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ABREVIATURAS

BF Bafilomicina

BHQ 2,5 Di-t-butil-1,4-

hidroquinona cADPR ADP ribosa

ciclica
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[Ca?*]i Concentracién de calcio citopldsmica.
[Ca?*]L Concentracidn de calcio luminal del reticulo sarco/endoplasmico
CICR Liberacion de calcio inducida por calcio
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CSQ Calsecuestrina

CTD Dominio del Carboxilo Terminal

DMSO Dimetil sulfoxido

EM Microscopia electrénica

F Fluorescencia

Fo Fluorescencia basal

IPs 1, 4,5-trisfosfato de inositol

IPsRs Receptores de I1P3

MLN Mioregulina

NAD* Nicotinamida Adenina Dinucleotido oxidado
NAADP Acido nicotinico adenina dinucleétido
fosfato NH4Cl Cloruro de amonio

PMCA Bomba de calcio de la membrana celular
PLN Fosfolamban

PSF Funcion de dispersiéon de punto
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sarcoplasmico RE

Reticulo endoplasmico

RyR Receptor de



Rianodina ROIs Regiones
de Interés
SERCA ATPasa de calcio del reticulo sarco/endoplasmico (por sus siglas en

inglés: Sarco/Endoplasmic Reticulum Ca2* ATPase)SLN Sarcolipina

SOCE Entrada de calcio operada por el depdsito

SPCA ATPasa de calcio de la via secretora (Aparato de Golgi)
SS Solucién Salina Normal

TMRE Tretrametil Rodamina Etil Ester Perclorato

TPC Canal de dos poros

TG Tapsigargina

VOCs Canales de Ca?* dependientes de voltaje



RESUMEN

La concentracion intracelular de calcio ([Ca®*]i) regula diferentes procesos celulares,
como son la contraccién muscular, secrecion de hormonas, neurotransmision, respuestas al estres,
entre otros. Los incrementos de la [Ca?*]; suceden debido a la activacion de canales permeables a
Ca?* que estdn en las membranas celulares, ya sea la plasmatica o la de los depositos
intracelulares de Ca?*. El principal depdsito intracelular de Ca?* es el reticulo sarcoplasmico (RS)
en células musculares y el reticulo endoplasmico (RE) en las células que no son musculares. El
reticulo cuenta con la bomba SERCA (inhibible por tapsigargina (TG)), la cual transporta Ca%* en
contra de su gradiente electroquimico para rellenar este dep6sito, al grado que la [Ca?*] libre dentro
del reticulo es del orden de 500 uM, pero la gran mayoria del Ca?* (del orden de mM) se encuentra
pegado a proteinas y sale del reticulo via al menos dos canales liberadores de Ca?*, el receptor de
IPs (RIP3) y el de rianodina (RyR), este ultimo se activa por cafeina e inhibe por rianodina.

Sin embargo, existe otro depodsito intracelular de Ca?* de naturaleza acida que estaria
localizado en diferentes compartimentos vesiculares que serian el aparato de Golgi, los granulos
de secrecion, las vesiculas endo-lisosomales, los lisosomas y/o vesiculas endociticas) y que
liberan Ca?* bajo condiciones no bien definidas. La principal caracteristica de este tipo de
depdsito es que necesita un gradiente de H* para acumular Ca®" en contra del gradiente
electroquimico y por lo mismo son sensibles a inhibidores de la bomba de protones como seria la
bafilomicina.

En trabajos previos, en diferentes tipos de células, se ha reportado el uso del Mag-fluo-4
como indicador de los cambios en la [Ca?*]L pero sin resolucion subcelular. Pareciese que este
indicador tricarboxilico (a diferencia de mag-fura-2 y fluo-5N) se incorpora al interior del RE o del
RS vy, a partir de aqui, debido a la falta de un mecanismo de retencién en el RE/RS, el
colorante puede localizarse en otros compartimentos intracelulares. Esta aparente limitacidn
funcion6 a nuestro favor en este estudio, porque pudimos registrar los cambios en [Ca®*]L en
respuesta a la cafeina tanto en el RS como en otros depdsitos reportados por este indicador. Ademas,
se llevo a cabo el registro simultaneo del cambio en la [Ca®*]i medido por Fura-Red, con la ventaja
de registrar estos cