, 2010; Korzeniowski et al., 2010; Yang et al., 2012).

El dominio activador de Ca®* sensible a la liberacion de Ca** -CRAC- (CAD) (Park et al.,
2009) y el fragmento pequefio activador de Orail (OASF) (Muik et al., 2009) son de mayor
tamafio que SOAR, estan contenidos en la region CC1 y también activan a Orail. A continuacion
de SOAR, existe un dominio acidico inhibitorio (ID) o dominio modulador de CRAC (CMD)
(aa470-491) que median la inactivacion rapida de Orail dependiente de Ca?* (Derler et al., 2009;
Kyu et al., 2009; Mullins et al., 2009) al interaccionar con el sitio de union a calmodulina en el
extremo N-terminal de Orail (Mullins et al., 2009).

Por Gltimo, en el extremo mas distante del C-terminal, STIM1 va a presentar un dominio rico en
Prolina/Serina (PS) (aa 600-629), un dominio de interacciéon de microtibulos (TRIP) y un
dominio rico en Lisinas (Lys) (aa 671-685) responsables de la interaccién con fosfolipidos de
membrana (Soboloff et al., 2012) ;ademas, en este Ultimo se ha visto que activa la apertura de los
canales TRPC (Huang et al., 2006).

Aunque el vaciamiento de los depositos de Ca®* del RE es una de las mayores condiciones de
estrés reticular y produce la activacion de la proteina STIM1 como componente fundamental en
Icrac, eXisten otras condiciones que también la activan (Soboloff, Madesh and Gill, 2011) como
son estrés oxidativo (Hawkins et al., 2010), cambios de temperatura (Mancarella, Wang and Gill,
2011; Xiao et al., 2011) hipoxia y acidificacién del medio (Mancarella et al., 2011). Ademas,
STIML1 interact(ia en la unién RE-MP con una serie de bombas, canales y varias proteinas del
citoesqueleto sugiriendo un rol en otras funciones ajenas a Orai. En este sentido, la familia de los
canales TRPCs se ha vinculado a SOC (Deng et al., 2009) mostrando estrechas conexiones entre
TRPC1, TRPC3 y la maquinaria STIM-Orai, con la entrada posterior de Ca*"extracelular (Yuan
et al., 2009; Cheng et al., 2011). Las proteinas STIM también controlan la funcidn e interactian
con los canales de Ca?*operados por voltaje Cav1.2 (Park, Shcheglovitov and Dolmetsch, 2010;
Wang et al., 2010). Los canales ARC no se activan por el vaciamiento de los depdsitos y
responden a la unién con AA en la que STIM1 interacciona con pentdmeros de 3 subunidades
Oraily 2 de Orai3 (Mignen, Thompson and Shuttleworth, 2007, 2008, 2009; Zhang et al., 2014).
También interactia con macroestructuras como pueden ser SERCA (Jousset, Frieden and

Demaurex, 2007) y/o PMCA (Quintana et al., 2011) y media interacciones de las adenilato
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ciclasas de membrana (AC8) (Lefkimmiatis et al., 2009; Sanchez-Collado et al., 2019) y
chaperonas como calnexina (Saitoh et al., 2011) y ERp57 (Prins et al., 2011).

2.2.3.c. STIM2 (Stromal Interaction Molecule 2).

STIM2 se encuentra exclusivamente expresado en el RE mientras que STIML1 presenta ~ 5-10%
en la MP. Son reguladores de canales SOC actuando como sensores de Ca?*a través de su dominio
EF-hand en el medio extracelular (Spassova et al., 2006). En vertebrados, ambos estan presentes
de manera ubicua en la mayoria de tejidos, siendo STIM2 inferior en nimero en todos ellos
(Williams et al., 2001; Oh-hora et al., 2008) salvo en el cerebro (Berna-Erro et al., 2009) y en
células dendriticas (Bandyopadhyay, Pingle and Ahern, 2011). Tanto STIM1 como STIM2 van a
compartir gran parte de su estructura; no obstante, pequefias variaciones aparecen a lo largo de su
dominio N- y C-terminal. Asi, se aprecian diferencias estructurales en el dominio de unién a Ca?
EF-hand y el dominio SAM en el extremo N-terminal, encontrandose las mayores a partir de los
dominios CC del extremo C-terminal (Johnstone, Graham and Dziadek, 2010; Soboloff et al.,
2012). A pesar de que STIM2 es un activador de los canales Orai mas débil que STIM1, es capaz
de detectar variaciones menores del Ca®* luminal con una Kd ~ 400 pM (2 veces mayor que
STIM1) (Brandman et al., 2007). Ademas, se han encontrado tres isoformas de STIM2 (STIM2.1,
STIM2.2 y STIM2.3) (representadas en la figura 20) con funciones opuestas ya que, mientras
STIM2.2 se une y activa lcrac a través de su dominio SOAR, STIM2.1 tiene un efecto inhibitorio
sobre SOCE al no activar canales Orai debido a una secuencia extra de 8 aa en la region SOAR
(Miederer et al., 2015). Aunque no esta del todo esclarecido el papel que juega STIM2 (Avila-
Medina et al., 2018) algunos autores parecen asociar la variante STIM2.2 a una activacion de
SOCE (Rana et al., 2015) mientras que otros relacionan STIM2.1 con su inactivacion (Rosado et
al., 2016); ademas de mostrar asociaciones entre STIM2 y los canales Orai de manera constitutiva
e independientes al Ca®" (Soboloff et al., 2006; Parvez et al., 2008).
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Figura 20. Estructura de las isoformas de STIM2 (STIM2.1; STIM2.2; STIM2.3) (Berna-Erro et al., 2017).

2.2.3.d. Orail (CRACML1).

La proteina Orail (también conocida como CRACML) es una proteina transmembrana de la
membrana celular de ~ 33 kDa (Feske et al., 2006; Vig et al., 2006). En mamiferos, la familia
Orai tiene tres isoformas (Orail, Orai2 y Orai3), siendo la isoforma Orail la principal proteina de
la familia que contribuye a la formacion de poro y entrada de Ca*" desde el espacio extracelular.
Estas variantes secuenciales conservan grandes similitudes entre sus dominios transmembrana y
presentan ambos dominios, N- y C-terminal, orientados hacia el citoplasma (Prakriya et al., 2006;
Yeromin et al., 2006; Gwack et al., 2007). Se estructuran ademas en 4 dominios transmembrana
en hélice conectados entre si por 2 bucles extracelulares y uno citoplasmatico (Prakriya and
Lewis, 2015). En general, las proteinas Orai utilizan una carga negativa en un residuo de
glutamato para unir Ca®* selectivamente. El residuo E106 de la primera region transmembrana
(TM1) es crucial para la selectividad a Ca*" de Orail (Prakriya et al., 2006; Vig et al., 2006;
Yeromin et al., 2006).

Orail fue descrito en 2006 como integrante del poro del canal que media la corriente Icrac. Tanto
su extremo N-terminal como C-terminal estan involucrados en su activacion e interaccion
funcional con STIM1 facilitando, consecuentemente, la apertura de canales Orai y la entrada de
una corriente de Ca®* de baja conductancia (Muik et al., 2008; Park et al., 2009; Derler, Plenk, et
al., 2013; Mcnally et al., 2013; Palty, Stanley and Isacoff, 2015).

Aunque inicialmente se sugirieron cuatro monémeros de Orail como la estructura funcional del
poro selectivo para Ca®* en el canal CRAC (Mignen, Thompson and Shuttleworth, 2008; Penna
et al., 2008; Madl et al., 2010; Demuro et al., 2011; Derler et al., 2012) no fue hasta 2012, una
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vez cristalizado el canal funcional en Drosophila melanogaster, cuando se revel6 una agrupacion
hexamérica de subunidades Orai (Hou et al., 2012). Seguin sus autores, se formaria una estructura
cuaternaria de tres dimeros de Orai con sus dominios C-terminal interconectados donde el
principal punto de union/conduccion de Ca?* estaria formado por un anillo principal y céntrico
constituido por los 6 TML1 de los respectivos Orais. El punto de acceso hasta el residuo E106 vy,
por consiguiente, el acceso al canal Orai es extracelular, a través del bucle entre TM1y TM2, una
region altamente conservada con varios grupos aspartatos (Asp110, Asp112 y Asp114) (Hou et
al., 2012). Los dominios TM2 y TM3 conforman un segundo anillo adyacente que separa al
anterior de la MP y el TM4, por su parte, constituye un tercer anillo intimamente relacionado
con los componentes de la MP (Hou et al., 2012). En el extremo N-terminal destacan dos
dominios ricos en prolinas (Pro) (aa3 y aa39), un dominio rico en arginina (Arg) (aa28), un
dominio rico en argininas/lisinas (Arg/Lys) (aa78) y una region “N-terminal de Orail
transmembrana extendida” (ETON) (aa73-90) en la que se incrusta un dominio de union a
calmodulina justo antes de TM1 (Mullins et al., 2009). Este ETON es en realidad una extension
en a-hélice del TM1 que se incrusta en el citosol ~ 20 A (Derler, Plenk, et al., 2013). Los dominios
en hélice de TM2 y TM3 también se expanden hacia el citosol y se interconectan mediante un
bucle citoplasmatico (aal140-174). La extension citos6lica del dominio TM4 finaliza en el extremo
C-terminal con una regidn flexible altamente conservada que le permite la dimerizacion con otro
Orai en el hexamero (Hou et al., 2012; Stathopulos et al., 2013), ademas de presentar un dominio
coiled-coil (CC) de unidn al extremo carboxilo de STIM1 (Muik et al., 2009; Park et al., 2009;
Yuan et al., 2009). El pequefio fragmento de activacién Orai-STIM (CAD) es uno de los
puntos de mayor anclaje entre ambas proteinas presente en el extremo C-terminal de Orail (Park
et al., 2009; Yuan et al., 2009). Ver “Figura 21. Estructura de Orail (CRACM1I)".
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Figura 21. Estructura de Orail (CRACML1).

Orail presenta dos variantes formadas como consecuencia de un sitio alternativo de iniciacién en
la transcripcion del ARNm, una forma “larga” con un dominio mayor N-terminal (+ 63 aa)
denominado Orailo, y otra “corta” (que Se inicia en la metionina 64) denominado Orail
(Fukushima et al., 2012). La variante Orailp aparece al iniciar su traduccion en la metionina 64,
y posiblemente en la 71, de la variante Oraila. Ambas se expresan de forma ubicua, presentan
una distribucion celular pareja y se han visto en células humanas HEK293, T Jurkats, HelLa, asi
como en otras tumorales como las H441 de pulmon o las T84 colonorrectales (Fukushima et al.,
2012). Funcionalmente, los 63 aminoacidos que diferencian a Orailp (~ 23 kDa) de Oraila (~33
kDa) contienen: una regién rica en prolina al inicio de su transcripcion que sugiere una
funcionalidad mediadora en la activacion de STIM1 (Takahashi et al., 2007), una secuencia rica
en arginina que esta involucrada en la interaccion con PIP; en la membrana asi como con la
proteina caveolina (Calloway et al., 2011; Fukushima et al., 2012), y un dominio de interaccion
con ACS8 que se solapa con tres residuos de serina susceptibles de fosforilacién por PKC (Ser-27
y Ser-30) y PKA (Ser-34)(Trebak and Putney, 2017). Se ha demostrado que ambas isoformas se
asocian a STIML1 para constituir canales CRAC y SOC. La mayor diferencia entre ambas radica
en el hecho de que Orailo es capaz de formar canales independientes de los depdsitos de Ca?,
constituyendo canales ARC/LRC a partir de heterdmeros junto a Orai3 (Desai et al., 2015). No

obstante, la implicacion en estos procesos bioldgicos de ambas variantes suscita ciertas
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discrepancias entre los investigadores y, en la actualidad, es necesario un mayor desarrollo
molecular de los procesos hasta ahora mencionados.

2.2.3.e. Orai2 (CRACM2).

Mientras que Orail ha sido ampliamente estudiado e implicado en su papel en SOCE (entre otros)
y Orai3 parece asociarse mas a mecanismos de entrada de Ca®" independientes al vaciamiento de
los depositos intracelulares, Orai2 es la isoforma mas desconocida. En 2006, Mercer et al,
definieron a Orai2 como canal CRAC al demostrar su activacién tras el vaciamiento de los
depdsitos, siendo estos canales mas selectivo para Ca®* que para Na* (Mercer et al., 2006)
ejerciendo un papel mucho menor como regulador de las corrientes de Ca* operadas por depdsito

si se compara con Orail y Orai3 (Gwack et al., 2007).

Orai2, de manera muy similar a Orail, va a estar presente de manera ubicua en una gran variedad
de tipos celulares, incluyendo células B (Wissenbach et al., 2007), células dendriticas
(Bandyopadhyay, Pingle and Ahern, 2011; Yan et al., 2015), macrdfagos (Gao et al., 2010),
plaquetas (Berna-Erro et al., 2012), células del musculo liso (Baryshnikov et al., 2009), células
HEK (Gross et al., 2007) y melanocitos (Stanisz et al., 2012). Es frecuente localizarlo en cerebro,
corazon, pulmoén, higado, testiculos, intestino y musculo esquelético (Gross et al., 2007;
Takahashi et al., 2007).

Tanto STIM1 como p45 (CRACR2A) co-inmunoprecipitan con Orail, Orai2 y Orai3, sugiriendo
un mecanismo de unién altamente conservado en los distintos miembros de la familia Orai y en
los canales Orai. Tanto es asi que las isoformas se encuentran ampliamente presentes en los
vertebrados, mostrando 4 dominios transmembrana conectados mediante un bucle intracelular y
dos extracelulares, ademas de orientar ambos extremos (N- y C-terminal) hacia el citosol (Feske
et al., 2006; Feske, Skolnik and Prakriya, 2012; Hoth and Niemeyer, 2013) .Varios son los
estudios que han detallado la variabilidad entre estas estructuras, mostrando hasta ~ 60% de la
secuencia de aa homologa entre Orai2 y Orail (Hewavitharana et al., 2007; Feske, 2009), ~ 66%
con Orai3; y aumentando al 93.8% entre ORAI2-ORAI3 y 92.5% entre ORAI2 and ORAI1 si nos
cefiimos a los dominios transmembrana (Feske et al., 2006; Hewavitharana et al., 2007; Feske,
2009). Aunque la regién ETON permanece intacta en los tres miembros de la familia, existen
pequefas variaciones que estan presentes en el extremo N-terminal. Si comparamos el extremo
C-terminal, tres glutamatos permanecen comunes en Orai2 y Orai3, faltando uno de ellos en Orail
(Frischauf et al., 2009). Esta caracteristica se ha asociado con fendmenos de inactivacion rapida
gue explicarian la inactivacion reducida encontrada en Orail en comparacion con Orai2 y Orai3
(Lisetal., 2007; Frischauf et al., 2009), ademas de presentar pequefias sefiales de SOCE mediadas

por Orai2 u Orai3 aun silenciando la expresion de Orail (Gwack et al., 2007, 2008). También se
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ha demostrado que la probabilidad de formar dominios CC en el extremo C-terminal en Orail es
17 veces menor que en Orai2 y Orai3, existiendo diferencias entre uniones STIM1-Orai,
postulandose una mayor sensibilidad de Orai2 y Orai3 sobre Orail (Frischauf et al., 2009).

Tanto en la especie humana como en raton vamos a encontrar dos variantes de Orai2 debido a
splicing alternativo: una forma larga (Orai2L) y otra corta (Orai2S). Orai2S esta fuertemente
asociada a la inactivacion por Ca intracelular y juega un papel negativo en la formacion de
canales de Ca®* cuando se co-expresa con Orail (Gross et al., 2007; Wissenbach et al., 2007;
Fukushima et al., 2012). Ver “Figura 22. Estructura de Orai2 (CRACM?2) .
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Figura 22. Estructura de Orai2 (CRACM2).

2.2.3.f. Orai3 (CRACMB3).

Orai3 es otro miembro de la familia de proteinas Orai, descubierto en 2006 y descrito como un
canal CRAC altamente selectivo a Ca®* activado por el vaciamiento previo de los depdsitos de
Ca?* intraluminales, que forma un poro de baja conductividad i6nica (Feske et al., 2006; Vig et
al., 2006; Zhang et al., 2006).

Se encuentra expresado en todos los mamiferos (Cai, 2007) y ubicuamente en humano y raton.

Mas especificamente, su transcrito (~ 2.2 kb) se ha encontrado en corazon, rifion, timo, pulmon,
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bazo, musculo esquelético, intestino delgado, médula 6sea, células endoteliales, placenta,
testiculos (Gwack et al., 2007; Motiani, Zhang, et al., 2013), muasculo liso vascular (Trebak, 2012)
y tejido muscular liso de vias respiratorias (Peel, Liu and Hall, 2008). Destaca su alta expresion,
en comparacion con resto de miembros de Orai, en cerebro (Gwack et al., 2007).

Orai3 comparte hasta el 63% de la estructura de Orail, conservando idénticamente a Orail el 34%
del dominio N-terminal y el 46% del C-terminal (Mignen, Thompson and Shuttleworth, 2008;
Shuttleworth, 2012). Estas variaciones en su secuencia de aminoacidos explicarian algunas de las
propiedades Unicas que lo diferencian del resto de isoformas (Shuttleworth, 2012). Como el resto
de miembros de su familia, presenta 4 dominios transmembrana (TM1, TM2, TM3 y TM4) con
un dominio de union a calmodulina en el extremo N-terminal y un dominio CC en el extremo C-
terminal. EI extremo N-terminal comprende ~ 65 aa y carece de las regiones ricas en prolinas y
regiones ricas en argininas presentes en Orail (Takahashi et al., 2007; Frischauf et al., 2008).
Este dominio, ademas, juega un papel crucial en la regulacion de los canales activados por AA
(Thompson, Mignen and Shuttleworth, 2010) aunque también se ha demostrado que la interaccion
entre el dominio CC2 de STIML1 y el extremo C-terminal de Orai3 es decisivo para la activacion
por leucotrieno C4 (LTC4) de los canales activados por leucotrieno C4 (LCR) (Zhang et al.,
2013). Orai3 tiene el bucle extracelular TM3-TM4 mucho més largo que en el resto de isoformas
(~72 aa en Orai3 comparados con 38 aa en Orail), compartiendo escasamente el 21% de
homologia con el mismo bucle de Orail. A diferencia de Orail, Orai3 carece del residuo de
asparagina localizado entre TM3 y TM4 necesario para su glicosilacién (Prakriya et al., 2006;
Frischauf et al., 2008) pero alberga tres regiones intracelulares potencialmente accesibles para su
fosforilacion por proteinas cinasas: el extremo N-terminal, el bucle intracelular TM2-TM3 vy el
extremo C-terminal. Adicionalmente, Orai3 conserva tres glutamatos en su extremo C-terminal a

los que se les atribuye la inactivacion rapida dependiente de Ca®* (Kyu et al., 2009).

Esta proteina se localiza en la membrana plasmatica y regula la entrada selectiva de Ca®* a través
de canales ionicos (Feske et al., 2006; Prakriya et al., 2006; Vig et al., 2006; Zhang et al., 2006)
por medio de un Gnico poro y operado por los depdsitos de Ca*, conformandose en heteromeros
Orail/Orai2/Orai3 (Ji et al., 2008; Mignen, Thompson and Shuttleworth, 2008; Penna et al., 2008;
Maruyama et al., 2009). También se ha demostrado que Orai3 media SOCE en un subconjunto
de células de cancer de mama positivas para receptores estrogénicos (Motiani, Abdullaev and
Trebak, 2010; Motiani, Stolwijk, et al., 2013; Motiani, Zhang, et al., 2013). Incluso puede
expresarse de manera conjunta con TRPC6 o TRPC3 en células HEK?293, al igual que Orail (Liao
et al., 2007). Por otra parte, es la tnica isoforma que ejerce un papel en la entrada de Ca** activada
por AA independiente a los depositos de Ca?* intracelulares (ARC) (Mignen and Shuttleworth,
2000) y entrada de Ca*" activada por leucotrieno C4 independiente a los depésitos de Ca*

intracelulares (LRC) (Zhang et al., 2013). Para mediar la entrada en los canales ARC, se agregan
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pentdmeros de 3 Orail y 2 Orai3 (organizados como 31113 o 31311) (Mignen, Thompson and
Shuttleworth, 2008; Thompson, Mignen and Shuttleworth, 2010) sensibles a bajas
concentraciones de AA (2-8 uM) (Mignen, Thompson and Shuttleworth, 2009). Para ARC y LAR
los protagonistas requeridos son STIM1, Orail y Orai3 (Zhang et al., 2013).

Tanto los residuos E81 (TM1) y E165 (TM3) presentes en los dominios transmembrana como los
E85, D87 y E89 presentes en el bucle TM1-TM2 determinan la alta afinidad por el Ca** en Orai3.
La calmodulina y STIM son estructuras que interaccionan con Orai3 pero no son las Unicas; asi,
CRACR2A/B forma uniones con esta proteina (Srikanth et al., 2010). De manera indirecta,
ademas, la bibliografia recoge una variedad de moléculas que modulan Orai3 a través de su unién
con STIM1, siendo alguna de ellas las siguientes: SARAF (Palty et al., 2012), MS4A4B (Howie
et al., 2009), Golli (Walsh, Doherty, et al., 2010), AC8 (Martin et al., 2009), policistina-1
(Woodward et al., 2010), caveolina (Yu, Sun and Machaca, 2010), canales Cav1.2 (Wang et al.,
2010) o PIP; y PIP3 (Korzeniowski et al., 2009; Walsh, Chvanov, et al., 2010). Ver “Figura 23.
Estructura de Orai3 (CRACM3) "
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Figura 23. Estructura de Orai3 (CRACM3).

2.2.3.g. Canales TRP (Transient Receptor Potential channels).
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Desde finales de los afios 90 y hasta los primeros afios de este siglo, la busqueda de los
mecanismos responsables del acoplamiento y regulacion de SOCE fue intenso (Parekh and
Putney, 2005). En este escenario, los receptores de potencial transitorio (TRP) se presentaron
como los protagonistas mas plausibles gracias a estudios previos que los relacionaban con la
activacion de fotorreceptores en Drosophila melanogaster (Xu et al., 1997), incluyendo, entre
otros, a TRPC1, TRPC3 y TRPV6 (Yue et al., 2001; Cui et al., 2002; Mori et al., 2002; Philipp
et al., 2003). En Drosophila spp. una mutacion en el canal TRP ocasionaba una despolarizacion
transitoria durante la exposicién a la luz en los fotorreceptores a diferencia de la despolarizacion
sostenida producida por la entrada de iones Ca®* y Na* observada en los especimenes silvestres
(Hardie and Minke, 1992). Aunque estos canales modulan flujos de Ca*" a través de la MP,
constituyen una familia muy extensa con una amplia variabilidad funcional presentes tanto en
celulas excitables como en células no excitables. Son canales que contribuyen a la homeostasis
del Ca?* intracelular ya sea directamente modulando su entrada o bien indirectamente a través de
la polaridad de membrana (Brini et al., 2013). Pueden ser activados por PIP, (Qin, 2007) y generar
corrientes de Ca®* reguladas mediante mecanismos de retroalimentacion positivos y negativos.
Existen distintos canales, la mayoria de ellos presentes en mamiferos, que se agrupan en 7
familias: TRPC (candnico), TRPV (vaniloide), TRPM (melastatina), TRPN (no-mecanorreceptor
potencial C), TRPA (anquirina), TRPP (policisteina) y TRPML (mucolipina) (Gees, Colsoul and
Nilius, 2010) (Colletti and Kiselyov, 2011) representadas en la “figura 24 . La estructura basica
de todos ellos consiste en 6 dominios transmembrana (TM1, TM2, TM3, TM4, TM5 y TM6) con
un unico poro localizado en el bucle TM5-TM®6 y con ambos extremos (N-terminal y C-terminal)
orientados hacia el citosol. Los canales TRP tienden a tetramerizar formando megaestructuras de
24 a-hélices con diferentes dominios funcionales, entre ellos una regidn rica en anquirina presente
en el extremo N-terminal (TRPC, TRPV y TRPA) involucrada en las interacciones proteicas
(Schaefer, 2005; Venkatachalam and Montell, 2007; Hellmich and Gaudet, 2014). Aungue la
mayoria carecen del complemento cargado en TM4 que le confiere una dependencia a canales
operados por voltaje, un gran nimero si que pueden ser activados por voltaje (Reaves and
Wolstenholme, 2007). Varios miembros de la familia TRPM presentan un dominio cinasa en su
extremo C-terminal. TRPC y TRPM albergan un “dominio TRP” adyacente a TM6 asociado a la
reorganizacion de canales y la traduccidn proteica (Gregorio-Teruel et al., 2014). Una parte, solo
los presentes en mamiferos, contienen dominios CC en su extremo N-terminal y/o C-terminal
(Baez-Nieto et al., 2011), asi como TRPC interacciona con STIM1 (Lee et al., 2014).
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Figura 24. Familia de canales TRP (Transient Receptor Potential).

Los canales TRPC, fundamentalmente TRPC1 (Jardin et al., 2008; Kim et al., 2009; Guéguinou
etal., 2016; Ambudkar, de Souza and Ong, 2017), y también en menor medida TRPC4 (Fatherazi
et al., 2007; Sundivakkam et al., 2012) y TRPC6 (Bréchard et al., 2008; Jardin et al., 2008; Selli
et al., 2009), estan citados en la bibliografia como reguladores de Ca?* tras el vaciamiento previo
de los depdsitos intracelulares. Otros miembros de otras familias también se han relacionado con
los canales SOC, como es el caso de los TRPV4 (Goldenberg et al., 2015; Jernigan, 2015) y
TRPV6 (Derler, Schindl, et al., 2013).

A diferencia de lo que ocurre en Icrac, 10s canales TRPC presentan una selectividad media hacia
el ion Ca?*. No obstante, bajo ciertas condiciones parecen actuar como receptores activados por
el vaciamiento de los depositos intracelulares de Ca*. En esta situacion, dependen de Orail y
STIM1 (Ong et al., 2007; Kwong et al., 2008; Cheng et al., 2011). Durante algin tiempo se
barajaron uno o varios participantes como partes constituyentes del propio canal (Birnbaumer et
al., 1996). Son siete los canales TRPC presentes en mamiferos (TRPC1-TRPC7), homblogos en
Drosophila spp, y activados por receptores unidos a fosfolipasa C y a la produccion de IP3
(Putney, 2004). Hay autores que muestran la activacion de TRPC1, TRPC4 y TRPC5 por STIM1
pero no en TRPC3 y TRPC6 (Asanov et al., 2015). Parece generalizarse, por tanto, su mayor o
menor implicacion como moduladores de Orail en la regulacién de STIM1 (Ambudkar et al.,
2007; Liao et al., 2007; Lu et al., 2010) y son varios los canales TRPC que se han propuesto como
SOCs (Ambudkar et al., 2007; Liu et al., 2007; Worley et al., 2007). En este sentido, Zeng et al.,
postularon un modelo de interaccion electroestatica para la activacion de TRPC1 por STIM1

(Zeng et al., 2008). Uno de los rasgos mas caracteristicos de los integrantes de la familia TRPC
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es la presencia de un dominio CaM y dominio de unién a IPsR en su extremo C-terminal,

necesarios para la estructuracion del canal TRPC (Wedel et al., 2003; Dionisio et al., 2011).

La proteina TRPC1 es la més estudiada de entre todos los miembros de la familia TRPC. Se trata
de un polipéptido de 793 aa que esté altamente expresado en los tejidos humanos (cardiomiocitos,
megacariocitos, mioblastos, fibroblastos o plaguetas, etc.) donde se ha demostrado que modula la
ECC (Xu and Beech, 2001; Rosado, Brownlow and Sage, 2002; Ohba et al., 2007; Galan et al.,
2009; Olah et al., 2011; Almirza et al., 2012; Lopez et al., 2013) . No obstante, otros autores
muestran que la expresion nativa de esta proteina no tiene efecto sobre el Ca®* (Sinkins, Estacion
and Schilling, 1998), sugiriendo un rol de TRPC1 en la ECC asociado a la linea celular en
cuestion. Ver “Figura 25. Modelo de integracion interactiva entre TRPC1 y STIM1/Orail en la
ECC”.
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Figura 25. Modelo de integracion interactiva entre TRPC1y STIM1/Orail en la ECC.
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2.3. CANCER DE MAMA Y HOMEOSTASIS INTRACELULAR DEL Ca?*.

2.3.1. — Regulacion de ECC en los procesos de cancer de mama.

Como se ha comentado en los apartados previos, el cAncer de mama es uno de los canceres con
mayor prevalencia (Siegel, Naishadham and Jemal, 2013) que se presenta como la principal causa
de muerte por cancer en mujeres en todo el mundo (Polyak and Metzger Filho, 2012). En las
células de cancer de mama, la regulacion del [Ca*"]. tiene un papel fundamental en el desarrollo
de diferentes aspectos de la patologia, como son el crecimiento celular, la proliferacion, la
migracion, la metastasis y la resistencia apoptética (Cross et al., 2014). EI conocimiento de la
expresion de las distintas proteinas responsables del transporte de Ca®* presentes en los pacientes
juega un valor clinico trascendencial asociado a la supervivencia y eficacia de los tratamientos
(McAndrew et al., 2011; Azimi, Roberts-Thomson and Monteith, 2014; Peters et al., 2016). En
este sentido, existe una gran variedad de canales de Ca®* que estan mas o menos expresados en
las distintas lineas celulares de cancer de mama y tejido tumoral, como son Orail, Orai3, TRPC6,
TRPV6 y TRPMS, entre otros (Bolanz, Hediger and Landowski, 2008; Chodon et al., 2010;
Faouzi et al., 2011; McAndrew et al., 2011). Un ejemplo de como esta regulacion del [Ca**].
modula algunos de los aspectos mas importantes del cancer es, por ejemplo, el desencadenado
por el AA en células endoteliales extraidas de carcinoma mamario humano. Aqui, el AA produce
un aumento de la entrada de Ca*, disminuyendo la respuesta SOCE, para favorecer la progresion
del cancer en las primeras fases de la angiogénesis (proliferacién células endoteliales y
tubulogénesis) (Fiorio Pla et al., 2008).

Dentro de la comunidad cientifica, estd mas que aceptado que la evolucién del cancer lleva
implicito una serie de caracteristicas malignas intrinsecas a las propias células en los procesos de
proliferacién, migracion, invasién y/o metastasis (Hanahan and Weinberg, 2000, 2011). Estudios,
cada vez mas numerosos, han demostrado como SOCE, orquestado por miembros de las familias
STIM y Orai, como coordinadores de las sefiales intracelulares de Ca®", regulan una plétora de
procesos cancerigenos (Soboloff et al., 2012; Prevarskaya et al., 2014; Fiorio Pla, Kondratska
and Prevarskaya, 2016). Son muchos los autores que han contribuido a este conocimiento en
cancer de mama. Ya en 1995, Yeh et al., demostraron como el flavonoide quercetina y el
carboxiamidotriazol (bloqueante de canales Ca?*) disminuian la entrada de Ca?* en células MDA-
MB-435 e impedian el crecimiento celular (Albert Yen, Herenyiova and Weber, 1995). Cabe
destacar que analisis mas actuales han revelado que la linea MDA-MB-435 es una linea celular
de tipo melanoma, aunque hasta hace poco se encasillaba dentro de los modelos mas

representativos del tipo cancer de mama (Prasad and Gopalan, 2015).
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SOCE también se ha asociado con el metabolismo de las células de cancer de mama. Estudios
realizados en el MCU por Tang et al., establecieron una estrecha relacion metaboélica entre SOCE
y MCU v, tras el silenciamiento de la expresion de MCU, muestran una reduccion de SOCE con
la consecuente pérdida de la funcion de migracion en células TNBC MDA-MB-231 (Tang et al.,
2015). En este contexto, los canales Orai son uno de los mas estudiados y sobreexpresados en las
lineas de cancer de mama, tanto en lineas ER+ (MCF7) como lineas TNBC (MDA-MB-231)
(McAndrew et al., 2011; Jardin, Diez-Bello, et al., 2018). Especificamente, Orai3 esta altamente
expresado, en su ARNm como a nivel proteico, en muestras clinicas humanas y lineas celulares
de cancer de mama ER+ (Motiani, Abdullaev and Trebak, 2010; Faouzi et al., 2011; Chalmers
and Monteith, 2018; Jardin, Diez-Bello, et al., 2018). A rasgos generales, se podria decir que
Oraily STIM1 en muestras de tejido tumoral se encuentran sobreexpresados en comparacién con
su expresion en tejidos pre- o no cancerigenos de pacientes (So et al., 2019). Un estudio de
microarrays de expresion correlaciond los subtipos mas agresivos de cancer de mama y de peor
prondstico con los perfiles mas elevados de expresion STIM1/STIM2 asociados a SOCE
aumentado, presentando una evidencia mas de la importancia de miembros de la familia STIM en
el cAncer de mama (McAndrew et al., 2011). No obstante, la presencia de STIM1 per se entre los
diferentes subtipos de lineas celulares de cancer de mama difiere entre si, encontrandose variables
los valores de sobreexpresion en lineas TNBC. Aparece en mayor medida (sobreexpresion) en
tipo celular BT20 en comparacién con MDA-MB-231 o HCC1937 (valores normales) (Motiani,
Abdullaev and Trebak, 2010). En paralelo, en modelos ER+, STIM1 muestra una expresion
normal en HCC1500 y ZR751, y reducida en MCF7, T47D y BT474 (Motiani, Abdullaev and
Trebak, 2010). Si, ademas, se compara su expresion con la de STIM2, se aprecia un aumento
entre 2y 5 veces de STIM1, exceptuando la linea HER2+ SK-BR-3 que presenta concentraciones
> 10 veces superiores a STIM2. Esta tendencia se mantiene entre las distintas muestras de cancer
de mama estudiadas en pacientes (McAndrew et al., 2011). Analisis complementarios del perfil
génico de expresién de TRPC1 han demostrado que esta proteina se encuentra moderadamente
sobre-regulada en las lineas basales de cancer de mama (MDA-MB-231) en comparacién con
otros subtipos o lineas no tumorales (Azimi et al., 2017). Més recientemente, el TRPC6 se ha
encontrado expresado tanto en subtipos ER+ (MCF7) como TNBC (MDA-MB-231) (Jardin,
Diez-Bello, et al., 2018), donde se le ha asociado a SOCE (Bréchard et al., 2008; Jardin et al.,
2008; Jardin et al., 2009). Ademas de éstas, otras isoformas de la familia TRP (TRPC3, TRPM7,
TRPM8 y TRPV®6) se han correlacionado con la progresion de cancer de mama (Chen et al.,
2014).

2.3.2. — Proliferaciéon en cancer de mama.
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2.3.2.a. STIM.

La importancia que presentan STIM/Orai como mediadores de SOCE en la proliferacion de las
celulas de cancer de mama ha sido estudiada en numerosas ocasiones. Ambas proteinas median
microdominios de Ca®* que controlan la fase G1/S del ciclo celular y la actividad SOCE puede
fluctuar dependiendo la progresion del ciclo y el subtipo celular. Farmacol6gicamente,
bloqueantes o silenciamientos de STIM1 y/o Orail reducen las fosforilaciones de cinasas
dependientes de ciclinas (CDK2) y paran la fase G1/S del ciclo celular con la consiguiente
transicion a autofagia. El silenciamiento de STIM1 per se ralentizaria la proliferacion por falta de
continuidad del ciclo celular (GO/G1) atribuido a su regulacion por CDK4, ciclina D1y p21 (Chen
et al., 2016). Relacionado con esto, Emeriau et al., en 2018, demostraron en varias lineas de
cancer de mama que aquellos inhibidores de tirosinas cinasas que fueron capaces de disminuir la
respuesta SOCE, como el lapatinib y el CP-724714, tuvieron un efecto antiproliferativo mayor
que aquellos inhibidores que no afectaron a SOCE (Emeriau et al., 2018). Ademas de efectos en
la proliferacion, otros inhibidores farmacolégicos de SOCE, como Synta66 y YM58482 (también
llamado BTP2), ejercen un efecto anti-migracion en células MDA-MB-468 inducido por
agonistas como ATP, tripsina y EGF (Azimi et al., 2018). A través del silenciamiento de STIM1,
y la menor respuesta de SOCE, se han demostrado efectos anticancerigenos en células de cancer
triple negativas inducidas por el femindol. Este derivado inddlico sintético disminuye la
colocalizacion y coinmunoprecipitacion de STIM1-Orail en células MDA-MB-231,
disminuyendo la supervivencia de las mismas (Chakraborty et al., 2016). Tanto en un subtipo
TNBC (MDA-MB-231) como en otro ER+ (MCF7), la proliferacion de estas lineas celulares se
detiene como consecuencia del silenciamiento de STIM1 (disminucién SOCE) inducido por el
factor de crecimiento transformante  (TGF-) que acttia impidiendo el progreso de la fase GO/G1

del ciclo celular (Cheng, Wang and Feng, 2016).
2.3.2.b. Orai.

Mientras que SOCE esta mediado por Orail/STIM1 en los subtipos ER-, Orai3 a través de
STIM1/STIM2 parece ser el encargado de hacerlo en las ER+ (Motiani, Abdullaev and Trebak,
2010; Motiani, Stolwijk, et al., 2013). La falta de Orail en la linea tumoral MCF7 reflejé una
disminucidn de la proliferacidn y del crecimiento tumoral en experimentos in vitro e in vivo (Feng
et al., 2010), lo que sugiere una cierta regulacion de la entrada de Ca?* mediada por la activacion
de los depdsitos intracelulares adn presente en los subtipos ER+ (McAndrew et al., 2011). Por su
parte, una vez silenciada la expresion de Orai3 en la misma linea MCF7, se redujo el crecimiento
in vitro y el crecimiento xenogréafico del tumor in vivo, asemejandose a los resultados obtenidos
con el siOrail (Motiani, Zhang, et al., 2013). Los efectos del silenciamiento del Orai3 en esta

linea celular se asociaron a la disminucion en la actividad ERK1/2, cinasa de adhesién focal y
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factor de transcripcion nuclear NFAT (Motiani, Zhang, et al., 2013) ademas de la parada de la
fase G1 del ciclo celular por una disminucion del proto-oncogen c-myc y acumulacion del factor
de supresion tumoral p53 (Faouzi et al., 2011, 2013). Estos mismos autores han descrito en detalle
la importancia que tiene Orai3 en cancer de mama y su papel en el ciclo celular y supervivencia,
al demostrar cdmo media la supervivencia de las células cancerigenas de mama pero no las de
epitelio normal de mama (MCF10A) (Faouzi et al., 2011), correlacionando Orai3 y el oncogen c-
myc en muestras humanas de cancer de mama (Faouzi et al., 2013). No hay muchas evidencias
sobre estudios en profundidad de Orai2 y su papel en la proliferacion en las lineas de cancer de
mama, aunque su ARNm esta ampliamente distribuido e incluso elevado en algunas de ellas
(McAndrew et al., 2011).

Finalmente, se ha asociado un efecto pro-proliferativo entre SPCA2-Orail a través del aumento
en la [Ca*]. que activa la ruta Ras-ERK (Torii et al., 2006; Feng et al., 2010), asi como una
interaccion funcional con los canales Kv10.1 involucrados en la supervivencia celular del cancer
de mama promovida por colageno-1 (Badaoui et al., 2018). Ambos mecanismos son
fundamentales para la propagacion del proceso tumoral y promueven una via independiente de
SOCE.

2.3.2.c. TRP.

Varios estudios han confirmado una expresion elevada de TRPC6 (ARNm) en diferentes muestras
de tumor de cancer de mama (Aydar et al., 2009; Dhennin-Duthille et al., 2011). Recientemente
Jardin et al., en 2018, han presentado la sobreexpresion de esta proteina en una linea tumoral de
mama ER+ (MCF7) y TNBC (MDA-MB-231), demostrando su implicacion esencial en la
activacion de SOCE vy su papel proliferativo, migratorio e invasivo (Jardin, Diez-Bello, et al.,
2018). Otros autores ya publicaron anteriormente cémo el silenciamiento de TRPC6 resulta en
una disminucion en el crecimiento de MDA-MB-231, pero no asi en lineas celulares no
cancerigena de mama (Aydar et al., 2009). Estos autores sugieren que TRPC3 y TRPC6 se
estructuran en un canal heteromultimero en la linea epitelial triple negativa MDA-MB-231 y
pueden ser activados por PIP; para regular la proliferacion celular (Aydar et al., 2009). TRPC3
esta mas expresado en la linea triple negativa MDA-MB-231 en comparacién con la linea luminal
MCF7, donde su inhibicion reduce la proliferacion y aumenta la apoptosis celular (Wang et al.,
2019). Del mismo modo, en la linea ER+ MCF7 se han propuesto canales heteromultimeros entre
TRPC6y TRPC1 (Hiani et al., 2006), donde TRPCL1 es necesario para la fosforilacion de ERK1/2
y la entrada de Ca*, favoreciendo efectos proliferativos en estas células. La expresion de TRPC1
también se ha visto aumentada en muestras de adenocarcinoma ductal humano en comparacién
con tejido sano, ademéas de mostrar correlaciones con el tamafio tumoral y el indice proliferativo

Ki67, entre otros (Dhennin-Duthille et al., 2011). Adicionalmente, para TRPC1 se ha descrito una
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cooperacion funcional con KCa3.1 que regula entrada de Ca®* en MCF7 involucrada en la
proliferacion celular (Faouzi et al., 2016).

TRPVS, por su parte, estd altamente presente tanto en cancer de mama como de prostata, tiroides,
colon y ovario (Zhuang et al., 2002; Lehen’kyi, Raphaél and Prevarskaya, 2012). Ademas esta
muy presente en muestras de biopsias de cancer de mama (Bolanz, Hediger and Landowski, 2008;
Dhennin-Duthille et al., 2011) asociadas sobre todo al grupo de receptores negativos de
estrogenos (ER-) (Peters et al., 2012). En la linea celular T47D, el silenciamiento de esta proteina
reduce la proliferacion celular como consecuencia de una disminucion de la entrada de Ca®
(Peters et al., 2012). Esta disminucion en el Ca?*, a su vez, aumenta en gran medida el nimero de
células en fase G1 del ciclo celular. Estudios posteriores, relacionando la interaccion entre el
supresor tumoral Numb 1y TRPV6, sugieren una sefializacion dependiente de Ca®* via GSK3p,
MAP cinasa y AKT en células de cancer de mama MCF7 y PC3 (Kim et al., 2013).

De entre todas las proteinas presentes en la familia de TRPM, TRPM7 es la isoforma que se
encuentra mas expresada en los canceres humanos de mama. Se la ha asociado a altas tasas de
proliferacion y se ha propuesto como un diana terapéutica para el control proliferativo de las
células luminales MCF7 (Guilbert et al., 2009).

2.3.3. — Migracion, invasion y metéstasis en cancer de mama.

Las sefiales de Ca* intracelulares juegan un papel vital en los procesos de migracion, tanto en
células cancerigenas como no cancerigenas, siendo responsables de la reorganizacion del
citoesqueleto, la placa de adhesion focal y la polaridad (Prevarskaya, Skryma and Shuba, 2011;
Mayor and Etienne-Manneville, 2016). Los procesos de migracion e invasion en las células
cancerigenas requieren la metastasis y la diseminacion del tumor primario a otros 6rganos o
tejidos (Hanahan and Weinberg, 2011). Estos procesos conllevan, a su vez, otras funciones como
la proteolisis de la matriz extracelular (ECM), colonizacion de tejidos adyacentes, intravasacion
al sistema linfatico y/o capilar, y extravasacion y colonizacién del tejido distante (Talmadge and
Fidler, 2010).

2.3.3.a. STIM.

Poco tiempo después de que STIM1 y Orail se identificaran como participantes esenciales para
la respuesta SOCE, Yang et al., fueron de los primeros en demostrar como estos componentes, a
través de SOCE, regulaban la migracién en el cancer de mama (YYang, Zhang and Huang, 2009).
El silenciamiento de ambas proteinas redujo la migracion en células MDA-MB-231
disminuyendo la reposicion en la placa de adhesion focal y redujo el potencial metastético en

estudios in vivo, a través de las pequefias GPTasas Ras y Rac (Grunicke, 2009). Cuando
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sobreexpresaron STIM1 en una linea control epitelial de mama (MCF10A) obtuvieron la
respuesta contraria, aument6 la migracion y capacidad de invasion (Yang, Zhang and Huang,
2009). Estudios recientes en células de cancer de mama, y en otras como melanoma o fibroblastos
embrionicos de raton, han puesto de manifiesto la asociacion complice entre las sefiales de Ca**
mediadas por SOCE a través de STIM1 y la formacién de podosomas en las células malignas,
necesarios para la invasion (Y. W. Chen et al., 2017). Otros autores también han visto como la
ausencia de STIM1, utilizando en su caso un inhibidor para dicha proteina, disminuye la respuesta
de SOCE sin alterar la expresion de Orail. Dicho tratamiento, tanto en células tipo luminal
(MCF7) como en TNBC (MDA-MB-231), produjo una considerable reduccion en la expresion
de integrina Bl y en las fosforilaciones de cinasas de adhesion focal (FAK) y ERK1/2,
inhibiéndose su migracién y manteniéndose intacta la capacidad proliferativa. Este mismo
inhibidor no tuvo ningln efecto sobre STIM1 y Orail en las células no tumorales de epitelio
mamario MCF10A (Gueder et al., 2017).

Anteriormente comentado en apartados previos, el ratio STIM1/STIM2 podria presentarse como
un indicador de alta agresividad, potencial metastatico y de supervivencia asociado a los tumores
de cancer de mama (McAndrew et al., 2011; Chen et al., 2013). En este sentido, la sobreexpresion
de STIML si esta presente en las muestras de biopsias y se correlaciona, ademas, con bajas tasas
de supervivencia (Yang et al., 2017), relacionandose con su regulacién a través de miR-223 y
sugiriendo que la proliferacién y metastasis podrian modularse via STIM1 a través de miR-223,
como objetivo bioldgico en el cancer de mama (Yang et al., 2018). Estos efectos estarian
asociados a la transicion epitelio mesénguima (EMT) y a STIM1/STIM2 como responsables de
las corrientes de Ca®* (Zhang et al., 2017; Chen, Chen and Shen, 2019). Asi, estudios mas precisos
detallan la asociacién entre el eje enzima convertidora de angiotensina 2 / angiotensina (1-7) /
Mas (componente importante del microambiente tumoral) con respecto a SOCE y la ruta
PAK1/NF-«kB/Snaill, en los procesos de migracion y metastasis (Yu et al., 2016), como ya
hicieron otros autores poniendo de manifiesto la importancia del aumento de SOCE en la
activacion del EMT como punto clave para la fase de metastasis en las células de cAncer de mama
(Davis et al., 2012). Adicionalmente, tanto STIM1 como Orail favorecen la externalizacion de
enolasa-1, su anclaje a la membrana plasmatica y remodelacion de los componentes de la matriz
extracelular, pasos previos para facilitar el proceso de migracion celular en el cancer (Didiasova
et al., 2015).

En las células de cancer de mama MDA-MB-231 y Hs578t, el silenciamiento del uniportador
mitocondrial (MCU) impide la acumulacion de Ca*" mitocondrial y atentia SOCE, afectando a la

capacidad migratoria de dichas células (Tang et al., 2015; Prudent et al., 2016).
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2.3.3.b. Orai.

La proteina Orail se encuentra altamente regulada en las diferentes lineas de cancer de mama,
hallandose en los subtipos basales los valores mas elevados (McAndrew et al., 2011; Azimi et al.,
2019). Son varios los estudios que le otorgan una funcién notoria sobre la movilidad/migracién
de las células de cancer de mama (Hammadi et al., 2012; Malleter et al., 2013; Didiasova et al.,
2015). Asi, en células TNBC, la hipoxia via Notchl, capacita a Orail y, consecuentemente a
SOCE, para activar NFAT4 y modular la migracion, invasion y angiogénesis (Liu et al., 2018).
Sin embargo, otros estudios muestran leves diferencias en la migracién de células MDA-MB-468
de céncer de mama al utilizar inhibidores farmacologicos especificos para SOCE (Azimi et al.,
2018). En este mismo modelo celular, Davis et al ya asociaron, en 2012, corrientes espontaneas
de Ca?* ligadas a Orail con la activacion del EMT (Davis et al., 2012). El silenciamiento de Orail
reduce la migracion celular e invasion in vitro e impide la metastasis en modelos experimentales
in vivo (Yang, Zhang and Huang, 2009), atribuyéndose parte de estos efectos a cambios en la
placa de adhesion focal. De modo opuesto, cuando sobreexpresaron Orail en una linea no tumoral
epitelial como la MCF10A, se vio un incremento en la capacidad de migracion e invasion (Yang,
Zhang and Huang, 2009).

Orai3, independientemente, juega un papel vital tanto en la proliferacion como en la invasion de
células luminales ER+ MCF7. Estudios llevados a cabo en cdmaras de Boyden y ensayos de
colonias en agar, asi como modelos xenograficos del proceso tumoral en ratdn, evidenciaron el
efecto dependiente de SOCE y Orai3 asociados a los efectores FAK y ERK (Faouzi et al., 2011;
Motiani, Zhang, et al., 2013). Ciertamente, la presencia de Orai3 se correlaciona con la expresién
del factor de transcripcion oncogénico c-Myc, como se ha comentado con anterioridad,

relacionandose a su vez con la via MAPK y el ciclo celular (Faouzi et al., 2013).

En varios modelos de cancer, Orail se ha visto colocalizado con el canal de potasio de baja
conductancia SK3, donde opera independientemente de STIM (Chantéme et al., 2013). En la linea
de cancer de mama MDA-MB-435s, este complejo esta regulado por AMPc, modulando una

entrada de Ca®" y contribuyendo a la migracion en este subtipo celular (Clarysse et al., 2014).
2.3.3.c. TRP.

Existen evidencias cientificas del papel de TRPC1y STIM1 como activadores del EMT en células
de epitelio mamario de ratén (NMuMG) (Schaar et al., 2016). TRPC1 esté sobre-regulado en el
cancer de mama (Mandavilli, Singh and Sahmoun, 2012) y esta involucrado en varias funciones
especificas de la activacion y modulacién del EMT en las células de cancer de mama. En el
subtipo celular MDA-MB-468, por ejemplo, TRPC1 es necesario para la expresion del factor

inducible por hipoxia lo (HIFla), proceso necesario para la fosforilacion de Akt (Azimi et al.,
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2017), confirmandose, ademas, esta misma funcion en otras lineas de cancer de mama HER2+
(HCC1569) (Kaemmerer et al., 2018). El silenciamiento de TRPC1 impidi6 la activacion del
EMT por estimulacion de TGFp, mientras que su sobreexpresion produjo los resultados opuesto
en células NMuMG (Schaar et al., 2016). Aunque ya se discutio la necesidad de conocer mas en
profundidad el papel de TRPC1 en SOCE, no se puede descartar que parte de estos efectos sean
atribuidos al vaciamiento previo de los dep6sitos intracelulares de Ca®* y a la mediacion, en mayor
0 menor medida, del TRPC1 (Kwong et al., 2008; Cheng et al., 2011). Lo que si se conoce es que
la induccion del EMT en cancer de mama es un proceso dependiente de Ca®* (Davis et al., 2014)
y que son varios los estudios que asocian el TRPC1 con EMT.

Recientemente, otro miembro de la subfamilia TRPC, TRPCS6, se ha encontrado sobreexpresado
en la linea luminal MCF7 y la linea triple negativa MDA-MB-231, relaciondndose con una
funcion esencial para la activacion de SOCE. Los autores muestran como esta simbiosis favorece
la proliferacion, migracion e invasion celular (Jardin, Diez-Bello, et al., 2018). También se ha
relacionado a TRPC3 con una via no dependiente de SOCE, regulada por &cidos grasos
poliinsaturados y que favorece la migracién en el subtipo celular ER+ MCF7 (Chantéme et al.,
2013).

2.3.4. — Angiogénesis en cancer de mama.

2.3.4.a. Orai.

Liu et al., en 2018, demostraron en células de cancer de mama triple negativas MDA-MB-231 y
MT549 la participacion de Orail en la angiogénesis. Mediante estudios basados en la
tubulogénesis (formacidn de estructuras tubulares en las células epiteliales como cuantificacion
del proceso de angiogénesis) observaron una disminucion significativa en la formacién de tibulos
cuando se silencio la expresion de Orail, atribuyendo la cualidad pro-angiogénica a la entrada
SOCE mediada por Orail (Liu et al., 2018).

Aunque no se ha investigado en profundidad coémo estos canales Orail, mediadores de SOCE,
pueden interactuar con otras estructuras para influir en la angiogénesis en cancer de mama, el
TRPVA4 podria ser un buen candidato. Tal es asi, que se encuentra muy expresado en células
endoteliales derivadas de cancer de mama Yy tiene un papel relevante en la migracion (Fiorio Pla
et al., 2012). Ademas, su activacién mejora la vascularizacién del tumor y podria aumentar la

acumulacion de potenciales quimioterapicos en el proceso tumoral (Adapala et al., 2016).

2.3.5. — Apoptosis en cancer de mama.

2.3.5.a. STIM.
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El femindol, derivado sintético del indol, disminuye la expresién de STIML1 en las células triple
negativas de céncer de mama MDA-MB-231 produciendo una disminucion de SOCE.
Chakraborty et al., presentaron este compuesto como un potente inductor de apoptosis en estas
celulas que actla por estrés reticular e inhibe marcadamente el crecimiento celular (Chakraborty
et al., 2016).

2.3.5.b. Orai.

Tanto Orail como Orai3 poseen efectos antiapopt6ticos en las lineas de cancer de mama ER+
MCF7y T47D en condiciones de cultivo con matriz de colageno (Badaoui et al., 2018; Peretti et
al., 2019).Ya se ha discutido en apartados anteriores como la mediacion de SOCE en las lineas
ER+ se lleva a cabo mayoritariamente por Orai3 (Motiani, Abdullaev and Trebak, 2010), pero en
estas lineas celulares el colageno presente en el medio puede favorecer la expresion y
translocacion de Orail a la membrana para facilitar la entrada de Ca®* desde el exterior y las
fosforilaciones de ERK1/2 para inducir efectos antiapoptoéticos. El silenciamiento de Orail puede
revertir potencialmente el efecto del colageno y, consecuentemente, las propiedades
antiapoptoticas en las lineas ER+ MCF7 y T47D (Badaoui et al., 2018).

Orai3 protege ambas lineas ER+ (MCF7 y T47D) de la apoptosis pero no lo hace en las epiteliales
no tumorales de mama (MCF10A). El silenciamiento de esta proteina induce un mayor nimero
de células apoptoticas correlacionadas con el ratio Bax/Bcl-2 (Faouzi et al., 2011) y una parada
del ciclo celular, que no ocurre en la linea control (MCF10A). La continuidad del ciclo celular
dependiente de Orai3 se ha asociado al pro-oncogen c-myc en los tejido tumorales y en las células
MCF7 a través de la ruta de sefializacion MAP cinasas (Faouzi et al., 2013). En el subtipo celular
T47D, ademas, la sobreexpresion de Orai3 se ha relacionado con un efecto antiapoptético y de
resistencia frente a inductores de muerte celular, como son la TG, estaurosporina, cisplatino,
fluoracilo y paclitaxel (Hasna et al., 2018). EI mismo grupo de investigacion asociaria poco
después estas propiedades a la via de p53, ya que este factor tuvo menor expresion en aguellos
modelos sobre-expresados con Orai3 en comparacién con sus controles sin sobre-expresion
(Hasna et al., 2018).

2.3.5.c. TRP.

Los canales TRP también parecen estar relacionados con los procesos de autofagia celular. En el
subtipo TNBC MDA-MB-468, TRPCL interviene en la expresion del factor inducible por hipoxia
lo (HIF1a), necesario para la fosforilacion de Akt. Su silenciamiento suprime a LC3BII,

marcador de autofagia celular inducido por hipoxia en esta linea celular (Azimi et al., 2017).

98



ANTECEDENTES BIBLIOGRAFICOS

2.3.6. — Farmacorresistencia en cancer de mama.

Estimulos continuos con TG vaciarian de manera permanente los depdsitos intracelulares de Ca®".
Esta accion supondria una acumulacién de proteinas mal plegadas por falta de actuacién de la
chaperona dependiente de Ca®* 'y, por consiguiente, una activacion de la respuesta a proteinas
desplegadas (UPR) asociada al estrés reticular (Oslowski and Urano, 2011). Esta ruta UPR se ha
investigado ampliamente en cancer de mama como mecanismo de resistencia a distintos farmacos
(Wang et al., 2009; Hu et al., 2015). Una vez activado SOCE se puede sobre-expresar la
glucoproteina-P presente en la membrana plasmética transportando diversas moléculas hacia el
exterior celular. Este mecanismo también ha sido estudiado en cancer de mama (Callaghan, Luk
and Bebawy, 2014; Babaer et al., 2018). El Synta66 es un potente blogueante selectivo de SOCE
(Siaw et al., 2008) capaz de impedir en la linea tumoral TNBC MDA-MB-468 la migracion y
proliferacion en respuesta a EGF (Azimi et al., 2018). Mas recientemente, el carboxiamidotriazol,
bloqueante de los canales de Ca®, entre ellos SOCE, se ha utilizado en varios tratamientos de
tumores de cancer de mama en fases de investigacion avanzada (Xie et al., 2016; Lodola et al.,
2017). Los canales Orai pueden estar involucrados en la resistencia a farmacos en el cancer de
mama. Asi, Hansa et al., a través de analisis inferenciales informatizados y experimentos
laboratoriales, encontraron una asociacion entre Orai3 y quimiorresistencia ligada a p53 (Hasha
etal., 2018). Y el silenciamiento de TRPC1 en células MDA-MB-468 bloquea la union a la bomba
exportadora ABCC3 mediada por EGF, promotora de resistencia a farmacos (Stewart et al.,
2015).

Otro enfoque completamente diferente en la farmacorresistencia es el que implica la evasién de
la respuesta inmune. Los tumores desarrollan diferentes mecanismos y propiedades para impedir
la infiltracidn de las células del sistema inmune en su microambiente (Hanahan and Weinberg,
2000, 2011; Rabinovich, Gabrilovich and Sotomayor, 2007). Las sefializaciones de Ca*" estan
directamente relacionadas con las respuestas inmunes y la deficiencia en SOCE (como
alteraciones mutagenas presentes en los miembros de STIM y Orai) se ha asociado con defectos
funcionales en varias células del sistema inmune como macr6fagos, mastocitos, células
dendriticas, neutrofilos, linfocitos B y T, células NK, causando, incluso, inmunodeficiencias en
los pacientes (Feske et al., 2006; Feske, 2009; Lacruz and Feske, 2015). El binomio STIM1/Orail
y su regulacion en SOCE participa en muchas funciones de los linfocitos T como la proliferacion
(Schwarz et al., 2007), formacidn de la sinapsis immune (Lioudyno et al., 2008) o procesos de
exocitosis (Maul-Pavicic et al., 2011). Mas especificamente, los integrantes de la familia STIM
(STIM1y STIM2) y su papel en la funcién de los linfocitos T han sido estudiados en modelos in
vivo de raton por varios autores (Oh-hora et al., 2008; Weidinger, Shaw and Feske, 2013). Otros,
por su parte, defienden que la mediacion de SOCE a través de Orail puede suprimir algunas vias

del sistema inmune, células T CD8+ citotdxicas y NK (Bergmeier et al., 2013) aunque una parte
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de ellos, abogarian por un equilibrio entre el silenciamiento de Orail y la mayor eficiencia de los
linfocitos T citotoxicos, como defienden Zhou et al., (Zhou et al., 2018).
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3. OBJETIVOS.

1. Determinar el papel del receptor 62/TMEM97 en SOCE, en la proliferacion y migracion de
cancer de mama triple negativo mediante el empleo del NO1 (ligando del receptor 62/TMEM97).

2. Estudiar el papel del PGRMCL en el efecto antiproliferativo de la progesterona en células de

cancer de mama.

3. Analizar el papel de los canales ARC en la proliferacion de la linea de cAncer de mama triple
negativo, MDA-MB-231.
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3. OBJECTIVES.

1. To determine the role of 6G2R/TMEMS97 in SOCE, prolifetation and migration in triple negative
breast cancer cells through the use of NO1 (62/TMEMS97 receptor ligand).

2. To ascertain the role of PGRMCL1 in the antiproliferative effect of progesterone in breast cancer

cells.

3. To analyse the role of ARC channel in triple negative MDA-MB-231 breast cancer cell

proliferation.
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4. MATERIALES Y METODOS.

MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion de los diferentes protocolos experimentales, los reactivos utilizados han sido

ordenados alfabéticamente a continuacion:

4.1. REACTIVOS.

1,4-ditiotreitol (DTT)  ThermoFisher

Scientific (Madrid, Espafia).

1-Ciclohexil-4-[3-(1,2,3,4-tetrahidro-5-
metoxi-1-naphtalenil) propil] piperazina
dihidroclorida. (PB28) Agonista 62R. Tocris
Bio-techne Brand (Madrid, Espafia).

2-{6-[2-(3-(6,7-dimetoxi-3,4-
dihidroisoquinolin-2(1H)-il)propil)-3,4-
dihidroisoquinolin-1(2H)-one-5-iloxi]
hexil}-5-(dimetilamino)indoline-1,3-dione.
(NO1) Ligando o2R. Cedido por la Dr. C
Abate (Universidad de Bari “Aldo Moro”;
Bari, Italia).

2-Aminoetil-Difenilborinato (2-APB).
Modulador intracecular de la liberacion de
Ca®* inducida por IP3. Sigma-Aldrich
(Madrid, Espafia).

5,8,11,14-Acido eicosatetrainoico (ETYA).
Inhibidor no especifico de ciclooxigenasas y
lipooxigenasas. Sigma-Aldrich (Madrid,
Espafia).

Acido araquidénico (AA). Abcam plc
(Cambridge, UK).

Acido bicinconinico (BCA). ThermoFisher
Scientific (Madrid, Espafia).

Acido tetracético etilenglicol
Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia).

(EGTA).

Albimina de suero bovino (BSA). Sigma-
Aldrich (Madrid, Espafia).

Bromodeoxiuridina (BrdU). BioVision Inc
(Milpitas, EEUU).
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Calceina acetoximetil éster (calceina-AM).
Live/Dead Kit de viabilidad/citotoxicidad
celular.  Molecular  Probes  (Leiden,
Holanda).

Cloruro célcico (CaCly). ThermoFisher

Scientific (Madrid, Espafia).

DharmaFECT. Medio de
Cultek SL (Madrid, Esparia).

transfeccion

Dimetil sulféxido (DMSO). Sigma-Aldrich
(Madrid, Espafia).

Fura-2 acetoximetil éster (fura-2/AM).
Fluoréforo.  Molecular Probes (Leiden,
Holanda).

Inhibidores de proteasas libres de EDTA.
Roche (Madrid, Espafia).

Kit apoptosis con BrdU. Abcam plc
(Cambridge, UK).

Kit de evaluacion de la proliferacion celular
con BrdU. BioVision Inc (Milpitas, EEUU).

Marcador de peso molecular. Bio Rad
Laboratories Inc (Madrid, Espafia).

MitoTracker
fluorescente.

Rojo CMXRos. Colorante
Molecular Probes (Leiden,

Holanda).
Nonidet P-40. Sigma-Aldrich (Madrid,
Espafia).
Penicilina/Estreptomicina. Antibidticos de
amplio  espectro. Lonza  (Cologne,
Alemania).
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Progesterona (P4). Hormona esteroidea.
Sigma-Aldrich (Madrid, Espafa).

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

Suero de caballo (HS).
Scientific (Madrid, Espafia).

ThermoFisher

Suero fetal bovino (FBS). ThermoFisher
Scientific (Madrid, Espafia).

Sustrato  fluorigénico de la caspasa-3.
Sigma-Aldrich (Madrid, Espafa).

Sustrato  fluorigénico de la caspasa-8.
Sigma-Aldrich (Madrid, Espafa).

Sustrato  fluorigénico de la caspasa-9.
Sigma-Aldrich (Madrid, Espafa).

4.2. TAMPONES Y SOLUCIONES.

# Tampon Hepes Salino (HBS).

Tapsigargina (TG). Acido octanoico
derivado de azuleno [4,5-b] furano.
Inhibidor de la bomba de Ca?* intracelular.
Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia).

Tripsina 5% EDTA 10X. ThermoFisher
Scientific (Madrid, Espafia).

Tropanil(x)2-(4-clorophenoxi)  butanoato
maleato. (SM21 Maleato) Modulador
colinérgico presinaptico - ligando o2R.

Tocris Bio-techne Brand (Madrid, Espafia).

Tween-20.
Espana).

Sigma-Aldrich (Madrid,

Yoduro de propidio (PI). Colorante rojo
nuclear 'y cromosomal  fluorescente.
Molecular Probes (Leiden, Holanda).

Tabla 7. Tampdn Hepes Salino (HBS).

# Tampon Fosfato Salino (PBS).

Tabla 8. Tampdn Fosfato Salino (PBS).
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REACTIVOS

CONCENTRACION FINAL

Tris —trisaminometano-

(HOCH,)3sCNH;, (Trizma 20 mM
base)
NaCl 137 mM
Acido Ajustar el pH antes de
etilendiaminotetraacético 2 mM afiadir el Glicerol.
(EDTA) pH=7.4
Octilfenoxipolietoxietanol 1%
(IGEPAL CA-630)
Glicerol 10%
H>0 miliQ -
Tabla 9. Tampdn de lisis NP-40.
# Tampon de radioinmunoprecipitacion (RIPA).
REACTIVOS CONCENTRACION FINAL

Tris —trisaminometano-
(HOCH3)sCNHj; (Trizma 10 mM
base)
NacCl 158 mM
Acido
etilendiaminotetraacético 1 mM _
(EDTA) pH = 7.4
Deoxicolato sodico 1%
Dodecil sulfato sodico (SDS) 0.1%
Triton X-100 1%

H20 miliQ

Tabla 10.Tampdn de radioinmunoprecipitacion (RIPA).

# Tampon de Laemmli.

REACTIVOS CONCENTRACION FINAL
Tris —trisaminometano-
(HOCH3);:CNHj; (Trizma 70 mM
base)
Glicerol 10%
Azul de bromofenol 0.002%
Dodecil sulfato sodico (SDS) 2%

H20 miliQ

Disolver el Trizma
base y ajustar el pH
antes de afiadir el
resto de reactivos.
pH=74

Tabla 11. Tampdn de Laemmli.
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@ Tampon Tris Salino con Tween (TBST).

REACTIVOS

CONCENTRACION FINAL

Tris —trisaminometano-

(HOCH3)3sCNH; (Trizma 20 mM

base)

NaCl 0.137 M pH =76

Tween 20 0.1%

H,O miliQ ;

Tabla 12. Tampdn Tris Salino con Tween (TBST).
# Geles de acrilamida/bisacrilamida (1).
SOLUCIONES REACTIVOS CONCENTRACION
FINAL
- Acrilamida/ .
Sl bisacrilamida e i
Tris —trisaminometano-
Solucion B (HOCH,;)3CNH, 15M pH = 8.8
(Trizma base)
. Dodecil sulfato sodico )
Solucion C (SDS) 10% -
Tris —trisaminometano-
Solucion D (HOCH,;)3CNH, 05M pH = 6.8
(Trizma base)
Tabla 13. Geles de acrilamida/bisacrilamida (1).
@ Geles de acrilamida/bisacrilamida (11).

REACTIVOS GEL 4% GEL 8% GEL 10% GEL 12% GEL 15%
Solucion A 1 mL 2.02 mL 2.50 mL 3 mL 3.75 mL
Solucién B - 2.50 mL 2.50 mL 2.50 mL 2.50 mL
Solucién C 100 uL 100 uL 100 uL 100 pL 100 pL
Solucién D 2.50 mL - - - -
Amonio persulfato
(AMPS) 10 mg 5mg 5mg 5mg 5mg
H>O miliQ 6.40 mL 5.38 mL 4.90 mL 4.40 mL 3.65 mL
(N,N,N’,N’-
tetrametil
etilendiamina 10 L S L S L S HL > L
(TEMED)

Tabla 14. Geles de acrilamida/bisacrilamida (11).
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# Tampon de electroforesis.

REACTIVOS CONCENTRACION FINAL
Tris —trisaminometano-
(HOCH,)3sCNH,, (Trizma 24.8 mM
base)
Dodecil sulfato sodico (SDS) 0.1%
Glicina 252 mM
H20 miliQ ;

Tabla 15. Tampdn de electroforesis.

# Tampon de transferencia.

REACTIVOS CONCENTRACION FINAL
Tris —trisaminometano-
(HOCH3)sCNHj; (Trizma 25 mM
base) Ajustar el pH antes de
Glicina 150 mM afadir MeOH:

pH=8.3

Metanol (MeOH) 20%
H>O miliQ ,

Tabla 16. Tamp6n de transferencia.

# Solucion de bloqueo.

REACTIVOS CONCENTRACION FINAL
Albldmina de suero bovino )
(BSA) 1
Azida sodica 0.02%
TBST .

Tabla 17. Solucién de bloqueo.
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# Reactivos del kit de proliferacion.

CONCENTRACION

REACTIVOS EXPERIMENTAL
BrdU(5-bromo-2-deoxiuridina) 1000X 10X
Solucion de Fijacion/Desnaturalizacion 100 puL
Anticuerpo primario de deteccion de 1X
BrdU 300X
Anticuerpo secundario de deteccion de 1X
anticuerpo primario 200X
Solucion diluyente del anticuerpo =
Tampon de lavado 10X 1X
Sustrato tetrametilbencidina 100 ul.
(TMB) H
Solucién de parada de reaccion 100 pL

Tabla 18. Reactivos del kit de proliferacion BrdU.

El resto de materiales y reactivos utilizados han sido suministrados por Panreac Quimica SLU
(Barcelona, Espafia), Sanex SL (Badajoz, Espafia) y Sigma-Aldrich (Madrid, Espafa).

4.3. PLASMIDOS.

Plasmido control (ShARN A). Santa Cruz Biotechnology Inc (Dallas, EEUU).

Plasmido de silenciamiento Orail (shOrail). Cedido por el Dr. Zhang (Centro de Ciencias
Cardiovasculares de la Universidad Médica de Albany. Albany, EEUU).

Plasmido de silenciamiento TRPC1 (shTRPC1). Cedido por el Dr. Woodard (Departamento
de Cirugia de la Universidad de Ciencias de la Salud. Bethesda, EEUU).

Plasmido de sobreexpresion STIM1. Cedido por el Dr. Romanin (Universidad Johannes
Kepler. Linz, Austria).

Plasmido de sobreexpresion TMEMZ97. Origene Inc (Maryland, EEUU).

Plasmido de sobreexpresion YFP-NFAT 1-reporter. Cedido por el Dr. Romanin (Universidad
Johannes Kepler; Linz; Austria).

4.4. ARN DE INTERFERENCIA.

ARN de interferencia para PGRMC1 (siPGRMC1). Santa Cruz Biotechnology Inc (Dallas,
EEUU).

ARN de interferencia para STIM1 (esiARN STIM1). Invitrogen | ThermoFisher Scientific
(Madrid, Espafia).

ARN de interferencia para STIM2 (esiARN STIM2). Invitrogen | ThermoFisher Scientific
(Madrid, Esparia).

ARN de interferencia para TMEM97 (siARN TMEMZ97). Santa Cruz Biotechnology Inc
(Dallas, EEUU).
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4.5. ANTICUERPOQOS.

ANTICUERPOS PRIMARIOS

Anti-caspasa-9. Anticuerpo monoclonal de raton. Cell signalling (Leiden, Holanda).

Anti-Fosfo-elF2a. Anticuerpo policlonal de conejo. Cell signalling (Leiden, Holanda).
Anti-LC3. Anticuerpo policlonal de conejo. Cell signaling (Leiden, Holanda).
Anti-Orail. Anticuerpo policlonal de conejo. Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia).
Anti-Orai3. Anticuerpo monoclonal de raton. Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia).
Anti-p53. Anticuerpo monoclonal de raton. Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia).
Anti-PGRMCL1. Anticuerpo monoclonal de ratén. Santa Cruz Biotechnology Inc (Dallas,
EEUU).

Anti-STIM1. Anticuerpo monoclonal de ratén. BD-bioscience (Madrid, Espafia).
Anti-STIM2. Anticuerpo policlonal de conejo. Cell signalling (Leiden, Holanda).
Anti-STIM2. Anticuerpo policlonal de conejo. Molecular Probes (Leiden; Holanda).
Anti-TMEM97. Anticuerpo policlonal de conejo. Origene Inc (Maryland, EEUU).
Anti-B-actina. Anticuerpo policlonal de conejo. Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia).

ANTICUERPOS SECUNDARIOS

Anti- Cy3™ AffiniPure anti-IgG de conejo de cabra. Jackson Immunoresearch Europe Ltd
(Cambridge, UK).

Anti-1gG de conejo conjugada con peroxidasa de rabano. Jackson Immunoresearch Europe
Ltd (Cambridge, UK).

Anti-l1gG de ratdn conjugada con peroxidasa de rabano. Jackson Immunoresearch Europe
Ltd (Cambridge, UK).

4.6. CULTIVO CELULAR.
#® MCF10A.

La linea celular epitelial no tumorigénica MCF10A se obtuvo de la compafila ATCC (Manassas;
EEUU) (figura 26). Se trata de una linea no tumoral con capacidad de crecimiento tridimensional
en colageno. Microscopicamente muestra caracteristicas de células ductales luminales pero no de
células mioepiteliales. La presencia de calcio en el medio ejerce un fuerte efecto sobre su
morfologia. Esta linea fue inmortalizada a partir de una donante mujer caucasica de 31 afios. Se
mantiene en incubador bajo condiciones estables (37 °C, 95% de humedad y 5% de CO,) y crecen
en medio DMEM F-12 suplementado con los siguientes componentes para obtener las
condiciones méas optimas: suero de caballo 5% (v/v), toxina colérica (1 ng/mL), insulina humana
(10 pg/mL), factor de crecimiento epidérmico (EGF) (10 ng/mL), hidrocortisona (0.5 pg/mL),
penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100 pg/mL. Algunas de sus caracteristicas mas importantes
quedan recogidas en la “Tabla 19. Resumen de las caracteristicas principales de la linea celular
no tumoral (MCF10A) y las tumorales de mama (MCF7, MDA-MB-231; MDA-MB-468) ”.
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Figura 26. Adquisicion por microscopia (40x) de células MCF10A en subcultivo. Imagen tomada por Invitrogen™
EVOS™ FL Auto 2 Imaging System.

® MCF7.

Linea celular obtenida por la compafiia ATCC (Manassas, EEUU) (figura 27) y cultivadas en
condiciones controladas en incubador (37 °C, 95% de humedad y 5% de CO;). Procedente de una
donante femenina, caucésica de 69 afios. Los niimeros de cromosomas de la linea madre oscilaron
entre hipertriploidia e hipotetraploidia. Es una linea epitelial adherente que precisa de medio de
cultivo DMEM, suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino, 100 U/mL de penicilina y
100 pg/mL de estreptomicina para su crecimiento Optimo. Parte de sus propiedades quedan
recogidas en la “Tabla 19. Resumen de las caracteristicas principales de la linea celular no
tumoral (MCF10A) y tumorales (MCF7, MDA-MB-231; MDA-MB-468) de mama”.

Figura 27. Adquisicion por microscopia (40x) de células MCF7 en subcultivo. Imagen tomada por Invitrogen™
EVOS™ FL Auto 2 Imaging System.
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# MDA-MB-231.

Esta linea tumoral se obtuvo de la compafiia ATCC (Manassas; EEUU) (figura 28), procedente
de una donante femenina caucésica de 51 afios. La linea celular es aneuploide femenina con
recuento cromosémico proximo al rango triploide. Se trata de células epiteliales adherentes
cultivadas en incubador a 37 °C, 95% de humedad y 5% de CO,. Utilizan DMEM como medio
de cultivo suplementado con suero fetal bovino al 10% (v/v), penicilina (100 U/mL) y
estreptomicina (100 pg/mL). Parte de sus caracteristicas bioquimicas quedan recogidas en la tabla
resumen “Tabla 19. Resumen de las caracteristicas principales de la linea celular no tumoral
(MCF10A) y tumorales (MCF7, MDA-MB-231; MDA-MB-468) de mama”.

Figura 28. Adquisicion por microscopia (40x) de células MDA-MB-231 en subcultivo. Imagen tomada por
Invitrogen™ EVOS™ FL Auto 2 Imaging System.

# MDA-MB-468.

Linea adquirida a través de ATCC (Manassas; EEUU) (figura 29). Tiene su origen en una donante
mujer, de raza negra, de 51 afios de edad. Se trata de una linea celular aneuploide con parte de sus
cromosomas en el rango triploide. Son células adherentes de epitelio mamario mantenidas en
incubador a 37 °C, 95% de humedad y 5% de CO,. Utilizan DMEM como medio de cultivo
suplementado con suero fetal bovino al 10% (v/v), 100 U/mL de penicilina y 100 pug/mL de
estreptomicina. Algunas de propiedades bioquimicas y caracteristicas de importancia quedan
recogidas en la “Tabla 19. Resumen de las caracteristicas principales de la linea celular no
tumoral (MCF10A) y tumorales (MCF7, MDA-MB-231; MDA-MB-468) de mama”.
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Figura 29. Adquisicion por microscopia (40x) de células MDA-MB-468 en subcultivo. Imagen tomada por
Invitrogen™ EVOS™ FL Auto 2 Imaging System.
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LINEA CELULAR

DIANAS TERAPEUTICAS

MORFOLOGIA

PATOLOGIA

TEJIDO

SUBTIPO
MOLECULAR

CARACTERISTICAS
CLINICAS

MCF10A

La linea responde a insulina,
glucocorticoides, enterotoxina del
colera y factor de crecimiento
epidérmico (EGF).

De apariencia poliédrica con nucleo
en posicion central. Tamafio
aproximado de 10-20 um.

Enfermedad fibroquistica del seno
mamario.

Glandula mamaria, tejido mamario.

NORMALES.

No capacidad tumorigénica.

MCF7

Presenta receptor de estrogenos y
de progesterona. Tiene
elevado/amplificado el receptor del
factor de crecimiento epidermal
humano 2 (HER2).

Con forma poligonal y concéntrica
sin grandes aristas. NGcleo central.
Tamafio aproximado de 10-20 pm.

Adenocarcinoma mamario

Tejido glandular mamario.
Derivado de metastasis a partir de
efusion pleural.

LUMINAL B.

Moderadamente agresiva, invasiva
y diferenciada.

MDA-MB-231

Receptor estrogénico negativo,
receptor de la progesterona
negativo y receptor del factor de
crecimiento epidermal humano 2
poco expresado/amplificado.

Apariencia alargada y longitudinal.

Presenta un solo ndcleo en posicion
central y tamafio aproximado de 10-
20 pm.

Adenocarcinoma mamario.

Tejido glandular mamario.
Derivado de metéstasis a partir de
efusion pleural.

BASALES. Céancer de mama triple
negativo (TNBC).

Altamente agresiva, invasiva y
pobremente diferenciada.

MDA-MB-468

Receptor estrogénico negativo,
receptor de la progesterona
negativo y receptor del factor de
crecimiento epidermal humano 2
poco expresado/amplificado.

Apariencia concéntrica y poliédrica
con nucleo central localizado en el
interior. Tamafio aproximado de
10-20 pm.

Adenocarcinoma mamario.

Tejido glandular mamario.
Derivado de metastasis a partir de
efusion pleural.

BASALES. Céancer de mama triple
negativo (TNBC).

Altamente agresiva, invasiva y
pobremente diferenciada.

lular no tumoral (MCF10A) y tumorales

inea ce
(MCF7, MDA-MB-231; MDA-MB-468) de mama.

les de lal

icas principal

Tabla 19. Resumen de las caracterist
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#® NG115-401L.

Linea de especial interés cientifico ya que se trata de una linea soméatica compuesta por la
hibridacion de la linea clonal de neuroblastoma de raton N115TG-2 y la linea clonal de glioma
de rata C6BV-1. Estas células aparecieron en 1981 (Hatanaka and Amano, 1981) y tienen la
peculiaridad de producir gran cantidad del material sustancia-P pero, ademas, se caracterizan por
expresar unos valores minimos de STIM1. Se tratan de células adherentes de crecimiento lento y
morfologia glial, sin cariotipo ni receptores especificos con fenotipo cancerigeno. Crecen bajo
condiciones controladas a 37 °C, 95% de humedad y 5% de CO,. Ademas, utilizan DMEM como
medio de cultivo suplementado con suero fetal bovino al 10% (v/v), 100 U/mL de penicilina y
100 pg/mL de estreptomicina.

4.7. TRANSFECCION CELULAR.

Con la transfeccion celular podemos incorporar eficientemente material genético externo como
siARN o plasmidos vectoriales a células eucariotas. Gracias a esta técnica, la biologia molecular
puede avanzar enormemente en la bisqueda de nuevas herramientas basadas en la falta o
presencia de ciertas proteinas celulares. Para ello, en nuestro laboratorio disponemos del agente
de transfeccién DharmaFECT Cultek SL (Madrid, Espafia), altamente eficaz y con una toxicidad
minima para la célula. Todas las trasnfecciones se llevaron a cabo con el agente de transfeccidn

DharmaFECT, siguiendo las recomendaciones de la compafiia.

Los plasmidos de sobreexpresion y los de silenciamiento utilizados fueron transfectados cuando
las poblaciones celulares se encontraban en subcultivo con una confluencia del 70-80%.
Dependiendo de las condiciones experimentales realizadas, del material genético seleccionado
y/o de la linea celular (MCF10A, MCF7, MDA-MB-231, NG115-401L), se utilizaron 1-4 ug de
siARN durante 24-72 horas. Todas las condiciones experimentales se compararon con su control

“vector vacio” y/o siARN-A (dirigido contra un ARN mensajero no codificante).

4.8. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CALCIO
INTRACELULAR ([Ca?*]c) MEDIANTE METODOS FLUORIMETRICOS.

4.8.1. — Indicadores de calcio codificados genéticamente (GECI).

Los indicadores de calcio codificados genéticamente (GECI) son proteinas fluorescentes
derivadas de una proteina fluorescente en verde (GFP), o variantes fluorescentes, fusionadas con

un dominio calmodulina capaz de unirse a Ca®".
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El constructo G-GECO1-Orai3 utilizado en el presente trabajo fue proporcionado amablemente
por el Dr. M. Cahalan (Addgene plasmid # 73563 ; http://n2t.net/addgene: 73563;
RRID:Addgene_73563) (Dynes, Amcheslavsky and Cahalan, 2016). Metodoldgicamente, el
indicador G-GECO1-Orai3, una vez presente en la célula, revela una entrada de Ca®* a través del
constructo STIM1-Orail-Orai3 cuando se fusionan para conformar el canal ARC (Thompson,
Mignen and Shuttleworth, 2010). Asi, la fluorescencia emitida queda registrada al paso del ion
Ca?" a través del canal ARC. Esta fluorescencia es el resultado de los cambios generados en la
proteina modificada en verde (GFP) siendo excitada a una longitud de onda 488 nm y recogida
su emision a 505 nm, utilizando un microscopio invertido de fluorescencia con un objetivo 40x
en aceite de inmersion. Los ratios de fluorescencia obtenidos se presentaron como F, /Fo, donde
Fn indica el valor de fluorescencia a 488 nmy Fq es la media del valor basal obtenido para las

proteinas modificadas en verde (GFP) excitadas a 488 nm.

4.8.2. — Sonda Fura-2.

La sonda fura-2 es un indicador fluorescente selectivo de alta afinidad al Ca®*. El éster de fura-2
(fura-2/AM) es permeable a la membrana plasmatica gracias al grupo acetoximetiléster (AM)
presente en su estructura. Una vez internalizado en la célula, las esterasas citosélicas liberan el
grupo éster (AM) del fura-2 (Pozzan et al., 1982), proceso conocido como cleaving, perdiendo su

capacidad hidrofabica (figura 30).

CO,R CO,R CO,R CO,R CKOZH CO,H CO,H CO,H
N N) N
(0] (@) (0] (@)
- esterase N 7 Ca?*
— —— > Fura 2-Ca complex
Q Q
= CH = CH
N= & N= 3
O R: -CH,OCOCH;§ \(O
COR Fura 2-AM CO.H Fura 2

Figura 30. Molécula de Fura-2/AM antes y después del cleaving.

Este fluoréforo fue utilizado por primera vez en 1985 por Roger Tsien et al. (Grynkiewicz, Poenie
and Tsien, 1985) siendo, desde entonces, ampliamente empleado como marcador ratiométrico del
calcio intracelular. Una vez unido a este ion, muestra un amplio espectro de excitacion oscilando
entre 300 y 400 nm, con una emision de 505-510 nm. Especificamente, cuando el fura-2 unido al
calcio citosolico [Ca?*]. es excitado a 340 nm, la emision del fluor6foro a 510 nm aumenta v,
contrariamente, dicha emision disminuye cuando se excita a 380 nm. Este hecho nos valida la
utilizacién de esta sonda como un marcador ratiométrico al observar emisiones maximas y
minimas a 510 nm (ratio 340 nm/380 nm). Esta relacién siempre es proporcional a las variaciones
de [Ca®']. hasta concentraciones del orden nM. Permite, asi, una mayor monitorizacion y

desprecia errores achacados a falta de homogeneidad en la distribucion citosdlica, carga
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insuficiente de la sonda o posibles artefactos derivados de la manipulacion experimental (Paredes
et al., 2008). Aunque presenta una elevada afinidad por otros iones como Mn#, Sr?* o0 Zn**, se
une preferentemente al ion Ca** con una Kd ~ 135 nM a 20 °C (pH 7.1 -7.2) y ~ 224 nM a 37 °C
(pH 7.8) (Sage, 1996). Otra ventaja de este fluor6foro es que su punto isosbéstico (punto de
isofluorescencia) es a 360 nm. Esto facilita la monitorizacién de cambios en la fluorescencia no
dependiente de Ca** o el apagamiento de fluorescencia asociado a la unién de metales pesados
como el manganeso (Mn?") (Sage et al., 1989).

4.8.2.a. Carga celular con Fura-2.

La incubacion de las lineas epitelial mamaria y de cancer de mama utilizadas (MCF10A, MCF7,
MDA-MB-231 y MDA-MB-468) con fura-2/AM se realiz6 en el propio medio de cultivo a una
concentracion de 2 uM durante 30 min, en condiciones de oscuridad y manteniendo una
temperatura constante de 37 °C. A las células se les retir6 el medio de cultivo una vez expirado
dicho periodo. A continuacion, el excedente de fura-2/AM se elimin6 con un prelavado a base de
tampon HEPES salino (HBS) para evitar interferencias durante el registro. Las células,
previamente adheridas a un cubreobjetos, se mantuvieron en un medio HBS suplementado con
glucosa (1.8 mg/mL), BSA (1 mg/mL) y cloruro de calcio (50 puM) hasta el momento de la

medicion de Ca?".

4.8.2.b. Determinacion de cambios en [Ca®*]. mediante métodos fluorimétricos.

Los cambios en la concentracion de Ca*" detectados en las células adherentes de epitelio y cancer
mamario se registraron gracias a un microscopio de fluorescencia invertido Nikon Eclipse Ti2
asociado a un sistema de adquisicion y analisis de imagenes para microscopia. Las poblaciones
celulares se excitaron con un espectrofotdmetro (lampara asociada a un monocromador) a
longitudes de ondas alternantes de 340 nm y 380 nm, recogiendo la fluorescencia emitida a 510
nm con una cdmara asociada al equipo de microscopia optica para la sonda fura-2. Las mediciones

se obtuvieron y procesadas usando el software Nikon NIS-Elements AR.

Las células previamente adheridas a un cubreobjetos se acloplaron a una cubeta de cuarzo y
mantenidas en un volumen final de 500 uL de HBS. Todos y cada uno de los reactivos utilizados
en la presente tesis (EGTA, TG, AA, P4, SM21, NO1, 2-APB, CaCl,), se afiadieron directamente

sobre las células hasta lograr la concentracion deseada.

Los ratios de fluorescencia obtenidos para la sonda fura-2 (340 nm /380 nm) se calcularon en cada
pixel y los datos presentados como F, /Fo; donde F, representa el ratio de fluorescencia (340 nm/
380 nm) experimentalmente obtenido y Fo es la media del valor ratiométrico basal del fura-2 (340
nm/ 380 nm).
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No obstante, en las células donde se puede calibrar la fluorescencia de la sonda fura-2, se podria
calcular la concentracion de Ca?* intracelular por el método desarrollado por Roger Tsien et al.,
en 1985. Esto es:

[(@**]c = Ka X (R — Ruin) / Runax — R)) % (2 / $12)

Kq = constante de disociacion del fura-2 para el Ca®* (224 nM a pH 7.05 y 37 °C).
R = valor de fluorescencia ratiométrico muestral (ratio 340/ 380 nm).

Rmin = valor de fluorescencia ratiométrico minimo registrado.

Rmax = valor de fluorescencia ratiométrico maximo registrado.

S, = fluorescencia emitida por el fura-2 libre de Ca®* cuando es excitado a 380 nm.
Sz = fluorescencia emitida por el fura-2 unido a Ca** cuando es excitado a 380 nm.

Asi, los valores de liberacion y entrada de calcio se obtuvieron mediante el célculo de su integral.
Para ello:

- La liberacion de Ca?" inducida por TG (1uM), inhibidor de SERCA, se obtuvo como el
area bajo la curva resultante del incremento de [Ca®*]. tras la adicion de dicho estimulo durante
los 120 segundos sucesivos. Previo a la estimulacién con TG, las células se expusieron al quelante
de calcio extracelular EGTA (100 uM) durante 30 segundos. Este calculo fue el patron base
seguido con el resto de agonistas fisioldgicos y/o agentes farmacolégicos utilizados en la plétora
experimental.

- Laentrada de Ca?* inducida tras el vaciamiento de los depésitos intracelulares se calculd
como el resultado del 4rea total bajo la curva del incremento de [Ca?"]. durante los 120 segundos

siguientes a la adicion de 1 mM de CaCl..

4.9. DETECCION DE COLOCALIZACION MEDIANTE MICROSCOPIA
CONFOCAL.

La localizacién exacta de dos moléculas en el interior celular es de suma importancia desde el
punto de vista cientifico. Una técnica que se aproxima a esta idea y da una medida aproximada
de la distancia entre dos sustancias es la colocalizacion. Los estudios de colocalizacion se basan

en secciones opticas captadas por microscopios de confocalidad, en los que dos puntos coinciden
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en un mismo pixel dentro del mismo plano (Manders, Verbeek and Aten, 1993; Demandolx and
Davoust, 1997).

Para una parte de nuestros experimentos, se tomaron de subcultivo células MDA-MB-231 y
sembradas sobre cubreobjetos en placas de cultivo de 6 pocillos. Tras la espera del tiempo
necesario obtuvimos una concentracion adecuada. A continuacion, se retird el exceso de medio
con lavados sucesivos de PBS 1X e inmediatamente después se incubaron las células con 100 nM
de NO1 (5 min) en ausencia o conjuntamente con 2 uM de mitotracker-rojo (2 min). Ademas, las
células se estimularon durante 2 minutos con TG (2 uM) o bien, permanecieron sin estimular.
Una vez se internalizaron los compuestos, se lavé con PBS 1X dos veces mas, eliminando el
excedente para ser observadas con un microscopio confocal de fluorescencia Nikon Eclipse
TE300 (Nikon Corporation, Tokyo, Japan) usando las longitudes de ondas correspondientes al
NO1 (Ex/ Em = 390 nm/ 505 nm) y al mitotracker-rojo (Ex/ Em = 581 nm/ 644 nm). Las
fluorescencias se recogieron en el plano celular medio, a un mismo tiempo de exposicion en cada
condicion experimental y con un objetivo de inmersion 40x. Las imagenes resultantes se

adquirieron con el software de imagen NIS.

Por otro lado, para dirimir la aproximacion entre Orail y c2R/TMEM97, las células MDA-MB-
231 se sembraron en placas de cultivo de 6 pocillos hasta una concentracion de 0.5 x 10° células/
mL. El dia del experimento, el medio de cultivo DMEM se retir6 y fue, posteriormente,
remplazado por una solucién HBS 1X (75 uM de EGTA). Seguidamente, las células se incubaron
durante 5 minutos con 100 nM de NO1. Transcurrido el tiempo, se estimularon (o permanecieron
sin estimular) durante 1 minuto con 2 uM de TG. A continuacién, se sometieron durante 30
minutos a un proceso de fijacion a temperatura ambiente con paraformaldehido al 4%. Se les
retiré el medio sobrante con solucion PBS y se permeabilizaron con PBS+TritonX100 (0.1%)
durante 30 minutos. Una vez fijadas y permeabilizadas, previamente bloqueadas para evitar
uniones inespecificas con una solucién de bloqueo (PBS + TritonX100 suplementado con 5% de
BSA), se incubaron con el anticuerpo anti-Orail (dilucién 1:200) 1 hora a temperatura ambiente.
Retirado el exceso de anticuerpo con tres lavados consecutivos de PBS, reincubamos las muestras
esta vez con el anticuerpo secundario fluorescente Cy3™ AffiniPure anti-1gG de conejo, de cabra,
(dilucion 1:50). Los cubreobjetos con las células se lavaron una Gltima vez con PBS para
montarse en portaobjetos usando una solucion basada en glicerol (PBS + glicerol 80%). Una vez
preparadas las muestras, se observaron bajo un objetivo de inmersion 40x de microscopio
confocal de fluorescencia. Las células se estimularon con las longitudes de onda adecuadas para
NO1 (Ex/ Em =380 nm/ 505 nm) y Cy3 (512 nm/ 615 nm). El indice de colocalizacion se calcul6

en todas las muestras usando el software NIH libre de tratamiento de imagen Image J.
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4.10. VISUALIZACION DE LA TRASNLOCACION DE NFAT1 AL NUCLEO.

Las células en subcultivo MDA-MB-231 se sembraron sobre cubreobjetos en placas de cultivo de
6 pocillos hasta obtener una confluencia adecuada para ser transfectadas. Una vez internalizado
el material genético exdgeno durante 48 h, plasmido de sobreexpresion YFP-NFAT 1-reporter per
se 0 bien junto con el plasmido shPGRMC1, se confirmd su presencia gracias a la visualizacion
de la fluorescencia YFP proveniente del plasmido NFAT-reporter de las células controles en
cultivo. A partir de este momento, ambas poblaciones se estimularon durante 48 h con P4 (1 uM)
0 permanecieron en reposo. Ademas, forzamos en otra poblacion la sobreexpresion de NFAT1-
reporter con la estimulacion continuada durante 24 h de TG 1 uM (control positivo del
experimento). La estimulacion continua de TG en el interior celular provoca el vaciamiento del
reticulo endoplasmatico y la entrada de Ca** mediada por Orail (Kar et al., 2014). Este proceso
activa la calcineurina fosfatasa que desfosforila serinas presentes en la region reguladora de
NFAT (Okamura et al., 2000) y expone una secuencia de localizacion nuclear. Como
consecuencia, NFAT se transloca al nucleo donde interacciona con secuencias de ADN
especificas para regular la actividad de sus genes diana. Cuando disminuye la concentracién de
iones Ca*" en el citosol, la estimulacion inicial desaparece y NFAT es exportado de vuelta al
citoplasma (Hogan et al., 2003; Macian, 2005).

La fluorescencia emitida por el NFAT1-reporter se captdé con microscopio invertido de
fluorescencia a las 24 h 'y 48 h del inicio de la estimulacion con P4. El analisis posterior de todos
los datos fue normalizado comparando la fluorescencia del reporter-NFAT1 emitida por las
células controles en crecimiento bajo condiciones normales respecto al resto de condiciones

experimentales.

4.11. METODO DE FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR.

Este método de fraccionamiento celular nos permite rapida y eficientemente aislar el nicleo de
otros subcompartimentos celulares. Todo ello, manteniendo una alta integridad proteica y
minimizando, en la mayor medida lo posible, la degradacion, modificacion y/o difusion soluble
proteica fuera del nucleo. La accién sumatoria de una solucién detergente junto a fuerzas
mecanicas de separacion hizo posible mantener las membranas nucleares intactas. Este
procedimiento fue descrito en la universidad de Calgary en 2015 por Nabbi and Riabowol (Nabbi

and Riabowol, 2015) y ha sido adaptado a nuestras condiciones celulares y experimentales.

Asi, las células MDA-MB-231 provenientes de subcultivo o transformadas genéticamente
(shPGRMC1) se traspasaron a placas de Petri hasta alcanzar una confluencia 6ptima del 90%. El

dia del aislamiento, el medio de cultivo se extrajo y las células se lavaron con una solucién PBS

123



MATERIALES Y METODOS

1X refrigerada (4 °C). Al retirar el medio de lavado, la placa se mantuvo a 4 °C para, en 1 mL de
PBS, recolectar con la ayuda de un rascador las células adherentes. Se traspaso, entonces, a un
microtubo eppendorf de centrifugacion de 1.5 mL para una centrifugacion rapida (5-10 segundos
y 9391xg). Inmediatamente después, se elimind el sobrenadante y el resto del pellet celular
existente (~100-200 pL) se resuspendid en 900 pL de una solucion PBS 1X refrigerada (4 °C) al
0.1% de NP40, suplementado con inhibidores de proteasas y fosfoesterasas. La mezcla resultante
se hizo pasar a través de una micropunta de pipeta P1000 cinco veces seguidas. En este punto,
300 uL se transfirieron a un nuevo microtubo de centrifugacion al cual afiadimos 100 pL de la
solucion de desnaturalizacion Laemmli 4X. Esta primera fraccion denominada fraccion Total de
Proteinas (TP) se mantuvo en hielo hasta el siguiente paso y se estima que representa ~ 25% de

la proteina total de la muestra celular de partida (Nabbi and Riabowol, 2015).

La mezcla sobrante de células en suspension (700-800 uL) se volvio a centrifugar durante 5-10
segundos a 9391xg. A continuacidn, retiramos el sobrenadante de la muestras y afiadimos 1 mL
de PBS al 0.1% de NP40. Se mezcl6 bien la muestra y se centrifugd de nuevo bajo las mismas
condiciones (5-10 segundos, 9391xg). Al eliminar el sobrenadante, obtuvimos un pellet que
resuspendimos en 150 pL de la solucion Laemmli 1X (fraccion Nuclear). Esta fraccion contiene
aproximadamente el 75% de la muestra de proteinas nucleares totales. En este momento, ambas
fracciones (TP y Nuclear) se sonicaron (20 kHz, 2 pulsos, 8 segundos) y sometidas a tratamiento
térmico para garantizar la lisis total de las proteinas (95 °C y 1 minuto). Una vez obtenidas las
muestras deseadas, con la técnica Western blot o Inmunoblot se analiz6 el factor de transcripcidn

p53 en diferentes localizaciones celulares.

4.12. TECNICA DE EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE PROTEINAS
TOTALES.

4.12.1. — Lisis celular y extraccién de proteinas.

Las muestras celulares se sometieron a un procesamiento dual mecanico-quimico de extraccion
proteica. Asi, las células in vitro obtenidas de subcultivo fueron debidamente tripsinizadas y
centrifugadas, segun las especificaciones de cada linea celular, hasta obtener un pellet final.
Dependiendo del nimero total de células de partida, este pellet se mezclé con un volumen variable
(200-500 pL) de solucion de lisis RIPA. Esta solucion capaz de solubilizar proteinas es
ampliamente utilizada en investigacion (Perkel-Jeffrey, 2015). En nuestro caso, esta
suplementada con inhibidores de proteasas e inhibidores de fosfoesterasas para garantizar que la
integridad proteica se mantenga lo mas estable posible. Tras permanecer 20 minutos en hielo a 4

°C, se llevo a cabo una sonicacion de las muestras (20 kHz, 2 pulsos, 8 segundos) para de nuevo
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dejar reposar otros 30 minutos en hielo 4 °C. Una vez concluido el proceso de lisis, sucesivas
centrifugaciones lograron separar las diferentes fracciones subcelulares de la muestra inicial para
obtener los restos de las membranas en el pellet final y las proteinas solubles en el sobrenadante
(MacPhee, 2010; Jensen, 2012). En todos los experimentos presentados, las muestras se
centrifugaron en condiciones de temperatura controlada (4 °C) durante 30 minutos a 16000xg,
aislando las proteinas de interés en el sobrenadante y preparadas para ser utilizadas en los pasos

venideros.

4.12.2. — Cuantificacion de la concentracion de proteinas totales.

Todas las muestras bioldgicas utilizadas en este estudio se cuantificaron mediante el kit comercial
Pierce™ BCA Protein Assay de la compafiia ThermoFisher Scientific (Madrid, Espafia). Es
importante remarcar que cualquier técnica de cuantificacion proteica no es totalmente especifica
para proteinas, es decir, hay factores que pueden influir en la determinacion final. Asi, artefactos
no proteicos, falta de uniformidad de las muestras e incompatibilidades entre proteinas
modificadas y no modificadas son algunos de los condicionantes a tener en cuenta en todo proceso
experimental (Noble et al., 2007; Brady and Macnaughtan, 2015).

El kit Pierce™ BCA Protein Assay permite la cuantificacion de proteinas a partir de un tampon
detergente de baja variabilidad basado en el acido bicinconinico (BCA) compatible con agentes
desnaturalizantes que permite una deteccion colorimétrica y posterior cuantificacion indirecta de
proteinas. En nuestro caso, ademas, combinamos esta técnica con un meétodo mecanico de

separacion como es la sonicacion de las muestras.

Este kit se basa fundamentalmente en la reaccion de biuret, figura 31, producto de la combinacion
de dos procesos: la reduccion de Cu®* a Cu* en medio alcalino en las proteinas y la alta
sensibilidad/especificidad de deteccion colorimétrica del ion Cu® usando como Unico reactivo la
BCA (Smith et al., 1985). Bioquimicamente, la reaccién con la BCA es la suma total de la
estructura macromolecular, los péptidos unidos y cuatro aminoacidos inmersos en el seno de la
matriz proteica (cisteina, cistina, triptéfano y tirosina) (Wiechelman, Braun and Fitzpatrick,
1988).
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OH"

COMPLEIO

+ cuz+ + cu-l-
BCA-Cu™

BCA

Figura 31. llustracion esquematica de la reaccidon de biuret con el &cido bicinconinico (BCA).

Como resultado se obtiene un producto de tincion purpurea formado por dos moléculas de BCA
y un solo ion de Cu®. Este complejo, soluble en agua, presenta una absorbancia de 562 nm y una
fuerte correlacion proporcional a incrementos en la concentracién de proteina, teniendo su rango
mas optimo entre 0.02 — 2 pg/ pL. Dicho método utiliza como referencia una curva patron de
concentraciones conocidas y configuradas previamente con estandares a partir de la albimina de
suero bovina (BSA).

Experimentalmente, todas nuestras mediciones se realizaron por triplicado. Para cada una,
especificamente, 12.5 pL de la solucion desconocida se mezcld en un pocillo de una placa de 96
pocillos con 100 pL del mix de reaccion (20 partes del reactivo A + 1 parte del reactivo B). Una
vez transcurridos 30 minutos a 37°C y protegido de la luz, se realizé la lectura de la absorbancia
a 562 nm de la muestra en un lector de microplacas Gen5™ BioTek (Vermont, EEUU). Los

valores resultantes fueron traspuestos en la curva patron y expresados en pg/ulL.

4.12.3. — Inmunoprecipitacion.

Las células en subcultivo se resuspendieron en un microtubo eppendorf de 1.5 mL con un
volumen final de 500 pL de HBS 1X suplementado con glucosa (1.8 mg/ mL), BSA (1 mg/ mL)
y cloruro de calcio (50 uM). Todos los experimentos, independientemente de la linea celular
utilizada, partieron de una concentracion total de células de 6x10° células/ mL. Segin el protocolo
asignado a cada ocasion, las células se estimularon en un termobloque a 37 °C con EGTA, TG,
AA, P4, SM21, NO1 y/o CaCl,. Inmediatamente después de ser estimuladas, se afiadieron 500 pL
de RIPA 2X suplementados con ortovanadato s6dico (NasVO4) (2 mM) e inhibidores de proteasas
(cocktail comercial de Roche, Madrid, Espafia). Dichos tubos de centrifugacion se depositaron en
hielo hasta alcanzar una temperatura de 4°C durante 20-30 minutos para evitar la proteolisis y/o
la accidn de fosfoesterasas. Transcurrido el tiempo, las muestras se sonicaron (20 kHz, 2 pulsos,
8 segundos) y nuevamente permanecieron incubadas en hielo otros 20-30 minutos. A
continuacion, se sometieron a una centrifugacion a 16000xg, 4 °C y 30 minutos, para recoger el
sobrenadande (1000 pL) exento de restos celulares y traspasarlo a un nuevo microtubo de

centrifugacion de 1.5 mL, al cual se afiadieron 25 pL de esferas de proteina A-agarosa y 2-4 puL
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del anticuerpo requerido segun protocolo. Todos los microtubos de centrifugacion se incubaron a

4 °C durante toda la noche con movimiento orbital suave y constante.

A la mafiana siguiente, tras tres lavados con PBS 1X combinados con centrifugaciones sucesivas
de 1 min a 4 °C y 10000xg, las esferas de agarosa sedimentadas se resuspendieron en la solucion
Laemmli 1X suplementada con 3-mercaptoetanol al 5% vy ditiotreitol (DTT) al 5%. Para facilitar
la total desnaturalizacion proteica, la solucion final se sometié a un choque térmico bajo las
siguientes condiciones: 5 minutos a 95 °C. Por ultimo, las muestras son borteadas y centrifugadas

suavemente antes de ser cargardas en geles de Western Blotting.

4.12.4. — Western Blotting.

Gracias al Western blot o Inmunoblot podemos detectar anticuerpos especificos en una muestra
determinada. Fue una técnica desarrollada por George Stark et al., en 1979, en la Universidad de
Stanford. Brevemente explicado, las proteinas se separan en gel mediante electroforesis
atendiendo a diferentes criterios (peso molecular, estructura, afinidad, naturaleza hidrofébica, etc)
para después ser transferidas a una membrana de nitrocelulosa o de polidivinilo de fluoruro
(PVDF) y ser seleccionadas por afinidad con anticuerpos especificos hacia el epitopo de la
proteina deseada (Renart, Reiser and Stark, 1979; Towbin, Staehelin and Gordon, 1979). El
principio que rige esta técnica radica en la naturaleza de las particulas, ya que poseen una carga
eléctrica variable segun el pH del medio en el que se encuentren. Como consecuencia, se

desplazan al entrar en una corriente eléctrica pudiéndose separar en funcién de su masa molecular.

En nuestro compendio experimental, el total de proteinas lisadas en la solucién RIPA se mezclo6
con un volumen igual de la solucion Laemmli hasta conseguir una concentracién proteica final
de 1 pg/uL. La solucién Laemmli sigue hoy dia la misma dinamica que la desarrollada en 1970
pos sus creadores (Laemmli, 1970). Entre sus componentes, puede presentar agentes
desnaturalizantes y reductores disociadores de los puentes disulfuro, tales como el PB-
mercaptoetanol o DTT, y detergentes i6nicos con alta capacidad desnaturalizante como el sodio-
dodecil-sulfato (SDS). Consecuentemente, esto resulta en la pérdida de toda estructura
tridimensional de las proteinas, manteniendo su conformacién primaria y lineal recubierta por
cargas negativas, lo que permite la separacion éptima en la electroforesis cuando son expuestas a
un campo eléctrico. Nuestras muestras se sometieron, adicionalmente, a un tratamiento térmico

de 95 °C durante 5 minutos para garantizar una mayor desnaturalizacion.

A continuacidn, se cargaron en un sistema de tampdn discontinuo en geles de poliacrilamida con
SDS (SDS-PAGE) a una concentracion variable de poliacrilamida en el gel separador “running
gel” segun el tamafio de las proteinas de interés. Las intensidades de corriente utilizadas durante

la electroforesis fueron las siguientes: “Tabla 20. Intensidades de corriente de la electroforesis”.
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Tabla 20. Intensidades de corriente de la electroforesis.

Tras 120 minutos de electroforesis en cubeta (Hoefer, Inc), las proteinas se transfirieron desde el
gel hasta un sdéndwich de membranas de nitrocelulosa. En este caso, se utiliz6 un sistema en cubeta
de transferencia semi-seca con tampén metanol (20%), ejerciendo una intensidad de corriente
eléctrica fijada a 0.8 mA/ cm?. Todas las proteinas fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa de tamafio de poro 0,45 um (GE Healthcare) transcurrido un tiempo total de 2 horas.
A continuacion, las membranas se bloguearon con una solucién de bloqueo (TBST 1X + 10%

BSA) 2 horas a temperatura ambiente con agitacién suave, o bien, durante toda la noche a 4 °C.

Tras el bloqueo de las membranas, éstas se incubaron con sus respectivos anticuerpos (ver 4.5.
ANTICUERPOS) a la concentracion y tiempo indicado segun las especificaciones. Una vez se
produjo la union del anticuerpo con el epitopo de la proteina problema, seis lavados con TBST
1X aintervalos de 5 minutos se llevaron a cabo con el fin de eliminar el excedente de anticuerpo
primario. Seguidamente, las membranas se volvieron a incubar con sus respectivos anticuerpos
secundarios conjugados con peroxidasa de rébano (HRP) de Jackson ImmunoResearch
(Cambridge, UK) durante 1 hora a concentracién 1:10000. Nuevamente, el excedente se retird

con los lavados sucesivos.

Para el revelado final de las membranas, un escaner digital de quimioluminiscencia (Li-Cor® C-
DiGit™) fue el encargado de la obtencion de bandas gracias a la reaccion con el conjugado de la
peroxidasa de rdbano. Las imagenes resultantes se trataron y analizadas con el software
informatico Image J NIH (Bethesda, EEUU).

4.13. DETERMINACION DE LA VIABILIDAD Y APOPTOSIS CELULAR.

Son varios los pardmetros a tener en cuenta a la hora de definir la viabilidad celular en un
protocolo experimental in vitro. El potencial rédox de la poblacion, la integridad de sus
membranas o la actividad esterasa celular pueden ser utilizados como estandares aceptables en el
ensayo experimental. En cualquier caso, obtenemos una perspectiva de la condicién celular en
relacién a su viabilidad, citotoxicidad y/o eficacia farmacoldgica tras la integraciéon de sus

componentes.
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La ciencia actual nos proporciona varios indicadores luminicos de la viabilidad celular
especialmente disefiados para proporcionar una lectura visual veraz de la integridad celular a

través de microscopia de fluorescencia y/o citometria de flujo, entre otros.

El tinte fluorescente calceina es un reactivo celular utilizado habitualmente como marcador de
invasion y migracion en cancer, neoformacion vascular y otros ensayos celulares. Suele
presentarse unido a un grupo acetoximetiléster en forma de calceina-AM. Este grupo inactiva su
fluorescencia y le permite atravesar facilmente las membranas. Ya en su interior, las esterasas
intracelulares se encargan de hidrolizar este grupo convirtiéndola en calceina con fluorescencia

en verde.

El yoduro de propidio, por su parte, es un tinte del ADN en las células eucariotas que inicamente
penetra las membranas si éstas estdn dafiadas y/o alteradas. Este compuesto se intercala
inespecificamente en las bases del ADN. Nos permite asi, recoger informacién del estado de la

integridad celular a tiempo real (Lecoeur, 2002).

Por altimo, la bromodeoxiuridina es utilizada como analogo pirimidinico en la sintesis de novo
de ADN, nos permite tener un control de la viabilidad y del estado 6ptimo de las células (ver 4.15.
DETERMINACION DE LA PROLIFERACION CELULAR).

4.13.1. — Microscopia.

Gracias al kit Live/Dead de viabilidad/citotoxicidad se puede discernir facilmente entre las células
eucariotas vivas y muertas. Presenta una tincion simultanea entre calceina-AM (fluorescencia en
verde) y yoduro de propidio (fluorescencia en rojo), de baja citotoxicidad y altamente estable en

el interior celular.

Siguiendo las indicaciones del protocolo adaptadas a nuestros ensayos experimentales, las células
utilizadas en la presente tesis (MCF10A, MCF7 y MDA-MB-231) se cultivaron en sus respectivos
medios de cultivo. A partir de los cuales, se traspasaron a placas de cultivo de 6 pocillos hasta
obtener una monocapa adherente y confluente (~95%) bajo condiciones controladas (37 °C y 5%
de CO,). De manera independiente a la adicién de los compuestos a testar, en el momento del
experimento se incubaron en cada pocillo 2 uM de calceina-AM durante 45 minutos y 4 UM de
yoduro de propidio durante 30 minutos. A continuacion, se lavaron las cubetas individualmente
con HBS 1X y se incorporaron 2 mL de HBS 1X previamente atemperado. Las muestras se
excitaron a una longitud de onda de 430 nm (calceina) y 555 nm (yoduro de propidio), recogiendo
la fluorescencia verde de la calceina a 542 nm y roja del yoduro de propidio a 624 nm usando,
para ello, una camara digital CMOS (Zyla 4.2, Andor, Belfast, UK) con objetivo 100x en un
microscopio invertido (Nikon Eclipse Ti-2, Amsterdam, Holanda). Los datos se recogieron y

tratados con el software NIS-Elements AR (Nikon, Amsterdam, Holanda).
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4.13.2. — Fluorimetria.

La activacion de la caspasa-9 es uno de los marcadores celulares mas clasicos reconocidos como
activadores de la apoptosis dependiente de mitocondria. Ademas de ésta, las caspasas-3 y -8 se
monitorizaron a partir de sus respectivos sustratos, gracias a un espectrofotometro de
fluorescencia (Agilent technologies inc. California, EEUU). Adecuando el protocolo previamente
descrito por otros colaboradores de este mismo grupo (Bejarano et al., 2009; Lopez et al., 2009),
las células se cultivaron hasta conseguir una apropiada confluencia ~95% en placas de Petri. Una
vez alcanzado el punto 6ptimo, cada poblacion celular se incub6 en presencia o ausencia de NO1
(100 nM) durante 30 minutos. Previamente se normalizaron para tener grupos comparables segin
tratamiento. Inmediatamente expirado el tiempo, las células se lavaron con PBS 1X para retirar
el medio y reactivos excedentes y, tras ser tripsinizadas, se resuspendieron en la solucién NP40
durante 10 minutos para su lisis. Pasado este tiempo se incubaron durante 2 h a 37 °C con 20 uM
los respectivos sustratos a testar. Dependiendo de la naturaleza de cada uno de ellos, la
fluorescencia emitida por AMC (7-amino-4-metilcumarina) (Ex/ Em = 360 nm/ 400 nm) o AFC
(7-amino-4- trifluorometilcumarina) (Ex/ Em = 400 nm/ 505 nm) fue el resultado de la actividad

de las diferentes caspasas y, a su vez, fue adquirida por espectrofluorimetria.

4.13.3. — Citometria.

Complementariamente, la apoptosis celular en las células cancerigenas MDA-MB-231 y
MCF10A fue testada con el kit comercial basado en 5-bromo-2'- deoxiuridina (BrdU) (TUNEL)
de Abcam plc (Cambridge, UK). La apoptosis es un proceso implicado en multitud de patologias,
entre ellas el cancer. Se caracteriza por cambios morfoldgicos como la falta de asimetria de la
membrana plasmatica, la descompactacién del citoplasma y nucleo, y la fragmentacion de la

cromatina nuclear.

En los experimentos realizados, se utilizaron como inductores de apoptosis tanto el fArmaco
antineoplésico cisplatino (50 uM durante 30 min) como el ligando 62R/TMEM97 NO1 (100 nM
durante 5 min). Este ensayo nos permitié discernir la fragmentacién del ADN en apoptosis
mediante citometria de flujo en células vivas. Para ello, los pasos a seguir fueron los siguientes.
Partimos de células de subcultivos en crecimiento. Una vez alcanzaron una confluencia 6ptima
~80% fueron expuestas (0 no) a los diferentes farmacos con el objetivo de activar la muerte
celular. En este punto, las células fueron tripsinizadas y resuspendidas con una concentracion de
5x10° células/ mL en un volumen final de 0.5 mL de PBS 1X en tubos de centrifugacion de 15
mL. Sobre este volumen se afiadieron otros 5 mL de paraformaldehido 4% (peso/ volumen) y
cada muestra se dejo reposar en hielo (4 °C) 15 minutos. Inmediatamente a continuacion, las
muestras se centrifugan en refrigeracion (4 °C) durante 5 minutos a 300xg para descartar el

sobrenadante. Se lavaron un par de veces adicionales con PBS para retirar por completo el
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excedente de paraformaldehido. Resuspendimos en 0.5 mL de PBS y afiadimos 5 mL de etanol al
70% para dejarlas en hielo durante 30 minutos. Repetimos las centrifugaciones anteriormente
mencionadas para retirar, en este caso, el exceso de etanol. A continuacion, se resuspendieron
1x10° células en 1 mL de la solucion de lavado especifica del protocolo. Centrifugamos dos veces
descartando el sobrenadante e incubamos la muestra durante 60 minutos a 37 °C en 50 pL de la
solucion de etiquetado/marcaje del ADN, la cual tiene incorporado una solucion de reaccién TdT
(enzimas TdT y BrdUTP). La cantidad de BrdUTP artificialmente incorporada se detect6 con la
adicion posterior del anticuerpo anti-BrdU-rojo (dilucion 1:20) durante 30 minutos. Después,
incorporamos la solucion A (7-AAD/ARNasa) a temperatura ambiente durante otros 30 minutos
en completa oscuridad. Al final, las células se analizaron con un citdmetro de flujo FACS-SCAN
(Becton Dickinson, Madrid, Espafia). Las fluorescencias emitidas por las células se adquirieron
una vez se caracterizd la dispersion lateral y frontal de las mascaras. Los datos se representaron
como SSC-altura vs FL2 (BrdU fluorescencia) a partir de las siguientes longitudes de ondas
dadas: Ex/ Em = 488 nm/ 576 nm para la BrdU-rojo y Ex/ Em = 488 nm/ 655 nm para 7-AAD.
Los resultados se expresaron en porcentaje apoptotico de las células comparando las medianas
poblacionales analizadas con el software libre Flowing, disponible de Cell Imaging Core, Turku
Centro de Biotecnologia, en la Universidad de Turku y Universidad Abo Akademi
(http://flowingsoftware.btk.fi).

4.14. DETERMINACION DE LA MIGRACION CELULAR.

La técnica de migracion celular seguida en este trabajo fue previamente descrita por Liang et al.,
en 2007 (Liang, Park and Guan, 2007) y adaptada a nuestras condiciones experimentales. Asi,
1x10° células/mL de la linea celular MDA-MB-231 se sembraron a partir de subcultivo en placas
de cultivo celular de 6 pocillos, hasta alcanzar un volumen total de 2 mL. Una vez logrado un 70
- 80% de confluencia, las células son transfectadas, o no, en funcién del protocolo y se mantienen

creciendo con medio DMEM hasta obtener una monocapa homogénea de células adherentes.

Una vez alcanzada la confluencia necesaria se lleva a cabo el “scratch” o herida. Seccion
longitudinal realizada con una punta de pipeta p10 a 90° con respecto al eje horizontal. Este paso
es crucial para el estudio ya que es evaluado continuamente el ancho de la cicatriz; por ello, se
recomienda practicar la técnica con antelacion para minimizar las variaciones dependientes del
ancho inicial de la cicatriz (figura 32). Tras iniciar el protocolo, se lavaron las células con PBS
1X para eliminar los restos celulares en suspensién y se afiadi6 medio DMEM al 1% de BSA
(menor porcentaje permitido en esta linea celular para minimizar los efectos proliferativos del
cultivo sin activar otros no deseados como la apoptosis y/o falta de adhesion celular). Segun los

experimentos asignados a cada lote, cada cubeta fue expuesta a la presencia de: NO1 (100 nM),
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SM21 (100 nM), AA (8 uM), ETYA (100 uM) y/o quedaron sin reactivos. De la misma manera,
tomamos como tiempo = 0 h las imagenes tomadas justo después de realizar la cicatriz. A partir
de dicho momento, se tomaron a distintos tiempos fijados segun protocolo hasta obtener al menos
cuatro repeticiones por experimento. Todas las imagenes se adquirieron con objetivo de
microscopia 10x con cdmara de vision Visicam. Se analizaron con el software Visicam 3.0 s
(VWR®, Madrid, Espana).

Figura 32. Secuenciacion temporal del avance celular de la linea MDA-MB-231. Ensayo de migracion.

4.15. DETERMINACION DE LA PROLIFERACION CELULAR.

La técnica utiliza BrdU (5-bromo-2-deoxiuridina) como analogo sintético pirimidinico. Durante
la generacién de nuevas cadenas de ADN, la BrdU se incorpora a la doble hélice de ADN en su
sintesis de novo en lugar de la timina. Este hecho unido a la unién de un anticuerpo especifico
con sustrato de peroxidasa de rabano, nos permite cuantificar indirectamente el crecimiento
celular sometido a diferentes condiciones. Se conforma asi, la secuencia de pasos a seguir en el
ensayo de proliferacién celular del kit de BrdU (BioVision Inc, Milpitas, CA, EEUU) (figura 33).

Para nuestro estudio, las lineas celulares utilizadas fueron las siguientes: SPGRMC1 MDA-MB-
231, siSTIM2 MDA-MB-231, MDA-MB-231 y MDA-MB-468. En todos los casos, 5x10° células
se sembraron en 100 pL de medio DMEM respectivamente en cada uno de los pocillos de una
placa de cultivo de 96 pocillos y dejadas en reposo en incubador a 37 °C y 5% de CO,. Una vez
adheridas, las células son tratadas, segln lote experimental, con los diferentes componentes a
testar: NO1 (100 nM), P4 (1 uM), PB28 (1 nM) y/o SM21 (100 nM). A partir de este momento,
se toman las mediciones a 0, 24, 48 y 72 h. Para ello, el dia del experimento se incubaron con
BrdU durante 2 horas a 37 °C y 5% de CO,. Inmediatamente después, se reemplazo el medio de
cultivo por 100 pL de la solucion de Union/Desnaturalizacion durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Expirado el tiempo, se retird la solucion anteriormente mencionada con suma
precaucion para afiadir 100 pL del anticuerpo de deteccion de BrdU 1X, incub&ndose 1 hora con
agitacion suave. Con el siguiente paso, eliminamos el excedente de primario gracias al lavado de
los pocillos con la solucién de lavado 1X (300 pL, 2 veces) y volvimos a incubar, esta vez con
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100 pL de la solucion de anticuerpo unido a anti-raton-HRP durante 1 hora a temperatura
ambiente. Nuevos lavados fueron necesarios para retirar el excedente de secundario con la
solucion de lavado 1X (300 pL, 3 veces). Para terminar, retiramos el exceso de liquido para afiadir
100 pL de la solucion sustrato TMB con el que se tomaron medidas cada 5 minutos a 650 nm
hasta 30 minutos. El 3,3”,5, 5’-tetrametil-bencidina 0 TMB es el sustrato de unién al anticuerpo
secundario, encargado de llevar a cabo una reaccion colorimétrica azul oscuro e insoluble en
presencia de peroxidasa que nos sirve como control interno de la curva de saturacion de la
reaccion. Esta reaccion queda recogida gracias al lector de placas Microplate Data Collection &
Analysis software Gen5™ v20.9 -Epoch, Biotek® (Swindon; UK). Finalmente, la reaccion se
detiene al incorporar 100 pL de la solucidn de parada o STOP, cuya absorbancia sera recogida en

una Unica medida a 450 nm.

Figura 33. Ilustracion de la unién anticuerpo-BrdU en el ADN.

4.16. ANALISIS ESTADISTICO.

En el andlisis estadistico de los datos del presente estudio se evaluaron inicialmente la normalidad
mediante el test de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de las varianzas mediante el test de Levene.
Después de comprobar la normalidad de los pardmetros, se procedi6 al analisis inferencial de las
variables estudiadas. Asi, para comparar las medias entre dos grupos se aplico la prueba t de
Student mientras que mediante un andlisis de la varianza (ANOVA de una via) se compararon las
medias de los parametros estudiados para mas de dos grupos utilizando los respectivos anélisis
Post Hoc para las comparaciones multiples, especificados en cada articulo. Los datos obtenidos
en estos estudios se expresaron como media * error estandar de la media (ESM). Todas las
diferencias estadisticas presentes se han expresado como significativas con un p-valor < 0,05, <
0,01 y/o p-valor < 0,001.
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5.1. EI NO1, nuevo ligando fluorescente del Sigma2 Receptor/ TMEMZ97, disminuye
SOCE y promueve la apoptosis en las lineas celulares de cancer de mama triple
negativas.

5.1.1. — 62R/TMEMY97 se sobreexpresa en las lineas celulares de cincer de mama.

La sobreexpresion de 62R/TMEM97 se ha descrito previamente en algunas células procedentes
de diferentes tipos de cancer. Como su estructura proteica ha supuesto una cierta controversia,
inicialmente analizados su expresion mediante técnicas de WB a través del anticuerpo especifico
anti-TMEMO97 (ver Figura 5.1a, n=6), obteniéndose un incremento de su expresion en la linea
MDA-MB-231 en comparacion con las lineas celulares MCF10A y MCF7. Adicionalmente,
evaluamos su presencia con el fluor6foro NO1, un nuevo ligando 62R/TMEM97 (NO1: (2-{6-[2-
(3-(6,7-dimethoxy-3,4-dihydroisoquinolin-2(1H)-yl)propyl)-3,4-dihydroisoquinolin-1(2H)-one-
5-yloxy]hexyl}-5-(dimethylamino)isoindoline-1,3-dione), el cual ha sido disefiado como ligando
fluorescente especifico de 62R (Ki: 10.2 + 2.4 nM; mientras Ki para 1R estd en 5000 nM).
Ademas, las células MCF10A, MCF7 y MDA-MB-231 fueron incubadas con NO1 (100 nM)
durante 5 minutos a temperatura ambiente. A continuacién, las mismas células se observaron a
través de microscopia confocal (ver Figura 5.1b, n=4). Como puede apreciarse en dicha Figura,
confirmamos un aumento en la acumulacion de la fluorescencia del NO1 derivado de la elevada
presencia de 62R/TMEMO97 en las células MDA-MB-231 si se compara con las células MCF10A.
Al analizar este aumento con la ayuda de un espectrofluorimetro, se obtuvo un aumento del 46.6
+ 10.4% en las células MDA-MB-231 respecto de las MCF10A (Figura 5.1c, n = 5; p < 0.01).
Adicionalmente, las dos lineas anteriormente mencionadas se expusieron al NO1 (100 nM) a
temperatura ambiente, y monitorizamos su captacién por el ligando a lo largo de 30 min a través
de microscopia de epifluorescencia. Como se evidenciaron en los videos obtenidos por el propio
grupo (informacion no presentada), observamos un mayor aumento y captacion, asi como
redistribucion en el citosol, de NO1 en la linea celular MDA-MB-231. Esta observacion refuerza
las imagenes obtenidas por microscopia confocal, en las cuales fueron utilizados tiempos de
incubacion del NO1 mas cortos. Ciertamente, la incorporacion del NO1 en las células MCF10A
comenz0 a ser mas evidente después de un amplio periodo de exposicién (en torno a los 20 min).
Contrariamente encontrado en las lineas celulares MDA-MB-231, las células MCF10A no
mostraron una redistribucion clara del NO1 en las diferentes sublocalizaciones intracelulares u
organelas, y ademas, el NO1 permanecié acumulado alrededor de la membrana plasmaética a lo

largo del experimento. Por todo ello, estos resultados muestran un aumento en la expresion de
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02R/TMEMO97 en las células cancerigenas estando en concordancia con 10s descubrimientos

previamente obtenidos a través de diferentes enfoques experimentales.
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Figura 5.1. Expresion de ¢2R/TMEMO97 en las lineas celulares MCF10A, MCF7 y MDA-MB-231. Las células
MCF10A, MCF7 y MDA-MB-231 se sembraron sobre cubreobjetos a la misma concentracion (1 x 10° células/mL).
(a) Las células se levantaron y fueron lisadas con la solucion de Laemmli para utilizar el anticuerpo anti-TMEM97 en
la técnica WB como se ha descrito en Material y Métodos. Los graficos de barras representan el incremento de la
expresion relativa de ¢2R/TMEM97 sobre las células MCF10A normalizadas utilizando como control de carga
experimental el contenido en actina. (b) Alternativamente, las células se incubaron 5 min con 100 nM de NO1
mantenidas a temperatura ambiente y se dispusieron debidamente para ser observadas bajo un microscopio confocal
de fluorescencia, donde las muestras se excitaron a 390 nm. La fluorescencia resultante del NO1 fue adquirida a una
longitud de onda de 505 nm. Las imagenes se centraron en el plano medio celular usando un objetivo de aceite de
inmersion 40x, siendo el resultado de tres experimentos independientes. La barra equivale a 30 um. (c) Las células
una vez tratadas con NO1, como se explica anteriormente, se despegaron, lavaron y se resuspendieron en 1 mL de
PBS dentro de una cubeta de cuarzo. La fluorescencia emitida por el NO1 de cada una de las muestras se detecto
gracias a un espectrofluorimetro (Ex’Em: 390nm/505 nm). El gréafico de barras representa el porcentaje de
fluorescencia del NO1 comparado con los valores encontrados en las muestras de células MCF10A, presentados como
la media + S.E.M de cinco experimentos independientes. **, ***: representa p < 0.01 y p <0.001 con respecto a
MCF10A.

5.1.2. — El ligando 62R/TMEMO97 altera la migracion y proliferacion de las células
TNBC.

Como fue evidenciado en nuestro laboratorio, el NO1 logrd alterar significativamente la
morfologia de las células MDA-MB-231 en comparacion con las células controles MCF10A
(informacion no presentada). Tomado como punto de partida, nos propusimos evaluar si el
02R/TMEM97 es necesario para llevar a cabo tal mecanismo. Para ello, monitorizaos la
acumulacion de BrdU en las células estudio utilizando un lector de placas TECAN M200 Infinite
pro ELISA (Tecan Trading Ltd, Mannedorf, Switzerland) y varios ligandos del 62R/TMEM97
como con el NO1, SM21 y PB28. Como se puede observar en la Figura 5.2a, las células MDA-
MB-231 crecieron bajo condiciones controladas y en presencia de SM21 (100 nM), el cual ha
sido descrito previamente como antagonista de 62R/TMEM97. Transcurridoas 48 h se produjo
un incremento de 265.0 + 14.0% de la captacion de BrdU, comparado con los valores obtenidos
al principio del proceso experimental (tiempo 0 h). Las células que crecieron bajo condiciones
controladas mostraron un incremento en la captacion de BrdU de 140.0 + 14.0%, con respecto al
valor encontrado al tiempo O h (Figura 5.2a, linea negra); ademas, el SM21 aumentd la
proliferacién de las células MDA-MB-231. Adicionalmente, incubamos las células con PB28,
agonista previamente descrito para c2R/TMEM97 pero que también puede actuar como
antagonista de 61R. De hecho, y en concordancia con otros autores, el PB28 actuaria como un
ligando de 62R/TMEM97 e induce la muerte celular en varias lineas cancerigenas como en las de

pancreas.
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Figura 5.2. 62R/TMEMY7 esta involucrado en la proliferacion y migracion celular de las lineas de cancer de mama
triple negativas (TNBC). (a) Las células MDA-MB-231 se sembraron sobre cubreobjetos (0.5 x 10° células/mL), y el
dia 0, el cultivo celular fue suplementado con el vehiculo del control (a-d), SM21 100 nM (a, b), PB28 (1 nM, linea
gris oscura (b)), y una combinacion de PB28 + SM21 ((b) linea gris claro). Todas las células se mantuvieron en cultivo
al menos 48 h bajo condiciones controladas de crecimiento (37 °C 'y 5% de CO: en el incubador). Simultdneamente,
las lineas celulares TNBC, MDA-MB-231 (c) y MDA-MB-468 (d) crecieron durante 48 h en presencia o ausencia de
100 nM de NO1. En los tiempos indicados en la Figura, estas células incorporaron BrdU durante 2 h para ser
procesadas segun el protocolo recomendado por la propia compaiiia suministradora de BrdU. La mayor o menor
captacion de BrdU fue analizada mediante la determinacion de la absorbancia a 450 nm gracias a un lector de placas
TECAN ELISA. Los graficos son representativos de seis experimentos independientes. (e) Las células MDA-MB-231
se sembraron y crecieron durante 24 h, permitiendo alcanzar una adecuada confluencia, para, a continuacion, ser
incubadas durante 5 min con NO1 (100 nM), y ademas, las células se cultivaron en paralelo con el vehiculo (control)
0 el SM21 (100 nM) a lo largo de todo el experimento. Al comienzo del experimento, una raya se realizd sobre la
monocapa de células (tiempo 0 h) y, durante las siguientes horas, tomamos imagenes del cultivo celular usando
microscopia de luz visible con objetivo 10x. Los experimentos llegaron a su fin cuando en el cultivo de las células
controles la raya se repobl6 de células, ocurriendo sobre las 12 h en la mayoria de los casos. Las lineas punteadas
definen el campo exento de células. Las barras equivalen a 100 um. * **y *** yepresentan p < 0.05, p <0.01 y p
<0.001 respectivamente, comparadas con los valores de BrdU encontrados a tiempo 0 h. . $$$: p < 0.001 comparado
con las células no tratadas con los ligandos c2R/TMEM97 en el tiempo dado.

La incubacion de las células MDA-MB-231 durante 48 h con PB28 (1 nM) incrementd
significativamente el crecimiento celular. El tratamiento con PB28 mejoré este crecimiento en
mayor grado que el SM21 (véase las lineas gris oscuro en la Figura 5.2a.b). El tratamiento
conjunto con ambos ligandos (SM21 + PB28) produjo un rapido crecimiento celular en las
primeras 24 h, sin embargo y tras el cual, un leve descenso no significativo prosiguié hasta las 48
h. Estos resultados nos llevan a concluir que la interferencia de la actividad de 62R/TMEM97
modifica la proliferacidn celular en MDA-MB-231. Finalmente, para determinar la idoneidad del
NO1 como posible agente antiproliferativo en células TNBC, las células MDA-MB-231 y MDA-
MB-468 crecieron, como se ha descrito con anterioridad, en presencia o ausencia de NO1 (100
nM). Nuestros resultados indican que el tratamiento con NO1 desencadend un descenso
significativo en la proliferacién celular de ambas lineas (Figura 5.2c.d). Las células MDA-MB-
468 presentan una diferencia sustancial con respecto a las MDA-MB-231 ya que pertenecen a una
linea de paciente no caucasica que representa un fenotipo de cancer de mama mas agresivo. Las
alteraciones caracteristicas de los genes de la familia RAS descritas en las células MDA-MB-231

no han sido descritas en las células MDA-MB-468.

A continuacion, evaluamos el posible papel de 62R/TMEM97 en la capacidad de migracion de
las células MDA-MB-231. Este procedimiento experimental fue evaluado mediante el ensayo de
cicatrizacion de la herida, descrito con anterioridad. Este protocolo revelé que el SM21 (100 nM)
produce una rapida accion y cierre del defecto a las 12 h; mientras que pequefios espacios libres
de células pudieron ser observados en las condiciones controles para un mismo tiempo dado
(Figura 5.2e; paneles centrales vs paneles izquierdos y gréafico de barras). Por el contrario, la

incubacion de las células MDA-MB-231 con NO1 (100 nM) durante 5 min previo rayado de la
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monocapa del cultivo fue suficiente para inhibir la migracién celular de la linea MDA-MB-231,
como se evidencia en el amplio espacio libre de células tras las 12 h de experimento (Figura 5.2¢;
panel izquierdo vs panel derecho y gréafico de barras). Esto nos demuestra que el ligando de
62R/TMEM97, el NOI1, redujo la migracion celular mientras que el SM21 presenta los efectos
contrarios. Tomando en consideracion todo ello, estos resultados arrojan una relevante
funcionalidad de 62R/TMEMO97 en las células de cancer de mama MDA-MB-231 que esta en
concordancia con los resultados obtenidos en otros modelos celulares y con otros estudios con
agonistas de c2R/TMEMZ97.

5.1.3. — EI NO1 promueve la muerte celular y la apoptosis en células MDA-MB-231.

Con anterioridad se han descrito efectos antitumorales de los ligandos de 62R/TMEM97 en la
bibliografia. En nuestros experimentos, la incubacion en células MDA-MB-231 con NO1 durante
30 min produjo un desprendimiento citoplasmatico de la membrana y alteracion de la morfologia
celular siendo menos evidente en la linea MCF10A (informacién no presentada). También
produjo una reduccion de la capacidad migratoria y proliferativa en las células MDA-MB-231
(Figura 5.2). Ademas, especulamos sobre la posible funcién antitumoral del NOL1. Asi,
inicialmente lo evaluamos mediante la tincién con yoduro de propidio (PI) en células MCF10A,
células MCF10A artificialmente sobreexpresadas con TMEM97 y células MDA-MB-231. Estas
células fueron cultivadas sobre cubreobjetos durante 48 h permitiendo su crecimiento. La
presencia de fluorescencia positiva derivada de su YFP-tag nos evidencio el éxito del
sobreexpresamiento. Seguidamente, el medio de cultivo se reemplazéd por un medio HBS
suplementado con yoduro de propidio (PI, 4 uM). Las células permanecieron 45 min a 37 °C en
el interior del incubador y el NO1 (100 nM) o el vehiculo fueron incorporados al medio
extracelular en los ultimos 30 min. Como se aprecia en la Figura 5.3.a.b, el tratamiento con NO1
aumentd la captacion de PI. Un incremento en el nimero de células positivamente tefiidas con Pl,
en torno a 5 veces, se obtuvo en las células MDA-MB-231 tratadas con NO1 comparadas con
aquéllas que no fueron tratadas (barra blanca en la Figura 5.3a). Ademas, la administracién del
NO1 en células MCF10A aumento su captacién de PI, pero la tincion de Pl fue mas baja que en
las células MDA-MB-231 tratadas con el mismo agonista (véase Figura 5.3b.c e histograma en

Figura 5.3a).

142



RESULTADOS |

Q)
o

40- EB MCF10A Over TMEM97
£3 MCF10A
£ MDA-MB-231

Vehicle

MDA-MB-231
o1

o

Veh'icle

% positive Pl stained cells
(NO1 vs control cells)

o

(@

MCF10A mock

MCF10A TMEM97

Figura 5.3 Muerte celular de NO1 evidenciada mediante la tincion de Pl en células MDA-MB-231. (a—c) Las células
MDA-MB-231, MCF10A y MCF10A sobreexpresando TMEM97 se cultivaron hasta alcanzar una confluencia
apropiada y se incubaron durante 45 min con yoduro de propidio (PI, 4 uM). Cuando restaban 30 min, al medio
extracelular se le incorpor6 o bien el vehiculo o NO1 (100 nM). Al transcurrir el tiempo de incubacion, se tomaron
varias imagenes de las células en las diferentes condiciones experimentales, como estd descrito en el apartado
correspondiente del Material y Métodos. (a) El gréfico de barras representa el porcentaje de células positivamente
tefiidas por PI después de su administracion de NO1 vs células no tratadas (vehiculo), cuyos resultados provienen de
al menos 200 células de cuatro transfecciones diferentes e independientes. Las barras en las imé&genes equivalen a 50

.
El porcentaje de células MCF10A positivas a la tincién de PI con la administracion de NO1 se
incrementd significativamente con la sobreexpresion de TMEM97 (Figura 5.3a.c). Analisis
complementarios sobre la fluorescencia de NO1 y de MCF10A YFP-TMEM97 en las imagenes
tomadas en nuestro laboratorio revelaron un relativo grado de colocalizacion (informacién no
presentada). Estos datos podrian indicar que el NO1 produce muerte celular al interaccionar con
02R/TMEMY97; explicando la reduccion anteriormente referida sobre la capacidad de migracion
de las celulas MDA-MB-231. Para aumentar nuestro conocimiento sobre el mecanismo
subyacente al efecto producido por el NO1 sobre las células MDA-MB-231, investigamos los
potenciales efectos proapoptéticos del NO1 sobre estas células a través de la técnica de citometria
de flujo junto con la técnica TUNEL basada en BrdU descrito en el apartado de Material y

Métodos.
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Como puede observarse en la Figura 5.4a, la incubacidn de las células MDA-MB-231 durante 5
min con NO1 (100 nM) desembocé en un descenso significativo del 24.0 £ 8.0% (p < 0.01; n =
4) en el nimero de células apoptdtica en comparacion con aquellas que permanecieron sin tratar.
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Figura 5.4. El NO1 promueve apoptosis en células MDA-MB-231. Las células MDA-MB-231 (a) y MCF10A (b) se
trataron con el ligando del 62R/TMEM97 NOI (100 nM durante 5 min) o el agente antineoplasico cisplatino (50 uM
durante 30 min) o bien con una combinacién de ambos farmacos. Una vez alcanzados los tiempos de incubacion, las
células se fijaron y, seguidamente, se cargaron de BrdU siguiendo las instrucciones proporcionadas por el kit
comercial de apoptosis. El porcentaje obtenido de células apoptoticas se evalud con citometria de flujo y su software
libre asociado estableci6 las mascaras especificas para cada poblacion de células estudiadas. Las graficas de puntos
son representativas de cuatro experimentos distintos y los histogramas expresan la media + error estandar de la media
(S.E.M.) del porcentaje de las células tefiidas positivas a BrdU después del tratamiento con NO1 con respecto de los
valores encontrados en las células controles. ** y *** representan p < 0.01 y p < 0.001, respectivamente, comparado
con las células control.

Para descartar efectos no deseados del NO1 desencadenados a través de una via diferente al
62R/TMEM97, analizamos su funcion en células MCF10A (Figura 5.4b) ya que la expresion de
02R/TMEMO97 en esta lineas es eminentemente baja, como se evidencio en la Figura 5.1. Tal y
como cabria esperar, la administracion de NO1 (100 nM) durante 5 min en las células MCF10A
no activé su apoptosis (2.0 + 5.0 %; p > 0.05; n = 6). Es interesante mencionar que la utilizacion
de cisplatino no logré aumentar el porcentaje de activacion de apoptosis en estas células (2.0 +
3.0%; p > 0.05; n = 6), y que tan solo la suma de ambos tratamiento fue capaz de inducir un leve
incremento aunque sin significacion estadistica apreciable (2.0 £ 3.0%; p > 0.05; n = 6). En
general, el porcentaje de células apoptdticas obtenido en los experimentos con células MCF10A
fue menos significativo que los obtenidos en las células MDA-MB-231 (comparese histogramas
de la Figura 5.4a.b).

Seguidamente, indagamos en el mecanismo de activacion subyacente inducido por la incubacion
de NOL1 con la linea celular MDA-MB-231. Para ello, las muestras celulares de MDA-MB-231
se incubaron durante 5 min con NO1 100 nM o bien permanecieron bajo condiciones controles
sin tratar. Todas las muestras se testaron a través de la técnica WB usando los anticuerpos anti-
caspasa-9, anti-GRP78 y anti-fosfo-eiF2a para discernir si la activacion por NOI pudiera
depender de rutas apoptdticas mecanismo dependiente mitocondrial o dependiente de estrés del
RE, respectivamente. Complementariamente, las membranas de nitrocelulosa se testaron para el
anticuerpo anti-LC3 y evaluar asi el ratio LC3I1/LC3I como indicativo de una posible activacion
de la autofagia en respuesta al NO1. En protocolos experimentales internos del grupo, el
62R/TMEM97 no se localizé en la mitocondria al no obtener una colocalizacién entre el NO1 y
el mitotracker en condiciones controles y en células preactivadas con TG (informacién no
presentada). Sin embargo, el NO1 interfiere en la actividad 62R/TMEM97 y, consecuentemente,
produce una activacion apoptotica via dependiente de la mitocondria. Este hecho se evidencié por
el incremento del 16.0 + 8.0% observado en los resultados de caspasa-9 activada (35 kDa), acorde

con la disminucién en los resultados de la procaspasa-9 inactivada (47 kDa) (Figura 5.5a; p <
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0.05; n = 3). Por el contrario, el NO1 no activo ningun otro marcador alternativo de otras vias de
apoptosis, como pudieran ser las de estrés de RE o autofagia (véase Figura 5.5b.c).
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Figura 5.5. EI NO1 promueve la activacion de la caspasa-9. Las células MDA-MB-231 se estimularon con NO1 (100
nM) durante 5 min o permanecieron sin estimular. Entonces se mezclaron con la solucién Laemmli y, una vez lisadas,
las muestras se cargaron en geles de WB para incubarse con los anticuerpos anti-caspasa-9 (a), anti-fosfo-eiF2a (b),
anti- GRP78 (b) y anti-LC3 (c), como se especifica en el apartado correspondiente del Material y Métodos. Las
membranas de nitrocelulosa se reincubaron con el anticuerpo de la actina para obtener el control de carga muestral.
Las imagenes son representativas de cuatro experimentos independientes y los histogramas del promedio del
porcentaje * error estandar de la media (S.E.M.) de las células tratadas con el agonista del 2R en comparacion con
las células controles que permanecieron sin tratamiento. * representa p < 0.05 comparado con las células controles,
mientras que n.s. representa p > 0.05.

Por otra parte, evaluamos diferentes rutas de caspasas envueltas en la sefializacioén apoptética
inducida por el NO1 gracias a la utilizacion de los sustratos especificos fluorigénicos para las
caspasas-9, -3 y -8. Como pudimos contemplar en nuestro laboratorio, todos los sustratos
especificos para las caspasas utilizados aumentaron su fluorescencia tras incubar las muestras con
NO1 (100 nM) (informacion no presentada). Para evitar posibles interferencias en los datos
obtenidos derivadas de la autofluorescencia del NO1, contemplamos el uso de controles internos
en los que las células de estudio fueron incubadas con NO1 pero no con los sustratos
fluorigénicos. También cuantificamos el valor del NO1 en la solucién de reaccion carente de
muestra celular. La fluorescencia obtenida en los controles internos se us6 para corregir la
fluorescencia emitida por cada sustrato en cada experimento. La magnitud de la fluorescencia
emitida por los diferentes sustratos fue mucho més elevada que la fluorescencia emitida por el
NOL1. Nuestros datos revelaron que la caspasa-9 seria la primera en activarse como resultado de
la incubacidn con NO1; esta conclusidn se basa en el hecho de que evidenciamos un incremento
significativo de la fluorescencia emitida por el sustrato de la caspasa-9 al cabo de 5 min tras la
adicion del NO1 en la muestra celular. La caspasa-3 se activ tras la incubacién del NO1 durante
5 min pero en menor grado que la caspasa-9. La fluorescencia de los sustratos de las caspasas-3
y -8 incrementaron de manera significativa tras 30 min de incubacion con NO1. Estas dos
caspasas han sido relacionadas en la bibliografia y parecen ser activadas tras la activacion previa
de la caspasa-9 en otros tipos celulares. Una evidencia mas en lo relativo al mecanismo apopt6tico
dirigido por la caspasa-9 tras la induccién previa del NO1 obtuvimos en nuestro laboratorio
cuando preincubamos las células MDA-MB-231 durante 90 min con 40 pM del inhibidor de la
caspasa-9 (Z-LEHD-FMK), logrando atenuar significamente el efecto del NO1 (informacion no

presentada).

5.1.4. — 62R/TMEMD97 es necesario para la activacion de SOCE en células MDA -
MB-231.

La proliferacion en células de cancer de mama depende en gran medida de la homeostasis del
Ca®*. Una de las evidencias que soportan esta idea es el hecho de que el silenciamiento de la
expresion de Orail, uno de los principales componentes de la entrada de Ca*" operada por

deposito (SOCE), disminuye la proliferacion de las células MDA-MB-231 (Yang, Zhang and
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Huang, 2009; McAndrew et al., 2011). Ademas, la activacion de calcineurina tras la entrada de
Ca?" a través Orail es capaz de desfosforilar y activar el factor de transcripcion proliferativo
NFATL1 (Kar and Parekh, 2015; Albarran et al., 2018). Cabe destacar que el uso de ligandos para
61R y 62R es capaz de alterar la homeostasis del Ca®* en células de neuroblastoma SK-N-SH
(Vilner and Bowen, 2000). Considerando la elevada expresion de 62R/TMEM97 en las células
MDA-MB-231, investigamos su posible papel en la homeostasis intracelular del Ca®*.
Observamos asi que las células MDA-MB-231 cargadas con fura-2 preincubadas con NO1 (100
nM durante 5 min) no reflejaron cambio alguno en la liberacion de Ca* inducido por TG de los
reservorios intracelulares (Figura 5.6). Por el contrario, el NO1 redujo significativamente SOCE
enun 17.0 £ 12.0% (Figura 5.6a; p < 0.05; n = 6). EI NO1 fue capaz de disminuir la respuesta de
SOCE aun cuando este mecanismo habia sido previamente activado por la estimulacion con TG
durante 3 min, antes de afadir el ligando del 62R/TMEM97. Como puede observarse en la Figura
5.6b, la reduccion acaecida bajo estas condiciones fue del 34.5 + 1.0% (p < 0.001, n = 6). Por otro
lado, las células MDA-MB-231 preincubadas con SM21 durante 5 min superaron la inhibicion de
SOCE producida por el NO1 (95.5 + 2.0%; p > 0.0 5, n = 6). Exploramos complementariamente
el papel de 62R/TMEM97 en SOCE mediante la expresion de TMEM97 (Figura 5.6¢) y mediante
la transfeccion del siARN TMEM97 (Figure 5.6d) en la linea celular MDA-MB-231.Una vez
confirmado el éxito de la transfeccion por microscopia de fluorescencia o WB, las células que
presentaban el TMEM97 sobreexpresado incrementaron la respuesta a SOCE en un 56.0 + 1.8%
(p <0.001, n=4); mientras que aquellas en las que se silenci6 la expresién de TMEM97, se redujo
significativamente 24.8 + 14.5% (p < 0.05, n = 4).
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Figura 5.6. 62R/TMEM97 participa en los cambios de la homeostasis del Ca®* en las células MDA-MB-231. Las
células MDA-MB-231 se mantuvieron en cultivo sobre cubreobjetos y se cargaron de fura-2/AM. Se mantuvieron en
un medio HBS libre de Ca?* extracelular (suplementado con 75 uM de EGTA, puntas de flecha) y se incubaron con
NO1 (100 nM, (a), SM21 (100 nM, (b)) o el vehiculo, antes de estimularse la entrada de calcio operada por depésito
al ariadir TG (2 uM, (a)). Alternativamente, las células fueron suplementadas con NOI tras la estimulacion previa de
SOCE con TG (b). Ademas, las células MDA-MB-231 fueron modificadas genéticamente para expresar o silenciar
02R/TMEMY7 ((c, d), respectivamente), como se ha descrito en el apartado correspondiente de Material y Métodos.
Estas células fueron entonces cargadas con fura-2/AM e incubadas con TG (2 uM) durante 4 min para activar su
respuesta a SOCE. La activacion de SOCE por TG se monitorizé en todos los casos con la suplementacion de 1 mM
de CaClz en el medio extracelular. Los cambios en SOCE, inducidos por los diferentes ligandos de c2R/TMEM97 o
bien tras la modificacion genética de las células, se analizaron hallando el &rea bajo la curva a los largo de 2 min tras
la adicion de CaCl.. Los gréaficos son representativos de 6-8 experimentos independientes y los histogramas
representan el promedio del porcentaje + el error estandar de la media (S.E.M.) comparado con las células no tratadas
con los ligandos de 62R/TMEM?97 o las células no modificadas genéticamente (células control). * y ***, representa p
< 0.05y p <0.001, respectivamente, en comparacion al porcentaje presentado en las células controles.

Las células MCF10A expresaron una baja cantidad de 62R/TMEM97 (véase Figura 5.1). Ademas,
en experimentos realizados en nuestro laboratorio, incubamos estas células con SM21 (100 nM
durante 5 min) y el SM21 no logré modificar ni la liberacion de Ca?* inducida por TG de los
depositos intracelulares ni SOCE en estas células (informacidn no presentada). Por el contrario,
las células MDA-MB-231 que expresaron una elevada cantidad de 62R/TMEM?97, tuvieron un
incremento del 44.0 + 14.0% (p < 0.001, n = 8) en la entrada de Ca?" inducida por TG tras la
administracion de SM21, comparado con los valores obtenidos para aquellas células MDA-MB-

231 estimuladas con el vehiculo.

Si bien es cierto, el SM21 fue incapaz de activar la respuesta SOCE per se, entendiendo que este
ligando de 62R/TMEM97 regula SOCE tras la previa activacion por la TG. La mayor respuesta
a SOCE en presencia de SM21 podria ser explicada también como una interferencia entre
62R/ITMEM97 y la bomba ATPasa de Ca?* de la membrana plasmatica (PMCA). Esto seria
debido a que las estimaciones de SOCE resultan de la determinacion de la concentracion del Ca**
citosolico, parametro dependiente a su vez del balance entre entrada de Ca®* y los mecanismos de
compensacion. Para confirmar esta hipoétesis, las células MDA-MB-231 cargadas con fura-2 se
resuspendieron en un medio HBS libre de Ca®* y se incubaron durante 5 min con el vehiculo o
con SM21 (100 nM), y seguidamente con 2 uM de TG (para bloquear la recaptacion de Ca® en
el reticulo endoplasméatico, RE) y 100 nM de ionomicina (ion6foro de Ca?* usado para favorecer
la salida del Ca?* desde los reservorios intracelulares). Este protocolo desembocd en un
incremento transitorio de la concentracion de Ca®* citosdlico. El decaimiento del Ca®* no se alterd
en ausencia o presencia de SM21, ademas de que los cambios registrados en el ratio de extrusién
del Ca®* derivado de la actividad de la PMCA tampoco fueron alterados por la actividad de
62R/TMEM97 (informaci6n no presentada). Finalmente, preincubamos las células con PB28
durante 5 min previa activacion de SOCE por la TG resultando en un incremento del 57.9 + 27.5%

y del 51.6 + 21.5% en la liberacion de Ca®* y respuesta a SOCE inducidas por TG,
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respectivamente. Estos hallazgos sugieren que 62R/TMEM97 es necesario para la activacion de
SOCE en células MDA-MB-231. Por otro lado, indagamos en el papel del NO1 y el SM21 en la
asociacion entre los principales componentes de SOCE ya que ambos intervienen en SOCE sin
alterar la liberacion de Ca?, siendo ademas ligandos especificos de c2R/TMEM97. No obstante,
los efectos del PB28 podrian explicarse como posibles efectos inespecificos ya que la bibliografia
recoge que se une también al 61R, y no altera ni la liberacion ni SOCE en la linea celular MCF7
(linea celular con baja expresion de o1R). De hecho, otros autores coinciden en que este farmaco
interfiere con o1R, ampliamente expresado en las células MDA-MB-231. Esto concuerda con
nuestro modelo experimental en el que el PB28 indujo liberacion de Ca*" desde los depdsitos
intracelulares y, al mismo tiempo, impide el efecto negativo de 1R sobre SOCE, recientemente
publicado en la bibliografia; ademas de que un incremento en SOCE dependiente de PB28 deberia
tener un efecto positivo sobre las células MDA-MB-231, presentado en figura anteriores.

5.1.5. — 62R/TMEM97 interactia con STIM1 pero no con Orail durante la
activacion de SOCE.

El mecanismo de SOCE se lleva a cabo mediante la interaccion entre el sensor de Ca®* del RE,
STIM1, y el canal especifico de Ca?" Orail. Por lo tanto, entendimos necesario conocer si
02R/TMEMO97 puede interactuar y regular estas proteinas esenciales para la activacion de SOCE.
Inicialmente comprobamos la asociacion entre 62R/TMEM97 y STIM1 en células MDA-MB-
231 mediante la inmunoprecipitacion del sensor de Ca®* con un anticuerpo especifico anti-STIM1
y la tincién resultante de los inmunoprecipitados del NO1, como se ha descrito en el apartado
correspondiente de Material y Métodos. El analisis posterior de la fluorescencia del NO1 indicé
que la TG aumentd al triple la interaccion STIM1-62R/TMEM97 (Figura 5.7a; p <0.001, n = 6).
El tratamiento de las células MDA-MB-231 con SM21 (100 nM durante 5 min) redujo
significativamente esta interaccion (p < 0.001, n = 6), lo cual podria explicar por qué las
preincubaciones con SM21 previenen el efecto del NO1 sobre SOCE, tal y como se aprecia en la
Figura 5.6b.
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Figura 5.7. 6c2R/TMEM97 interacciona con STIM1 pero no con Orail. (a) Las células MDA-MB-231 suspendidas en
un medio HBS libre de Ca?* no se trataron o bien se estimularon con TG (2 pM) en presencia o ausencia de SM21 (100
nM). Seguidamente, se lisaron las muestras con un volumen equitativo de la solucion NP40. Las muestras celulares se
inmunoprecipitaron utilizando un anticuerpo anti-STIM1. Al dia siguiente, los complejos ya inmunoprecipitados se
resuspendieron en PBS y en este preciso momento, se incuban con 100 nM de NO1 durante 5 min para evaluar la
cantidad de 62R/TMEM97 asociado a STIM1. La fluorescencia del NO1 para cada conjunto experimental se analizd
gracias a un lector de placas TECAN (390 nm/505 nm de Ex/Em). Los resultados se representaron como incrementos
proporcionales sobre los valores de la fluorescencia del NO1 en las células controles. * y ***: representan p < 0.05 y
p < 0.001, respectivamente, comparado con las células sin estimular; mientras que $$$: representa p < 0.001 con
respecto a células no tratadas con los ligandos de 62R/TMEM97. (b) La interaccion entre Orail y 62R/TMEM97 se
analiz6 utilizando microscopia confocal. Las células sin tratar o estimuladas con TG (2 uM durante 1 min) en un medio
HBS sin Ca®* se incubaron entonces durante 5 min con NO1 y, seguidamente, se fijaron al ser mezcladas con una
solucién a 4 °C de paraformaldehido. Se procedi6 a permeabilizar (solucion NP40) y a sumergirse en una solucion rica
en albimina sérica bovina (BSA) (para prevenir uniones inespecificas de los anticuerpos). Finalmente, las muestras se
incubaron con un anticuerpo anti-Orail. La visualizacion de Orail fue posible gracias al anticuerpo fluorescente
secundario Cy™3 siguiendo el protocolo descrito en el apartado de Material y Métodos. Las imagenes fluorescentes
de las células se adquirieron con un microscopio confocal permitiéndonos analizar la colocalizacién existente. La barra
equivale a 50 pm. (c) Las células MDA-MB-231 se resuspendieron en un medio HBS libre de Ca?* (suplementado con
75 uM EGTA) y se incubaron durante 5 min con el vehiculo 0 NO1 ((c); 100 nM durante 5 min), o con SM21 ((d); 100
nM durante 5 min). Tras ser mantenidas sin tratar (no estimuladas, R) o incubadas con TG (2 uM, TG) durante 1 min
para estimular la entrada de calcio operado por depdsito (SOCE), se mezclaron con la solucion NP40. La
inmunoprecipitacion con STIMI1 se llevo a cabo incubando las muestras toda la noche con 2 pg/mL de anticuerpo anti-
STIM1 y esferas de agarosa. Al dia siguiente, los complejos inmunoprecipitados de STIM1 se desnaturalizaron al
mezclarse con la soluciéon Laemmli e, inmediatamente, se procedi6 al WB usando un anticuerpo especifico anti-Orail,
tal y como esta descrito en el apartado de Material y Métodos. Se reincubaron las membranas con el anticuerpo anti-
STIM1 para obtener los controles experimentales. Los histogramas representan la media + error estandar de la media
(S.E.M.) del incremento de la proteina con respecto a la interaccién STIM1/Orail encontrada en células sin estimular.
*, **: representan p < 0.05 y p < 0.01 respecto de las células sin estimular; $$$ representa p < 0.001 comparado con
las células no tratadas con los ligandos del 62R/TMEM97.

Algunos autores sugieren que el 62R/TMEM97 puede presentarse en la membrana plasmatica de
las células y puede intervenir en el transporte de colesterol hacia el interior del citosol, por ello,
exploramos la posible interaccion entre 62R/TMEM97 y Orail en esta localizacion. Como se
muestra en la Figura 5.7b, las células MDA-MB-231 se estimularon con TG o permanecieron sin
estimular para, seguidamente, incubarse durante 5 min con NO1 (100 nM) antes de fijarse en
hielo con paraformaldehido. La expresién de Orail se evalu6 gracias a la especificidad del
anticuerpo anti-Orail junto con la fluorescencia emitida por el anticuerpo especifico secundario.
El andlisis por microscopia confocal indico que no hubo localizacion entre Orail y 62R/TMEM97
ni en células estimuladas con TG ni en células sin estimular (Figura 5.7b). A continuacion, para
discernir si 62R/TMEM97 juega una funcion destacada en la interaccion entre STIM1 y Orail,
evaluamos el papel del NO1 y del SM21 en la co-inmunoprecipitacién entre ambas proteinas.
Asi, en la Figura 5.7c¢ se aprecia que el tratamiento con TG en células MDA-MB-231 aumento la
interaccién STIM1/Orail en 1.6 £ 0.6 veces (p < 0.05; n = 6). Preincubaciones previas con NO1
no modificaron esta interaccion en células sin estimular pero redujeron significativamente la
interaccién STIM1/Orail inducida por la TG (0.85 + 0.1 veces comparado con los valores
encontrados en célula no estimuladas; Figura 5.7c). Ademas, el tratamiento con SM21 (100 nM)

durante 5 min ligeramente aumento la interaccion STIM1/Orail inducida por TG pero no logran
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una diferencia significativa cuando se comparan con las células sin estimular (0.4 + 0.2; p > 0.05,
n = 8-10; Figura 5.7d). Todos estos resultados obtenidos sugieren que la adicion de NO1 puede
disminuir la actividad de 62R/TMEM97 vy, ademas, podria interferir en SOCE afectando a la
interaccion entre los componentes Icrac, COMO se ha evidenciado al silenciar la expresion de esta
proteina con el SIARN TMEMO97 (Figura 5.6d).

Finalmente, con la idea de consolidar estos ultimos resultados, utilizamos una linea celular de
neuroblastoma NG115-401L caracterizada por expresar una escasa cantidad de STIM1. La linea
NG115-401L expres6 TMEMO97 vy, aunque es significativamente mayor que en las células
MCF10A, los valores de TMEM97 encontrados en NG115-401L fueron claramente mas bajos
que aquellos observados en las células MDA-MB-231 (Figura 5.8). Tras una incubacion durante
30 min con NO1 (100 nM), las células NG115-401L presentaron una escasa bioacumulacién de
NO1 vy, por consiguiente, una emision fluorescente despreciable derivada del NO1 en
experimentos complementarios realizados en nuestro laboratorio (informacion no presentada).
Esta baja bioacumulacién del NO1 puede explicar por qué estas células no mostraron cambios tan
evidentes en su morfologia tras la incubacion con este farmaco, ademas de explicar la baja tincion
al Pl (Figura 5.8a,c imagenes de la seccion izquierda; NG115-401L controles).
Complementariamente, la sobreexpresion de STIM1 en este modelo celular reconstituye
satisfactoriamente el mecanismo de SOCE, como ya se ha demostrado por varios grupos entre
ellos el nuestro. Cabe destacar que la sobreexpresién de STIM1 mejord la redistribucion
intracelular del NO1 en la linea NG115-401L, ademas de aumentar el nimero de ceélulas
positivamente marcadas con Pl (véase Figura 5.8b, barra punteada; y Figura 5.8c, imagenes de la
seccién derecha, NG115-401L STIML1). Estos resultados nos indican que en ausencia de STIM1
el NOI present6 menos efectos citotoxicos. De este modo, apoyaria la idea de que 62R/TMEM97
controla STIM1 y SOCE como sugiere el elevado ratio de colocalizacién encontrado en
experimentos realizados en nuestro laboratorio entre NO1 y STIM1 en células NG115-401L, en
las que previamente habiamos sobreexpresado STIM1 e incubado el NO1 durante 30 min

(informacion no presentada).
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Figura 5.8. EI NO1 induce muerte celular en células NG115-401L que artificialmente expresan STIM1. (a) Las células
MCF10A, MDA-MB-231 y NG115-401L mantenidas en crecimiento bajo condiciones controladas se despegaron y se
resuspendieron en una solucién PBS para obtener un ndmero equitativo de células/mL. Las células fueron entonces
centrifugadas y resuspendidas en la solucién Laemmli para, a continuacion, ser tratadas por WB con los anticuerpos
anti-TMEM97 y anti-STIM1 como se ha descrito en el apartado de Material y Métodos. El histograma representa los
incrementos en la expresion de STIM1 y de 62R/TMEM97 comparados con aquellos encontrados en MCF10A tras ser
normalizados con las actinas, que se utilizaron como controles de carga. *, ** y *** representa p < 0.05, p <0.01y p
< 0.001, respectivamente, en comparacion con los valores encontrados en MCF10A. (b, c) Las células NG115-401L y
NG115-401L expresando STIM1 se cultivaron en una dptima concentracion y, tras confirmar el éxito de la transfeccion
mediante microscopia de fluorescencia, se incubaron con yoduro de propidio (PI) durante 45 min en el incubador. Al
restar 30 min, el medio extracelular se suplement6 bien con el vehiculo o bien con NO1 (100 nM). Cuando el tiempo
de incubacion llegé a su fin, las células se examinaron y enfocaron en el plano medio de un microscopio de
epifluorescencia con un objetivo de inmersion 100x. (b) El histograma representa el porcentaje de células
positivamente tefiidas con PI previamente tratadas con NO1 vs células no tratadas. Los datos son el resultado de
analizar aproximadamente 200 células de cuatro transfecciones independientes. Las barras en las iméagenes equivalen
a 50 um.
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Figura 5.9. Representacion esquematica de la regulacion de 62R/TMEM97 sobre SOCE en las células MDA-MB-231.
La activacion del mecanismo de SOCE en células MDA-MB-231 puede estar positivamente regulado por el
02R/TMEM97 debido a su interaccion con STIM1, ademas de facilitar el acoplamiento de Orail. El aumento de SOCE
aumentaria la funcionalidad mitocondrial y el contenido de ATP celular, mejorando la proliferacion en estas células.
Por el contrario, la inhibicién de c2RITMEM97 inducida por la administracion de NO1 bloguearia SOCE y afectaria
negativamente a la mitocondria, con la consiguiente activacion de la apoptosis via caspasa-9. SOCE: entrada
capacitativa de Ca?*; PLC: fosfolipasa C; IPs: inositol trifosfato; DAG: diacilglicerol; IPsR: receptor del inositol
trifosfato; RE: reticulo endoplasmatico; SERCA: bomba ATPasa de Ca?* del reticulo sarcoendoplasmatico; TG:
tapsigargina.

5.2. La progesterona disminuye la proliferacion de las células MDA-MB-231
alterando la homeostasis intracelular del Ca®* a través de la activacion de
PGRMCI1.

5.2.1. — La P4 inhibe la proliferacién de las células MDA-MB-231.

Las células MDA-MB-231 tienen carente el receptor nuclear clasico de la P4 (nPR) aunque en la
bibliografia se recoge otro tipo de receptor (nPR) menos caracterizado y constituido por splicing
alternativo que también es capaza de unirse a la P4. Ademas, el efecto de la P4 en la proliferacion
celular no esta del todo definido ya que segun el tipo celular encontramos discrepancias en sus
efectos (Clark et al., 2016). Como puede observarse en la Figura 5.10A, el tratamiento en las

células MDA-MB-231 durante 72 h con 1 uM de P4 provocé una reduccion significativa de la
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fluorescencia de BrdU para todos los tiempos dados en comparacion con las células tratadas con
el vehiculo, indicando el efecto negativo de la P4 en la proliferacion celular (n = 6).

También esta descrito que cambios en las concentraciones del Ca®" citosélico ([Ca®*]c) influyen
severamente en la proliferacion celular (Jardin, Lopez, et al., 2018) por lo que analizamos la
influencia de la P, en la homeostasis del Ca®* en las células MDA-MB-231 en ausencia y presencia
de Ca** extracelular (75 uM de EGTA o 1 mM de CaCl; se afiadié al medio, respectivamente).
Curiosamente, las células MDA-MB-231 suspendidas en un medio libre de Ca®* mostraron una
pequefa entrada de Ca?* cuando se les incorpord calcio al medio extracelular (1 mM CaCly; Figura
5.10B, linea punteada). La incubacion de las células MDA-MB-231 con P, produjo una entrada
de Ca** (Figura 5.10B, linea gris) que fue significativamente menor que la inducida por la TG (2
UM, TG). La TG impide la accion de la bomba ATPasa de Ca?* del reticulo sarcoendoplasmatico
(SERCA), mecanismo clasico de activacion de la entrada de Ca®* operada por depdsito (SOCE)
(Figura 5.10B, p < 0.001, n = 6).
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Figura 5.10. La P4 altera la proliferacion celular y la homeostasis del Ca?* en las células MDA-MB-231. A) Las células
MDA-MB-231 se cultivaron (5x10° células/mL) y proliferaron las 72 h siguientes en presencia del vehiculo
experimental (control) o bien en presencia de 1 uM de Pa. Al tiempo 0, 24, 48'y 72 h estas células se incubaron con
BrdU durante 2 h més como se ha descrito en el apartado de Material y Métodos. Los gréficos representan la
acumulacion de BrdU en el interior del ndcleo celular. *,***: representa p < 0.05 y p < 0.001 respecto de los valores
de BrdU encontrados en las células controles analizadas. $$, $$$: representa p < 0.01 y p < 0.001 de las células
controles a tiempo evaluado. B) Las células MDA-MB-231 cargadas con fura-2 se resuspendieron en un medio HBS
libre de Ca®" extracelular (75 uM de EGTA se aiiadié segun indican las puntas de flecha) y seguidamente se
estimularon bien con el vehiculo, con la P4 (1 uM) o con TG (2 uM). La movilizacién de Ca®* tras la estimulacion fue
monitorizada a lo largo de 4 min, mientras que la entrada de Ca?* resultante del vaciamiento previo de los dep6sitos
intracelulares de Ca®* al estimularse con diferentes farmacos se visualizd con la incorporacion al medio de CaCl» (1
mM) y se monitorizd durante los 2 min posteriores. Los graficos son representativos de 6-8 experimentos
independientes y los histogramas representan el promedio del porcentaje + S.E.M. resultante del anélisis de las areas
bajo la curva obtenidas segln el agonista utilizado y con respecto a las células estimuladas con TG. En cada
experimento se consideraron 60-80 células aproximadamente de entre 6-8 dias independientes de experimentos. ***,
representa p < 0.001 respecto del valor del porcentaje de Ca2*hallado en las células MDA-MB-231 estimuladas con
TG. $$$, representa p < 0.001 respecto del valor del porcentaje de Ca?* encontrado en células sin estimular (vehiculo).

5.2.2. — EI PGRMC1 impide la movilizacién de Ca®* dependiente de P4 en las células
MDA-MB-231.

Como se muestra en la Figura 5.11A, las células MCF7 y MDA-MB-231 poseen una expresion
mas elevada de PGRMC1 en comparacion con la linea celular no tumoral MCF10A (2.1 +0.4y
1.9 £ 0.2 veces mayor con respecto a MCF10A; p < 0.01 y p < 0.001, respectivamente; n = 6).
Considerando las discrepancias que engloban la identidad estructural del receptor de la P4 en las
células MDA-MB-231 ya mencionadas en el parrafo anterior, silenciamos la expresién del
PGRMC1 gracias al plasmido de silenciamiento (shARN). Las células MDA-MB-231
transfectadas con el plasmido shPGRMC1 redujeron eficazmente la expresion de PGRMCL1 en
estas células tras 48 h de transfeccion (véase la imagen de WB en la Figura 5.11B). Curiosamente,
el silenciamiento de PGRMC1 no alter6 la homeostasis del Ca?* en las células sin estimulo pero
incrementd la entrada de Ca®* inducida por la P4 (35 + 19% comparado con las células MDA-
MB-231 no modificadas genéticamente: células normales; véase las lineas de Ca?* y el histograma
en la parte inferior de la Figura 5.11B; p < 0.01, n = 6). No obstante, no se observaron cambios
significativos en la respuesta SOCE inducida por TG en las células MDA-MB-231 bajo las
mismas condiciones experimentales (Figura 5.11B, 20 + 15%; p > 0.05, n = 6). De acuerdo con
los resultados obtenidos, la movilizacion de Ca®" estimulada por la P4 se encuentra disminuida en
las células MDA-MB-231 debido a PGRMC1, obteniendo ademas en experimentos
complementarios del grupo unos resultados similares en células MCF7 (informaciéon no
presentada). La disminucion de la [Ca?']. inducida por la P, ha sido descrita en células

inmortalizadas de la granulosa de rata, pero el mecanismo subyacente sigue sin estar descrito.
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Figura 5.11. Papel del PGRMC1 en la movilizacién de Ca?* inducida por P4 en las células MDA-MB-231. A) Las
células sin estimular MCF10A, MCF7 y MDA-MB-231 se resuspendieron en la misma concentracion y de inmediato
se lisaron con una solucion NP40. Las muestras proteicas resultantes se desnaturalizaron al mezclarse con un volumen
equitativo de la solucion Laemmli (5% SDS). Las muestras se sometieron a la técnica de WB y se utilizd un anticuerpo
especifico anti-PGRMC1 como se describe en al apartado correspondiente del Material y Métodos. Los histogramas
representan el promedio del incremento + S.E.M. de la cantidad de proteina encontrada en las células MCF10A, siendo
los valores previamente normalizados con el contenido correspondiente a la actina de cada muestra cargada en geles
independientes. ***, **: representa p < 0.01 y p < 0.001 con respecto al valor de PGRMC1 encontrado en las células
MCF10A. B) Las células MDA-MB-231 se transfectaron con el plasmido de silenciamiento de PGRMC1 (shPGRMCL1)
durante 48 h a 2 pg/mL y, una vez confirmada la eficacia del silenciamiento mediante su expresion por WB, se
incubaron con 2 uM de fura-2/AM durante 30 min a 37 °C. Las células fueron entonces sumergidas en un medio HBS
libre de Ca?* extracelular (se afiadié 75 UM de EGTA, puntas de flechas) y se estimularon o bien con 1 uM de P4 0
con 2 uM de TG. Adicionalmente, para concluir que el silenciamiento de esta proteina no afectaba a la movilizacién
de Ca2* per se en las células MDA-MB-231, 1 mM de CaCl- se incorporé al medio extracelular de las células bajo
condiciones controladas. Estas células habian sido previamente transfectadas con un vector vacio o con el vector
shPGRMC1. La movilizacion de Ca?* desde los depésitos intracelulares inducida por la TG se monitorizo a lo largo
de 4 min; mientras que la entrada de Ca2* resultante del vaciamiento previo de los depésitos se visualizé al incorporar
1 mM de CaCl: al medio extracelular, monitorizandose a lo largo de los 2 min siguientes. Las gréaficas son
representativas de 6-8 experimentos independientes y el histograma representa el promedio del porcentaje + S.E.M.
resultante del andlisis de los areas bajo la curva obtenidos por los diferentes agonistas en las células con PGRMC1
silenciado, respecto a las células sin modificar. Se han considerado alrededor de 60-80 células de 6-8 transfecciones
independientes. *, ***: representa p < 0.05y p < 0.001 en comparacion a los valores de movilizacion de Ca?*
presentados en las células MDA-MB-231 sin modificar.

Indagamos complementariamente en los mecanismos de entrada de Ca?" activados por la Pa,
ademas de silenciar STIM1 utilizando esiARN. La tecnologia esiARN se basa en la combinacidn
de siARNs comerciales dirigidos contra varias secuencias de una misma proteina generados por
actividad endonucleasa y alcanzando una mayor eficiencia y especificidad que los siARNs
tradicionales, codificados para una Unica secuencia de la proteina diana. Como se indica en la
Figura 5.12A, las células MDA-MB-231 transfectadas con el esiARN STIM1 redujeron casi por
completo la expresion de STIMA, sin llegar a alterar significativamente la homeostasis del Ca*
en las células MDA-MB-231 creciendo bajo condiciones controladas (lineas del Ca® en el panel
izquierdo e imagenes del WB adjuntas). En nuestras manos, el esiARN de STIM1 elimind el
efecto significativo de la entrada de Ca®* provocado por la administracion previa de P, (linea
punteada negra; p > 0.05, n = 6). El siguiente paso que llevamos a cabo fue investigar el papel de
STIM2, una isoforma menos conocida y caracterizada de STIM1. STIM2 es capaz de detectar
pequefios cambios de Ca®" en el reticulo endoplasmatico como respuesta a concentraciones
fisiologicamente mas bajas de los agonistas. El silenciamiento de la expresion de STIM2
disminuyd la entrada de Ca®* inducida por la P4 en un 67.8 + 3.0% (Figura 5.12A, linea gris; p <
0.001, n = 6), pero no alter6 de manera significativa la homeostasis del Ca®" de la células en
crecimiento bajo condiciones controladas (Figura 5.11B, lineas de Ca?* en el panel derecho). En
concordancia con estos resultados, experimentos complementarios realizados en nuestro
laboratorio mostraron una disminucion en la entrada de Ca®* inducida por la P4 en la linea celular

MCF7 carentes de STIM2 (informacién no presentada). Curiosamente, STIM2 no particip6 en
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SOCE en las células MDA-MB-231, proceso regido principalmente por STIM1 y Orail, como

demostramos en nuestro laboratorio (informacion no presentada).

Continuamos explorando los canales de Ca?* de la membrana plasmatica activados por la P, en
las células MDA-MB-231. Las células MDA-MB-231 se transfectaron con los plasmidos de
silenciamiento sShARNSs de Orail y TRPC1 obteniéndose una reduccion en su expresion de 89.5
+ 3.8% and 84.3 + 1.2% en la entrada de Ca*" inducida por P, comparado con la células
transfectadas con un plasmido control (Figura 5.12B; P < 0.001; n= 6). Por ello, nuestros
resultados obtenidos nos indican que la entrada de Ca?" inducida por la P4 es intimamente
dependiente de STIMZ2, Orail y TRPCI1.
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Figura 5.12. La entrada de Ca?* inducida por P4 es dependiente de STIM2, Orail y TRPC1 en las células MDA-MB-
231. Las células MDA-MB-231 se transfectaron con 2 pg/mL de esiARN STIM1 (A y B; linea gris), de esiARN STIM2
(A'y B; linea gris) o de un siARN A no especifico (A 'y B; linea negra) durante 48 h. Por otro lado, utilizamos 2 pg/mL
del plasmido de silenciamiento de Orail (shOrail) (C; linea s6lida gris), de TRPC1 (shTRPCL1) (C; linea punteada
negra) o bien de un vector vacio (C; células sin modificar) durante 48 h. Una vez confirmada la efectividad en los
protocolos de silenciamientos de las proteinas de estudio mediante WB junto con el uso conjunto de anticuerpos
especificos (A) y siguiendo la configuracion imaging de células individualizadas para los experimentos de Ca?*, se
llevaron a cabo tal y como esta indicado en el apartado correspondiente de Material y Métodos. Asi, las células MDA-
MB-231 cargadas con fura-2 se sumergieron en un medio rico en Ca®* (1 mM CacClz en el medio extracelular, A) o
bien se dejaron sin tratar. Alternativamente, se sumergieron en un medio HBS libre de Ca®* (75 uM de EGTA se
afadid, puntas de flechas (B y C)) y se estimularon con 1 uM de P4 durante 4 min (By C). La entrada de Ca?* inducida
por la P4 (B y C) se visualiz6 cuando se afiadié CaClz (1 mM) al medio extracelular, monitorizandose a lo largo de 2
min. Los gréaficos son representativos de 6-8 transfecciones independientes y los histogramas representan el promedio
del porcentaje = S.E.M. resultado del analisis completo de las areas bajo la curva producidas por la P4 en al menos
60-80 células de 6-8 transfecciones diferentes. ***: representa p < 0.001 con respecto a los valores de movilizacion
del Ca?* encontrados en las células MDA-MB-231 sin modificar.

5.2.3. — El silenciamiento de la expresion de PGRMC1 revierte el efecto inhibitorio
de la P4 en la proliferacion celular de las células MDA-MB-231.

En la bibliografia queda recogido el efecto positivo de la P4 en las células que expresan el nPR
clasico, como las células MCF7 o de glioblastoma (Clark et al., 2016). En las células TNBC,
evaluamos la funcion de PGRMCL en la inhibicion de la proliferacion celular inducida por Pa.
Asi, en la Figura 5.13A, el silenciamiento de la expresion proteica de PGRMCL1 consiguio revertir
el efecto de inhibicion de la P4 en la proliferacion de las células MDA-MB-231, sugiriendo un
efecto negativo de P4 en la proliferacién mediado por la accion de PGRMCL1. Nuestros resultados
indican que el silenciamiento de STIM2 evita el efecto positivo de la entrada de Ca* en la
proliferacién celular medido por la P4y, ademas, complementan la idea sobre el efecto negativo
de PGRMC1 mediado por P4 en la entrada de Ca®* dependiente de Ca?* (véase Figura 5.13B vs
13A).

165



B R=SULTADOS

>

Z 3507 = Scramble
'g_ -m- Scramble+ Py
E 3004 ©- Sh PGMRC1
@ P, + ShPGMRC1 .
g5
O
5 g 250+
2=
o 2
o 2 2004
= ©
=2
[]
3 o 1501
L~}
ms
S
S 100-
(7]
L
(=]
& s0-

o4

24 48 72
Time (h)

vy

g 3509 _&. P, +esiSTIM2
'g_ esi STIM2
t 300{ & Scramble + P4
2 | = Scramble
Q5
© =
g g 250
P
o o
o 2 2004
S ®
= 9
D8
o 3 150+
m s
€
S 1004
(7]
‘6
R 50d

O

24 48
Time (h)

166



RESULTADOS |

Figura 5.13. Papel del PGRMCL en la proliferacion inducida por P4 en las células MDA-MB-231. Las células MDA-
MB-231 se transfectaron o con el shPGRMC1 (A) o con el vector vacio (A, no modificable) durante 48 h vy,
simultdneamente, otras se transfectaron con esiARN STIM2 (B) o con siARN A durante 48 h (B, no modificable). Una
vez que confirmamos la eficacia del protocolo de silenciamiento, las células se cultivaron y se mantuvieron
proliferando en presencia o ausencia de 1 uM de Pa. El ratio de proliferacion se determiné con el analisis de la
cantidad de BrdU encontrado en las células durante 2 h en los tiempos 0, 24, 48 y 72 h desde el inicio del protocolo
de proliferacion. El grafico de barras representa el promedio del porcentaje + S.E.M. de la fluorescencia de BrdU
detectada en las células no modificadas al inicio del cultivo. *, **, ***: representa p < 0.05, p< 0.01y p < 0.001 con
respecto a células no modificadas en el tiempo 0 h; mientras que $,$$, $$$: representa p < 0.05, p<0.01y p < 0.001
respecto de los valores de BrdU encontrados en células sin modificar en ausencia de Ps; y +,++,+++: representa p
< 0.05, p<0.01y p < 0.001 con respecto de los valores encontrados en células expresando la proteina.

5.2.4. — La P, modifica la localizacion intracelular de p53 y de NFAT1.

En el laboratorio analizamos el efecto de la P4 en la activacion de p53 y NFAT1, dos factores de
transcripcion ligados intimamente al ciclo celular y que actian como marcador proapoptético y
proproliferativo, respectivamente. Asi, en la Figura 5.14 se recoge la incubacion de las células
MDA-MB-231 con 1 uM de P4 resultando en un incremento en la localizacion nuclear del p53,
en comparacion con aquellas células que no fueron estimuladas (37 + 6% a 24 hy 35 + 15% a 48
h de la administracion de Ps; Figura 5.14A; p < 0.01). El silenciamiento de PGRMC1 evito la
acumulacion de p53 en el ndcleo, registrando una reduccion de 17 + 7% y de 31 + 6% en células
incubadas durante 48 h en ausencia o presencia de P4, con respecto a las células del control
experimental (Figura 5.14A; p < 0.05 y p < 0.01, respectivamente). Es de destacar que la
translocacion de NFATL1 al ndcleo resulté también aumentada en 37 + 14% tras el tratamiento
durante 48 h con P4 en las células MDA-MB-231 (Figura 5.15B; p < 0.05). El silenciamiento de
PGRMC1 aumentd la translocacion nuclear de NFAT1 al estimularse con P4 (40 £ 29% y 37 +
14% a 24 h y 48 h después del tratamiento con P.; Figura 5.14B, p < 0.05 y p < 0.001,
respectivamente), que es consistente con el incremento de SOCE observado en ausencia de
PGRMCL.
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Figura 5.14. La Psmodifica la localizacidn intracelular de p53 y de NFAT1 en las células MDA-MB-231. Las células
MDA-MB-231 se transfectaron con un vector vacio (células sin modificar) o con el plasmido sShPGRMC1 durante 48
h. Una vez que por WB se confirm¢ el silenciamiento en la expresion de la proteina en cuestion, las células se
mantuvieron en cultivo durante 48 h mas en presencia de 1 uM de P4 o bien en ausencia de ella. Tras 24 0 48 h en
crecimiento, las células se fijaron y las fracciones proteicas contenidas en el ntcleo (fraccion nuclear) se aislaron del
resto del contenido celular (fraccion TP) mediante una secuenciacion de varias centrifugaciones, tal y como queda
descrito en el apartado de Material y Métodos. Las muestras de proteinas extraidas de las diferentes fracciones
celulares se desnaturalizaron al mezclarse con la solucién Laemmli y, a continuacion, se sometieron al protocolo de
WB utilizando los anticuerpos especificos anti-NFAT1 o anti-p53, descritos en detalle en el Material y Métodos. Los
histogramas representan el promedio del porcentaje + S.E.M del contenido proteico de NFAT1 o p53 para cada
fraccion celular con respecto a los valores encontrados en células no modificadas y sin exposicion a P4. Los datos
presentados han sido previamente normalizados con el anticuerpo anti-3-actina de las mismas membranas de
nitrocelulosa como control interno de carga en el gel de acrilamida. *, **, *** representa p < 0.05, p<0.01yp <
0.001 con respecto a los valores proteicos encontrados en las células no modificadas sin estimular en los tiempos
evaluados, mientras que $, $3: representa p < 0.05y p < 0.01 con respecto a las células no modificadas y estimuladas
con Pa.

Completando los resultados presentes, demostramos la relacion entre la entrada de Ca®" inducida
por la P, y la activacion de NFAT1 mediante el analisis de la fluorescencia emitida por el
constructo YFP-NFAT1. Este es capaz de internalizar NFAT1 en el ndcleo y, por consiguiente,
representa un acercamiento experimental directo y con mayor sensibilidad que los
fraccionamientos nucleares y la técnica WB. El uso del constructo NFAT1 nos evita ademas
posibles artefactos derivados de la contaminacion de las fracciones nucleares con otras organelas
celulares durante su procesado. Como puede observarse en la Figura 5.15, la fluorescencia del
constructo de NFAT aumentd significamente en las células donde la expresién de PGRMCL1 se
silencid y se estimularon durante 48 h con 1 uM de P4, probablemente como resultado de una

mayor entrada de Ca®* como se muestra en la Figura 5.11 bajo estas condiciones experimentales.
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Figura 5.15. Activacion de NFAT1 en la entrada de Ca®* inducida por P4 en las células MDA-MB-231. Las células
MDA-MB-231 se transfectaron durante 48 h con el plasmido constructo de YFP-NFAT solo o en combinacion con el
plasmido shPGRMCL. La fluorescencia de NFATL se analiz6 a partir de las imagenes adquiridas de los cultivos
celulares sin tratamiento o bien tras la incubacion con 1 uM de P4 durante 24 y 48 h. Las imé&genes son representativas
de 3 transfecciones independientes tras 48 h de incubacion con la P4 en cada conjunto experimental de células. Los
histogramas representan el porcentaje + S.E.M. de la fluorescencia del constructo NFAT1 encontrado en 4-8 imagenes
tomadas de 3 transfecciones independientes. Después se normalizé con la fluorescencia encontrada en las células sin
modificar y células sin contacto con P4 (control). **, *** representa p < 0.01 y p < 0.001 respecto a las células sin
modificar ni tratadas con P4; mientras que $$$: representa p < 0.001 respecto a las células sin modificar y tratadas
con P4, La barra representa 50 pym.

5.3. El &cido araquidonico disminuye la proliferacion, migracion y viabilidad
celular a través de mecanismos independientes a la entrada de calcio.

5.3.1. — El 4cido araquidénico (AA) no induce movilizacion de Ca** en las células
MCF10A y MDA-MB-231.

En presencia de 1 mM de Ca®* extracelular, el tratamiento de las células MCF10A o0 MDA-MB-
231 con 8 M AA no produjo cambios significativos en la [Ca®"]. (Figura 5.16Ay 5.16B; n = 6).
La adicién de TG (1 pM) si produjo un incremento en la [Ca*"]c, mostrandose una liberacion de
Ca®" y posterior activacion de la entrada de Ca®* operada por dep6sito (SOCE); (Figura 5.16A y
5.16B). EI AA no indujo ningiin cambio en la [Ca®*]. en las células MDA-MB-231 a
concentraciones elevadas de 0.5 mM (Figura 5.16C). En la bibliografia existe una cierta
controversia en los efectos del AA asociandose a tiempos mas cortos o largos de exposicion. En
nuestras manos, las células MDA-MB-231 se incubaron con 8 pM of AA para después cargarse
de fura-2. En ese momento se estimularon con AA (8 uM) en presencia de CaCl, extracelular (1
mM), no logrando ningin cambio significativo en la [Ca*]. (Figura 5.16D). Indagamos si el
tratamiento con AA podria alterar SOCE, el mayor mecanismo de entrada de Ca®" en células no
excitables, cuya regulacion es crucial para la proliferacion de las células MDA-MB-231. Como
puede observarse en las Figuras 5.16E y 5.16F, la preincubacion de las células MDA-MB-231
durante 5 min o 24 h con 8 uM de AA no tuvo efecto ni sobre la liberacion inducida por TG ni

sobre SOCE en estas células.

Contrariamente a Orail y Orai2, Orai3 puede ser activado por el 2-APB mientras que SOCE
permanece inhibido bajo esta misma condicion. Para conocer si las células MDA-MB-231
expresan un canal Orai3 funcional, realizamos una serie de experimentos con el 2-APB. Asi, como
se muestra en la Figura 5.16G, la adicion de 75 uM de 2-APB en las células MDA-MB-231 indujo
un incremento transitorio en la [Ca?*]. en presencia de CaCl, extracelular (1 mM). Este hecho nos

indica la expresion del canal Orai3 funcional en las células MDA-MB-231.
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Figura 5.16. El &cido araquidénico (AA) no produce cambios en la [Ca?*]c en las células MCF10A y MDA-MB-231.
Las células MCF10A (A) y MDA-MB-231 (B-G) se sembraron sobre cubreobjetos y se incubaron con fura-2. Las
células se mantuvieron en un medio con 50 uM de CaCl, y se excitaron alternativamente a 340 y 380 nm, recogiendo
la emision a 505 nm. (A—C) Las células se trataron con AA (8 o 500 uM) o bien con TG (1 uM) en presencia de Ca®**
extracelular (1 mM). (D) Las células se mantuvieron en cultivo durante 24 h con AA (8 uM) para, seguidamente,
estimularse con AA (8 uM) en presencia de CaCl. extracelular (1 mM). (E) Las células MDA-MB-231 se suspendieron
en una solucién HBS libre de Ca?* (100 uM de EGTA se afiadieron) y se trataron con AA (8 uM) o con el vehiculo,
seguido del tratamiento con TG (1 uM) y, en los ultimos 5 min, se afiadié CaClz (1 mM) al medio extracelular para
visualizar la entrada de Ca®*. (F) Las células se mantuvieron creciendo durante 24 h con A4 (8 uM) y se reprodujeron
las condiciones experimentales descritas en el apartado anterior. (G) Las células se trataron con el 2-APB (75 uM) en
presencia de Ca?* extracelular (1 mM). Las lineas son representativas de seis experimentos independientes.

5.3.2. — Las células MDA-MB-231 carecen de canales funcionales selectivos al Ca**
regulados por el &cido araquidénico (ARC).

El AA promueve la entrada de Ca?* al interaccionar con el dominio N-terminal de Orai3, que
junto con STIM1 y Orail constituyen los canales ARC. Por ello, analizamos la expresion de los
diferentes componentes de los ARC en las células MDA-MB-231. Como se muestra en la Figura
5.17, las células MDA-MB-231 expresaron los tres miembros de los canales ARC, aunque la
expresion de las tres proteinas vari6 segun la linea celular de mama analizada. La expresién de
Orail aumentd en las células MDA-MB-231 mientras que en el tipo celular luminal de cancer de
mama, MCF7, presentd alta expresion proteica de Orail y Orai3 y baja expresion de STIM1
comparado con MCF10A (Figura 5.17).
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Figura 5.17. Las células MDA-MB-231 expresan los tres componentes del canal selectivo a Ca?* regulado por el 4cido
araquidonico (ARC). Las células MCF10A, MCF7 y MDA-MB-231 se cultivaron en placas de 6 pocillos y, una vez
alcanzaron una confluencia Optica (90%), se levantaron y se lisaron con una solucién NP-40 para, poco después, ser
desnaturalizadas al mezclarse con la solucién Laemmli (LB). En la técnica WB realizada posteriormente, se utilizaron
los anticuerpos anti-STIM1, anti-Orail y anti-Orai3 como se ha descrito en el apartado correspondiente de Material
y Métodos. Las membranas de nitrocelulosa se reincubaron con el anticuerpo anti-f-actina para ser utilizado como
control de carga experimental. Las imé&genes son representativas de 4-6 experimentos independientes y el histograma
ilustra los incrementos en la concentracién de proteina encontrados con respecto a las células MCF10A. **: p < 0.01,
***: p < 0.001 mediante ANOVA y test de Tukey, respectivamente.

Complementamos los experimentos de Ca®* en células MDA-MB-231 transfectadas con el vector
vacio (células sin transfectar), con el plasmido de sobreexpresion GECO-Orai3 o con el
constructo de GECO-Orai3 mas Orail y STIM1 (GECO-ARC). El uso del GECO-Orai3 nos
permitio monitorizar en directo la entrada de Ca®* a través del canal. Como se muestra en la Figura
5.18, en las células MDA-MB-231 la entrada de Ca?* inducida por el AA fue s6lo observada en
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las células que reconstituyeron eficientemente los canales ARC (800 + 200%; p < 0.001, n = 3),

pero no en las células sin transfectar o en aquellas transfectadas con GECO-Orai3. Estos hallazgos
nos revelan que las células MDA-MB-231 carecen de canales ARC funcionales a pesar de que

expresen los componentes necesarios para su formacion.
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Figura 5.18. Las células MDA-MB-231 que expresan artificialmente los canales ARC presentan cambios en la [Ca?*]c
provocados por el AA. Las células MDA-MB-231 se transfectaron con el vector vacio (células control), con el plasmido
de sobreexpresién GECO-Orai3 o bien con los plasmidos de sobreexpresion necesarios para reconstituir los canales
ARC (Cherry-STIM1, Orai-CFP y GECO-Orai3; GECO-ARC). Tras confirmar el éxito de la transfeccion de los
pldsmidos mediante microscopia de epifluorescencia, las células se mantuvieron en un medio con 50 uM de CaClo.
Las células se excitaron alternativamente a 488 nm (GECO-Orai3; A y C) y 340/380 nm (fura-2; By C) y la
fluorescencia emitida de las muestras se adquirié a 505 nm para ambos rangos de excitacion. Al inicio de los
experimentos, el medio extracelular se suplemento con EGTA (100 uM) y las muestras se incubaron a continuacion
durante 3 min con AA (8 uM). Seguidamente, afiadimos 1 mM de CaCl2 al medio extracelular y monitorizamos la
entrada de Ca®*producida por el AA durante 2 min. Las lineas son representativas de tres experimentos independientes
en los cuales 2-8 células transfectadas para cada prueba fueron analizadas. La barra equivale a 30 um.
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5.3.3. — Efecto del AA en la proliferacion celular en MDA-MB-231.

A continuacidn, estudiamos el efecto del AA 'y de Orai3 en la proliferacion de las células MDA-
MB-231. Como consta en la Figura 5.19A, el silenciamiento de Orai3 disminuy0 la expresion de
esta proteina en 35 + 15% y 60 + 6% tras 48 h y 96 h de la transfeccidn, respectivamente (Figura
5.19A.1y 5.19A.2; p < 0.001, n = 6). Cuando confirmamos la eficiencia del siOrai3, las células
transfectadas con siOrai3 o con siARN A (control) y después de 48 h de la transfeccion celular,
se mantuvieron en crecimiento otras 48 h mas en ausencia o presencia de AA (8 uM). El
tratamiento de las células MDA-MB-231 con AA (8 uM) no tuvo efecto en la proliferacion celular
durante las 24 h iniciales pero, tras 48 h, la proliferacion disminuyd considerablemente con
respecto a las células sin tratar (p < 0.001, n = 8). Es curioso que el silenciamiento del Orai3 per
se no logré modificar el patrdn en las células pero si se produjo una disminucién significativa en
el nimero de células en proliferacion una vez se estimularon con AA (p < 0.001, n = 8). Estos
resultados sugieren que el AA ejerce un efecto negativo sobre la proliferacion de las células
MDA-MB-231 y el Orai3 podria mitigar los efectos con una funcién protectora en estas células.
Por ello, especulamos si el tratamiento con AA podria alterar la expresion de los canales Orai3 o
cualquier otra proteina. La expresion de Orail, STIM1 y Orai3 permanecio inalterada después de
48 h en contacto con AA, como se muestra en la Figura 5.19C (p > 0.05; n = 8).
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Figura 5.19. La combinacion de AAy siOrai3 disminuye la proliferacion celular en las MDA-MB-231. (A) Las células
MDA-MB-231 se transfectaron con siARN A (control), con siOrai3 durante 48 h (A.1) o bien con siOrai3 durante 96
h (A.2). En el WB se utilizd el anticuerpo anti-Orai3 especificado en el apartado correspondiente de Material y
Métodos y, seguidamente, se reincubaron las membranas de nitrocelulosa con el anticuerpo anti-g-actina para tener
un control de la cantidad de proteina dispuesta en el gel. (B) Las células MDA-MB-231 se transfectaron con el SiARN
A (control y AA) o bien con el siOrai3 durante 48 h. Entonces un nimero equitativo de células se sembraron en una
placa de 96 pocillos y crecieron en ausencia o presencia de AA (8 uM). A los tiempos indicados (0 24 y 48 h), las
células se incubaron con BrdU durante 2 h. El histograma representa la media + S.E.M. (error estandar de la media)
del valor de BrdU en ocho experimentos independientes. *: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001, respecto del valor
de BrdU encontrado en el control al tiempo 0 h. $$3$: p < 0.001, en comparacion al valor de BrdU encontrado en el
control a cada tiempo dado. oo p < 0.05 con respecto al valor de BrdU de las células no modificadas genéticamente
pero tratadas con AA. Fueron analizadas con pruebas ANOVA y Dunnett. (C) Las células MDA-MB-231 se
mantuvieron en cultivo durante 48 h con presencia o ausencia de AA (8 uM), para poco después ser lisadas. Una vez
que las proteinas en la muestras se normalizaron, en el WB se utilizaron los anticuerpos anti-STIM1, anti-Orail y anti-
Orai3, descritos en el apartado de Material y Métodos. El grafico de barras representa el incremento + S.E.M. de la
expresion de proteina respecto al control de células sin AA, el cual no mostré significacion al ser analizados con las
pruebas ANOVA Yy de Tukey.

5.3.4. — El AA inhibe la migracion celular en MDA-MB-231.

Exploramos el efecto del AA en la migracidn celular. Las células MDA-MB-231 se transfectaron
con siARN A o bien con siOrai3, y la migracion celular se monitorizé a las 24 y 48 h. Como
queda ilustrado en la Figura 5.20, el silenciamiento de Orai3 per se no afect6 a la capacidad de
las células MDA-MB-231 de migrar, mostrando la falta de funcionalidad de Orai3 en el proceso
de migracion. Por el contrario, el tratamiento con AA (8 uM) redujo sustancialmente la migracion
en las células con el plasmido vacio (SIARN A) y con el plasmido siOrai3 en los tiempos
evaluados (2448 h), sugiriendo que el AA disminuye la migracion en las células MDA-MB-231.
Como hemos comentado con anterioridad, el efecto del AA se aumentd en aquellas células que
ademas fueron transfectadas con siOrai3, lo que sugiere un posible papel protector de Orai3 al

atenuar los efectos del AA en estas células.
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Figura 5.20. Bajas concentraciones de AA reducen la migracion celular en MDA-MB-231. Las células MDA-MB-231
se transfectaron con siARN A (control y AA) o con siOrai3 durante 48 h. Se realiz6 una raya sobre la monocapa de
células en el tiempo 0 h'y se monitoriz6 la migracion de las mismas durante las 48 h siguientes en presencia o ausencia
de AA (8 uM). Las imagenes de los cultivos celulares se tomaron a los tiempos 0, 24 y 48 h por medio de microscopia
dptica y objetivo 10%. La barra equivale a 100 um. El grafico de barras representa la media + S.E.M del tamafio de
la herida expresado en um. Las imdgenes son representativas de 8-12 imagenes tomadas de cada condicion
experimental obtenidas, a su vez, de tres experimentos independientes. **: p < 0.01, ***: p < 0.001, con respecto al
tamafio de la herida en las células controles en el tiempo 0 h. $$: p < 0.01, con respecto a las células no modificadas
genéticamente pero tratadas con AA. El analisis estadistico se baso en las pruebas ANOVA y Dunnett.
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5.3.5. — El AA disminuye la viabilidad celular en MDA-MB-231.

A continuacion, evaluamos el efecto del AA en la viabilidad celular, proceso posiblemente
responsable de parte de la disminucidn observada en los ratios de proliferacion y migracion de las
células MDA-MB-231. Las células MCF10A (Figura 5.21) y MDA-MB-231 (Figura 5.22)
crecieron en ausencia y presencia de AA (8 uM) y, en los tiempos indicados, la viabilidad celular

se determin6 como se ha descrito en el apartado correspondiente de Material y Métodos.

Control

-

AA (8 pm)

. -

- AA
3 Control

Pl staining
(Fold increase experimentalicontrol)

Time (h)

Figura 5.21. El AA no altera la viabilidad en MCF10A. Las células MCF10A se cultivaron en placa de 6 pocillos y se
mantuvieron en crecimiento en condiciones controladas durante 48 h en presencia del vehiculo (control) o de 8 uM de
AA. En los tiempos indicados, las células se incubaron durante 45 min con calceina-AM y PI (30 min). Las imagenes
de las células se tomaron a 0 y 48 h gracias a un microscopio invertido de epifluorescencia con el objetivo 40x de
aceite de inmersion. La barra equivale a 30 um. El gréfico de barras representa la media + S.E.M del incremento de
la fluorescencia del PI con respecto a las células controles en el tiempo 0 h. Las imagenes son representativas de ocho
campos distintos en tres experimentos independientes. Se analizaron con pruebas ANOVA y de Tukey, con significacion
de p > 0.05.
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Como queda expuesto en la Figura 5.21, el AA no alterd la viabilidad celular de las células
MCF10A (p > 0.05, n = 8). No obstante, el AA incrementd significativamente el nimero de
celulas MDA-MB-231 positivas al Pl tras 48 h de tratamiento (Figura 5.22; p < 0.01, n = 8).
Ademas, el silenciamiento de Orai3 per se disminuy0 la viabilidad de las células MDA-MB-231
desde el inicio del experimento. En presencia del AA durante 48 h, el silenciamiento del Orai3
aumento el efecto del AA en la viabilidad celular en las células MDA-MB-231 (Figura 5.22; p <
0.01, n = 8), sugiriendo que Orai3 ejerce un efecto positivo sobre las células MDA-MB-231.
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Figura 5.22. El AA induce muerte celular en MDA-MB-231. Las células MDA-MB-231 se transfectaron con siARN A
0 siOrai3 durante 48 h. Se mantuvieron en crecimiento en una placa de 6 pocillos durante 48 h en presencia del
vehiculo (control) o de 8 uM de AA. En los tiempos indicados, el medio extracelular se suplementé con calceina-AM
(45 min) y PI (30 min). Las iméagenes se tomaron en los tiempos O y 48 h con un microscopio invertido de
epifluorescencia con objetivo 40%de aceite de inmersion. La barra equivale a 30 um. El grdfico de barras representa
la media * S.E.M. del incremento de la fluorescencia del PI con respecto a las células controles en el tiempo 0 h. Las
imagenes son representativa de ocho campos diferentes provenientes de tres experimentos independientes. ***: p <
0.001 con respecto a los valores de fluorescencia del Pl en las células controles para cada tiempo dado. $3$: p < 0.01,
$$$: p < 0.001 con respecto a los valores de fluorescencia del PI en las células no tratadas con AA. Se realiz6 un
estudio con pruebas ANOVA y de Tukey con diferencias significativas de p > 0.05.

5.3.6. —EI AAinduce la despolarizacion de la membrana mitocondrial y la activacion
de caspasas.

La muerte celular puede desencadenarse a partir de diferentes mecanismos incluyendo la
apoptosis. Exploramos si la administracion del AA en las células MDA-MB-231 podria
desembocar en la activacion de la apoptosis celular dependiente de la mitocondria. Las células
MDA-MB-231 crecieron en presencia de AA durante 48 hy, en los tiempos indicados (0, 24, 48
h), se incubaron con JC-1, monitorizando el potencial de membrana mitocondrial como se
describe en el Material y Métodos. La Figura 5.23 muestra el analisis de los cambios del ratio
entre JC-1 agregados/mondmeros en el tratamiento durante 24-48 h con AA que conduce a la

despolarizacion del potencial mitocondrial (p < 0.001, n = 12).

JC1-aggregates JC1-monomers merge

1204

T:0h

1004
* %

T:24h

Mitochondrial membrane potential
(% of control cells)
3

AA (8 uM)

20+

T:48h

0 24 48
Time (h)

Figura 5.23. El AA altera el potencial de membrana mitocondrial de las células MDA-MB-231. Las células MDA-MB-
231 crecieron en una placa de 6 pocillos durante 48 h en presencia de AA (8 pM). En los tiempos indicados (0, 24 y 48
h), las células se incubaron con 2 uM de JC-1 durante 30 min. Tras la incubacion, las iméagenes de las células se
obtuvieron excitandolas a 488 nm y la fluorescencia emitida se registré alternativamente a 530 y 580 nm. La barra
equivale a 30 um. Los porcentajes = S.E.M del ratio de fluorescencia de JC-1 (JC-1 agregados: rojo, 580 nm)/(JC-1
mondmero: verde, 530 nm) en los diferentes tiempos evaluados estan representados en los graficos de barras. Las
imagenes representan cuatro campos celulares de tres experimentos independientes. **: p < 0.01, *** p: < 0.001 con
respecto al porcentaje del ratio JC-1 encontrado en las células a tiempo 0 h. Se usaron pruebas ANOVA y de Tukey
con diferencias de p < 0.05.
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Una vez confirmada la alteracion del potencial de membrana mitocondrial inducido por el AA en
la linea celular MDA-MB-231, evaluamos la posible activacion de las caspasas usando sustratos
fluorigénicos especificos. En la Figura 5.24, las células MDA-MB-231 se estimuladas durante 48
h con AA (8 uM) mostraron un incremento significativo en la actividad de la caspasa-3 en
comparacion a la presente en las células sin tratar (p < 0.001, n = 8). La activacion de la caspasa3-
por parte del AA fue mayor que la observada en la misma linea celular tras 24 h de incubacion
con TG (Figura 5.24; p < 0.05, n = 4). También el AA produjo una activacion significativa de las
caspasas-8 y -9; (Figura 5.24; p < 0.001, n = 8).

* k%

7 Hl Control
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6- TG

Caspase activity
(Fold increase of control)
FN
[
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1 I 1
Caspase 3 Caspase 9 Caspase 8

Figura 5.24.El AA activa las caspasas-3, -8 y -9 en células MDA-MB-231. Las células MDA-MB-231 se cultivaron
durante 48 h, como estd indicado, en presencia del vehiculo, de 8 uM de AA o bien de | uM de TG durante 24 h. Las
células se lisaron en el tiempo 0 h, 24 h o a las 48 h con una solucién NP40 a 4 °C. Las muestras de células se incubaron
con los diferentes sustratos fluorigénicos de caspasas. La fluorescencia derivada de la activacion de cada una de las
caspasas se monitorizd6 mediante un espectrofluorimetro y usando las siguientes longitudes de ondas: 400/505 nm
(Ex/Em) o0 360/400 nm (Ex/Em), dependiendo si los sustratos de las caspasas utilizados fueron aminometil-coumarin
(AMC) o amino-trifluorometil coumarin (AFC), respectivamente. El gréafico de barras representa los cambios en el
porcentaje = S.E.M. de la fluorescencia emitida por cada sustrato de la caspasa (a.u.) con respecto de las células
controles considerando ocho experimentos independientes. *: p < 0.05, ***: p < 0.001 con respecto a los valores
hallados en las células control. Se utilizaron las pruebas ANOVA y de Tukey, con significacion de p < 0.05.
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El cancer de mama esté presente en nuestra sociedad con una de las prevalencias mas elevadas de
entre todos los canceres existentes (Siegel, Naishadham and Jemal, 2013), siendo la principal
causa de muerte en mujeres de todo el mundo diagnosticadas de cancer (Polyak and Metzger
Filho, 2012). La comunidad cientifica coincide en que la transicion de células sanas a células
cancerigenas conlleva una serie de cambios intrinsecos de malignidad implicitos en los distintos
procesos del cancer, incluyendo pérdida de control de la proliferacion, migracion, invasion y/o
metéstasis (Hanahan and Weinberg, 2000, 2011). Especificamente, en las células de cancer de
mama, la regulacion de la [Ca*"]. ejerce un papel fundamental a lo largo del desarrollo de la
patologia (Cross et al., 2014). Tanto es asi que la correlacion existente entre las distintas proteinas
responsables del transporte de Ca®* y los pacientes diagnosticados puede ser decisiva en su
supervivencia y éxito de tratamiento (McAndrew et al., 2011; Azimi, Roberts-Thomson and
Monteith, 2014; Peters et al., 2016). Entendiendo el cancer como una enfermedad multifactorial,
es impensable justificar esta patologia a partir de procesos de desregulacion del ion Ca®*. No
obstante, aportar informacion hasta ahora desconocida acerca de su regulacién y presentar nuevas
herramientas y vias de control de su homeostasis es crucial para un mayor entendimiento del

cancer y optimizacion de los recursos.

El principal mecanismo de entrada de Ca?* extracelular en células no excitables es la ECC,
modulada por las familias de proteinas STIM, Orai y TRPC. Existe, ademas, una gran variedad
de canales de Ca®" expresados en las distintas lineas celulares de cancer de mama y tejido tumoral,
como son Orail, Orai3, TRPC6, TRPV6 y TRPMS, entre otros (Bolanz, Hediger and Landowski,
2008; Chodon et al., 2010; Faouzi et al., 2011; McAndrew et al., 2011). Esta ECC da como
resultado una movilizacion de Ca* desde los reservorios intracelulares seguida de una activacion
posterior de entrada de Ca?* a través de la membrana plasmatica, proceso denominado SOCE.
Estudios, cada vez mas numerosos, han demostrado como SOCE, entendido como todos los
componentes que lo integran, regula una plétora de procesos cancerigenos y son varios los autores
que han contribuido a este conocimiento en el cancer de mama (Soboloff et al., 2012; Prevarskaya
et al., 2014; Fiorio Pla, Kondratska and Prevarskaya, 2016). SOCE también se ha asociado
directamente con el metabolismo de las células de cancer de mama a través de MCU (Tang et al.,
2015). En los subtipos de cancer de peor pronéstico y mas agresivos se ha descrito un aumento
de la ECC, ocasionado por una mayor expresion de STIM1/STIM2 o de los canales capacitativos
(McAndrew et al., 2011). Se podria decir que Orail y STIM1 en muestras de tejido tumoral se
hallan sobreexpresados en comparacion con tejidos pre- o no cancerigenos de pacientes (So et al.,
2019). Orai3, por otro lado, estd altamente presente, tanto en ARNm como a nivel proteico, en

muestras clinicas humanas y lineas celulares de cancer de mama ER+ (Motiani, Abdullaev and
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Trebak, 2010; Faouzi et al., 2011; Chalmers and Monteith, 2018; Jardin, Diez-Bello, et al., 2018).
En general, los canales Orai son uno de los méas estudiados tanto en lineas ER+ como en lineas
TNBC (McAndrew et al., 2011; Jardin, Diez-Bello, et al., 2018). En relacion con STIML1, la
expresion de esta proteina no se mantiene constante entre las distintas lineas estudiadas (Motiani,
Abdullaev and Trebak, 2010). Es mas, si se compara con STIM2, STIM1 esta de 2 a 5 veces mas
presente en las células de cancer de mama a excepcion del subtipo HER+ SK-BR-3, en el cual la
expresion de STIM2 es 10 veces superior a la de STIM1 (McAndrew et al., 2011). Ademas de
Orai y de STIM, otras isoformas de la gran familia TRP (TRPC3, TRPM7, TRPM8 y TRPV6) se
han correlacionado con la progresion de cancer de mama (Chen et al., 2014). Analisis
complementarios del perfil génico de expresion de TRPC1 han demostrado que esta proteina se
encuentra moderadamente sobre-regulada en la linea TNBC MDA-MB-231 con respecto a las no
tumorales (Azimi et al., 2017) aunque su expresion a nivel proteico es muy baja (Jardin, Diez-
Bello, et al., 2018). Mas recientemente, estudios de nuestro equipo de investigacion han descrito
que la isoforma TRPC6 est4 sobreexpresada en dos subtipos diferentes de mama (ER+y TNBC)
(Jardin, Diez-Bello, et al., 2018).

Por todo ello y conscientes de la irrupcion de nuevas variantes de los componentes de la ECC,
tales como las variantes de Orail, Oraila y Orailp, o las variantes de STIM2, STIM2.1, STIM2.2
y STIM2.3, y de nuevas proteinas reguladoras de la ECC (SARAF, EFHB, filamina A o
STIMATE) y teniendo en cuenta, a la vez, que urge la necesidad de aunar el conocimiento actual
sobre como estos componentes modulan las distintas funciones de las células de cancer de mama,

desarrollamos la presente tesis doctoral, sustentada en los resultados expuestos anteriormente.

En el primero de los trabajos presentados, “El NO1, nuevo ligando fluorescente del Sigma2
Receptor/ TMEMZ97, disminuye SOCE y promueve la apoptosis en las lineas celulares de
cancer de mama triple negativas”, tuvimos la oportunidad de caracterizar el papel del NO1
como ligando de ultima generacion del receptor 62/ TMEM97. En los modelos TNBC estudiados
(MDA-MB-231 y MDA-MB-468), el NO1 tuvo un efecto antiproliferativo y antimigratorio a
través de la activacion de mecanismos de apoptosis celular, ocasionados por una disminucién en
la ECC. Asi, inicialmente evaluamos la presencia de 62R/TMEM97 en una linea TNBC a nivel
proteico empleando técnicas de Western blotting y microscopia de fluorescencia, coincidiendo
con las sobreexpresiones encontradas en otros tipos de canceres e, incluso, en muestras de
pacientes con cancer de mama (Wheeler et al., 2000; Wang et al., 2012; Makvandi et al., 2015).
A continuacion, la administracién de dosis bajas de NO1 redujo la proliferacién y migracién en
nuestros experimentos, como se recoge en la bibliografia (Sengupta et al., 2015; Garg et al., 2016;
Olivieri et al., 2016; Pati, Hornick, et al., 2017). La causa subyacente a estos procesos se encontré
via apoptosis dependiente de mitocondria a través de la activacion de la caspasa-9. Esta apoptosis

fue mayor que la encontrada con altas dosis del antineoplésico cisplatino bajo las mismas
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condiciones. Esta ruta, ademas, es comln a la encontrada con otros ligandos (WC-26, SV119 y
RHM-138) y en otra linea tumoral (MDA-MB-435) (Zeng et al., 2007) pero Unica al no activarse
otras vias como la de la autofagia (Zeng et al., 2007). La activacion apoptética dependiente de
caspasa-9 podria atribuirse la reduccion en la concentracion de ATP dentro de la mitocondria,
interfiriendo en su capacidad funcional (Cassano et al., 2009). Como ya se ha comentado con
anterioridad en la revision, la conexion entre la ECC y la mitocondria esta mas que descrita en la
literatura. Aunque no pudimos discernir la localizacion en la mitocondria de 62R/TMEM97
mediante experimentos de confocalidad, nuestros estudios sobre la regulacion de la movilizacién
del Ca* intracelular muestran un efecto inhibitorio de NO1 sobre la ECC mediada por la
inhibicién de la interaccion STIM1/Orail. El efecto regulador de o2R/TMEM97 ha sido
propuesto por otros autores utilizando diferentes ligandos, no obstante, al estudiar las propiedades
farmacolégicas de los mismos ligandos utilizados no pudieron asegurar la no activacion
simultanea de o1R (Vilner and Bowen, 2000). Por tanto, nuestra hipétesis versa sobre la
activacion de la ECC a través de 62R/TMEMZ97 en dos vias, via interaccidn/activacion de STIM1
y aumentando el rendimiento en la mitocondria. EI NO1 impediria el papel de 62R/TMEM97 en
la ECC y desencadenaria la muerte en células MDA-MB-231. En apoyo de esta hipdtesis,
experimentos en la linea hibrida NG115-401L, eminentemente carente de expresion STIML,
demostraron que el NO1 no consiguié inducir la muerte celular en ningln caso, hasta que fue
expresado STIML1 en la misma linea, reforzando una vez mas la relevancia del eje STIM1-
02R/TMEMO97. En resumen, el ligando del c2R/TMEM97 tiene un efecto anti-proliferativo y
anti-migratorio en las lineas TNBC MDA-MB-231 y MDA-MB-468 a través de su accién sobre
la ECC. El efecto inhibitorio sobre la ECC se llev6 acabo impidiendo la interaccion STIM1/Orail
probablemente por disociacién del complejo STIM1-062R/TMEM®97, lo cual produce la activacion

de la apoptosis celular por la via mitocondrial.

El receptor 62/ TMEM97 se describid en la literatura cientifica como el Gnico miembro de una
nueva familia emparentada y a su vez diferenciada de 61R. Aungue en sus inicios fue considerado
como PGRMCL1 y hay autores que aun lo mantienen (Xu et al., 2011; Bali et al., 2013), las
evidencias experimentales mas recientes demuestran que se tratan de diferentes estructuras (Abate
et al., 2015; Chu et al., 2015; Hiranita, 2016; Pati, Groza, et al., 2017). Ademas de los
componentes de la familia PGRMC y del receptor 62/ TMEM97, en la linea TNBC MDA-MB-
231 existe otra familia mas, PAQR, que responden a P4. Puestos a contribuir al desarrollo
cientifico en esta linea de alto valor bioldgico entre los subtipos mas agresivos de cancer de mama,
nos propusimos evaluar la relacion existente entre la P, y el PGRMC1 como via reguladora del
Ca®" intracelular, ya que esta linea carece de las principales dianas clésicas de tratamiento
hormonal. Asi, con el titulo provisional de “La progesterona disminuye la proliferacion de las

células MDA-MB-231 alterando la homeostasis intracelular del Ca®" a través de la
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activacion de PGRMCL1” evaluamos el rol de la P4 en la proliferacion celular dependiente de
PGRMCL1.

Esta via proliferativa ha sido ampliamente estudiada en cancer ya que son varios los receptores
que median la sefalizacion de la P4 (Liou et al., 2005; Krietsch et al., 2006; Wiebe et al., 2013;
Clark et al., 2016; Rashmi et al., 2019). De hecho, la P, aumenta la proliferacion en las lineas
luminales (T47D, MCF7) y no tumorales (MCF10A) de cancer de mama (Tian et al., 2018; Wang
and Lee, 2018), efectos achacados a la expresion de los receptores clasicos de la progesterona y,
en particular, al receptor nuclear de la progesterona (nPR), necesario para la maduracion y
proliferacion de las células de cancer de mama (Kastner et al., 1990). En nuestros experimentos,
observamos una disminucién significativa de la proliferacion de células MDA-MB-231 en
presencia de P4 y fuimos capaces de revertir esta misma situacién al silenciar el PGRMCL1. Ya
que este mismo receptor juega un papel completamente opuesto en las células de cancer
colorrectal (HCT116) asociado a su dimerizacion (Kabe et al., 2016), nos propusimos discernir

el mecanismo subyacente responsable de los efectos anti-proliferativos en la linea TNBC.

La homeostasis del Ca* intracelular es esencial para la activacion de procesos clave del ciclo
celular, e incluso, alteraciones en estos flujos pueden afectar negativamente a la proliferacion (H.
G. Yu etal., 2017). La P, modula la homeostasis intracelular del Ca®*. Ha sido descrito su papel
en células stem embrionarias de ratén como responsable de la reduccion de expresion de canales
de Ca®" y de proteinas asociadas a dicho ion (Kang, Choi and Jeung, 2016), y fue capaz de
disminuir la [Ca®*]. tras su administracion prolongada en células de la granulosa (Peluso et al.,
2002). En la linea ER+ MCF7, se ha asociado a disrupciones de la membrana mitocondrial
debidas a corrientes de Ca®* provenientes del RE y vinculadas a alteraciones en la expresion de
S100A11, S100A10, calreticulina, VDACL, SERCA3 y SERCAL (Azeez et al., 2018). Nuestros
resultados han puesto de manifiesto por primera vez en una linea TNBC (MDA-MB-231) y en
otra ER+ (MCF7) una entrada de Ca?" activada por P, dependiente de STIM2, Orail y TRPC1.
Esta entrada, ademas, aument6 con el silenciamiento de PGRMC1, sugiriéndonos una funcion

inhibitoria para este receptor

Puesto que la ECC favorece la translocacién de NFAT1 al nlcleo (Kar and Parekh, 2015;
Albarran et al., 2018) y una activacién similar se ha descrito en células de miocito ventricular via
P, (Stathopulos, Zheng and Ikura, 2009) dependientes ambas de Orail como efector de las
corrientes de Ca®* generadas (B. X. Yu et al., 2017), en nuestro modelo celular observamos un
aumento en la acumulacion en el ncleo de NFAT1 al silenciar PGRMCL1 y estimular las células
con P4 tras compararlas con su condicién control. La acumulacion de NFAT nuclear favorece la
proliferacion tanto de células de cancer de prostata (Thebault et al., 2006; Manda et al., 2016)

como de otros tipos de cancer de pancreas y pulmon (Liu, Zhao and Wu, 2013; Baumgart et al.,
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2016), coincidiendo con la tendencia proliferativa encontrada experimentalmente en nuestro
modelo celular. A través de NFAT1, se activaria el oncogén MDM2 capaz de degradar p53 y
favorecer mecanismos como la progresion del cancer y la metéstasis (Haupt et al., 1997). Nuestros
estudios sobre la p53 empleando una combinacidn de procesos de fraccionamiento celular y WB
revelaron una acumulacion nuclear del factor de transcripcion pro-apoptético p53 inducido por
Ps. Ademas, ya que en las células donde silenciamos el PGRMC1 no hubo cambios en la
acumulacion en el nacleo de este factor comparado con las células en condiciones normales,
concluimos que se revirtieron los efectos negativos de la P4 en la proliferacion. Una vez en el
ndcleo, p53 promoveria la activacion de otros factores pro-apoptéticos tales como P1G8, CD95,
PIDD, TP53INP, RRM2B, Noxa, p21 y PUMA (van Ginkel et al., 2015).

La observacion experimental de que el silenciamiento de PGRMC1 aument¢ la entrada de Ca®*
dependiente de P4 y que revirtid exitosamente la inhibicion en la proliferacion celular nos indica
la importancia de la regulacion de la [Ca®*]., no obstante, no fuimos capaces de observar los
cambios proliferativos esperados cuando silenciamos STIM2. Ante esta situacion, hay autores
que han establecido relaciones entre PGRMC1 y mPRa en la membrana plasmatica (Thomas,
Pang and Dong, 2014; Hiranita, 2016) activadas a su vez por la P4 (Wiebe et al., 2013).
Independientemente y resumiendo todo lo anteriormente discutido, nuestros resultados han
demostrado el papel inhibidor del PGRMCL1 en la proliferacion de la linea TNBC MDA-MB-231.
También hemos caracterizado un nuevo mecanismo de entrada de Ca®* inducido por la P, e
inhibido por PGRMC1, que involucra a STIMZ2, Orail y TRPCL.

Los subtipos de cAncer de mama triple negativo son uno de los mas agresivos y de peor prondstico
en los que las terapias clasicas de inhibicion de receptores estrogénicos y de progesterona
escasamente tienen efecto, como se ha comentado anteriormente. Junto con otros canceres,
presentan alteraciones en la [Ca®*]. debido a la desregulacion de los mecanismos de entrada de
Ca?* extracelular, entre otros (Jardin, Diez-Bello, et al., 2018; Jardin, Lopez, et al., 2018; Li et
al., 2019; Pierro et al., 2019; Villalobos et al., 2019; Cantonero et al., 2020). Isoc, Icrac € larc,
estan descritas como las corrientes de Ca®* mas relevantes en células no excitables y tienen un
papel muy relevante en el desarrollo de caracteristicas el cancer en varias células tumorales (Desai
et al., 2015; Cantonero et al., 2019). El dominio N-terminal de Orai3 es el encargado de
determinar la selectividad del AA para los canales ARC (Thompson, Mignen and Shuttleworth,
2010). La PLA2, ademas de degradar los fosfolipidos de membrana en AA 'y &cido lisofosfatidico
(Kramer and Sharp, 1995), se encuentra sobreexpresada en células basales de cancer de mama
como MDA-MB-231 y SKBR3 (Yamashita et al., 1993; Caiazza, Harvey and Thomas, 2010;
Chiorazzo et al., 2019). Aunque los efectos opuestos del AA sobre las lineas TNBC han generado
controversia en los Gltimos afios, parecen asociarse a la concentracion utilizada (Chang et al.,

2013; De Chatterjee et al., 2018). En el articulo “El &cido araquidonico disminuye la
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proliferacion, migracion y viabilidad celular a través de mecanismos independientes a la
entrada de calcio” mostramos como una baja dosis de AA extracelular redujo la proliferacion y
migracion de la linea TNBC MDA-MB-231 a través de la despolarizacion mitocondrial y, puesto
que no produjo cambios en la [Ca*]., independiente a larc y careciendo de canales ARC

funcionales.

Nuestros resultados preliminares revelaron que en la linea MDA-MB-231 no se activan canales
de Ca** regulados por AA, pese a contener todos los componentes moleculares que integran los
canales ARC. Esto resulto en la incapacidad del AA de producir cambios en la [Ca®*]. per se,
ademas, de no modificar la ECC, cuyo mecanismo estd ampliamente estudiado en esta linea
celular. Cuando reconstituimos un canal ARC funcional en esta linea celular, que denominamos
GECO-ARC (Cherry-STIM1, Orail-CFP y GECO-Oraid), la estimulacién previa con AA en el
medio si produjo un cambio en la [Ca*].. Esta evidencia, de gran valor cientifico, junto a la no
activacion del canal GECO-Orai3 sobreexpresado en MDA-MB-231 bajo las mismas
condiciones, nos desveld la carencia de activacion de los canales ARC en células TNBC MDA-
MB-231 no transfectadas. Suponemos que la estequiometria de los componentes del canal ARC
(Orail y Orai3) en condiciones normales no es la apropiada para capacitar su activacion. De
hecho, en células MDA-MB-231, la ECC es el principal mecanismo de entrada de Ca*
extracelular y, en este sentido, las subunidades Orail se disponen en su mayoria como parte de
los canales capacitativos (Motiani, Abdullaev and Trebak, 2010). Ademas de la estequiometria,
cabe destacar que la localizacion de los componentes de los canales ARC puede que no sea la mas
adecuada para conformar canales ARC funcionales (Mignen, Thompson and Shuttleworth, 2009).
Por otra parte, Orai3 esta presente y es funcional en esta misma linea como demostramos con los
experimentos de WB y de microscopia. En este ultimo caso, el 2-APB incrementé en las células
MDA-MB-231 la [Ca?*] citosdlica y/o reticular dependientes de Orai3, y no de Orail u Orai2, tal

y como se presentd en células HelLa asociado a IPsR (Leon-Aparicio et al., 2017).

De hecho, los efectos nocivos del AA que encontramos en estas células parecen aumentar cuando
disminuimos la expresién de la proteina Orai3, sugiriendo un papel protector frente al AA en la
linea TNBC. Esta observacion coincide con otros autores. Asi, en células de adenocarcinoma de
pulmoén Orai3 regula su proliferacion y ciclo celular via Akt (Ay et al., 2013). En células HeLa
y HEK293, su silenciamiento disminuy0 la proliferacién celular por un mecanismo independiente
de Ca*" (Borowiec et al., 2014). Y, en células ER+, Orai3 se asoci6 con la disminucion de p53 en
un mecanismo que implica la activacion de la ruta PI3K/SgK-1/SeK-1 (Hasna et al., 2018).
Nuestros experimentos de proliferacion, migracién y viabilidad celular comparten la funcion del
AA sobre la linea celular MDA-MB-231 y, ademas, se destaca el papel protector de Orai3. Estos
hallazgos concernientes al papel del AA estan en consonancia con estudios previos (Bocca et al.,

2008) pero en conflicto con otros (Chang et al., 2013). Podriamos atribuir estas diferencias a los
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distintos enfoques experimentales atendiendo a las concentraciones y tiempos de estimulacion
con AA. En nuestros resultados, no encontramos diferencias significativas en la [Ca®']. entre
periodos cortos y largos de incubacion con AA. Aunque hay estudios que han relacionado la
activacion de PPARa a partir de bajas concentraciones de AA en el medio (Chang et al., 2013)
modulando la proliferacién y senescencia de células de cancer de mama via CPT1C (Y. Chen et
al., 2017), la mayoria de los efectos nocivos del AA tanto en proliferacion como en migracion
celular se atribuyen a la activacion de vias apoptéticas en estas células. Tal es asi que el AA
induce apoptosis en una variedad de células cancerigenas y no tumorales tales como lineas de
melanoma humano, de musculo liso vascular, de tumor cerebral y de cultivos de neuronas de
médula espinal (Metzler et al., 1998; Williams et al., 1998; Wolf and Laster, 1999; Garrido et al.,
2001). En estas ultimas, bajas concentraciones de AA en el medio fueron capaces de activar las
caspasas -3, -8y -9 (Garrido et al., 2001). En la linea celular de fibroblastos, C3HA, el AA produjo
una alteracion en la permeabilidad del poro mitocondrial independiente a los dep6sitos de Ca?*
(Maia, Culver and Laster, 2006; Shin and Kim, 2009), desencadenando una despolarizacién de
membrana similar a la observada en nuestras células. Este hecho, junto a la activacién de la
caspasa-8, activaria la caspasa-9 y, en Ultima estancia, la caspasa-3. Resumiendo, nuestros
resultados demuestran los efectos nocivos del AA en células TNBC y podria usarse como una
herramienta terapéutica posiblemente en combinacion con una reduccion de la expresion o

funcion de la proteina Orai3.

En resumen, todos los resultados desarrollados en la presente tesis ponen de manifiesto la
remodelacion de los componentes de la ECC y su papel en la fisiopatologia del cancer de mama
y denotan la potencialidad de dichas moléculas como dianas con fines terapéutico y de pronéstico

contra el cancer de mama.
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7. CONCLUSIONES.

+ El NO1, ligando del receptor c2R/TMEM97, aumenta la apoptosis y disminuye la
migracion de las lineas celulares triple negativas de cancer de mama a través de la

inhibicién de la entrada capacitativa de calcio (ECC).

+ La inhibicion de la ECC en células de cancer de mama triple negativo producida por NO1
resulta de impedir la interaccion STIM1/Orail debido a la disociacién del complejo
STIM1- 62R/TMEMZ97 y, como consecuencia, activa la apoptosis de origen mitocondrial.

+ EIl PGRMC1 atenda la entrada de Ca?" producida por la progesterona dependiente de
STIM2, Orail y TRPCL.

+ La activacion del receptor PGRMC1 por progesterona induce la translocacion de p53 al
naicleo e impide la translocacion nuclear de NFAT causando la inhibicion de la

proliferacion en las células MDA-MB-231.

+ El acido araquidénico disminuye la capacidad proliferativa, migratoria y la viabilidad en

las células MDA-MB-231 mediante un mecanismo independiente de la entrada de Ca?".
+ Las células MDA-MB-231 no expresan un canal ARC funcional, si bien, expresan el

canal Orai3 que parece jugar un papel protector frente a los efectos nocivos del acido

araquidonico.
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7. CONCLUSIONS.

+ NO1, c2R/TMEM97 receptor ligand, induces apoptosis and down-regulates migration in

triple negative breast cancer cell lines via capacitative calcium entry inhibition.
#+ NO1l-induced impairment of CCE in triple negative breast cancer cells attenuates
STIM1/Orail interaction by dissociation of the STIM1 - c2R/TMEM97 complex leading

to mitochondrial apoptosis.

+ PGRMCI1 attenuates a mechanism of Ca?* entry activated by progesterone and mediated
by STIM2, Orail and TRPC1.

+ Progesterone -activated PGRMC1 receptor induces p53 nuclear translocation and avoids

NFAT translocation leading to impairment of proliferation in MDA-MB-231 cells.

+ Arachidonic acid negatively regulates proliferation, migration and viability of MDA-MB-

231 cells by a Ca?*-independent mechanism.

+ MDA-MB-231 cells doesn’t express functional ARC channels; nevertheless, they express

Orai3 channels, which, in turn, play a protective role against arachidonic acid.
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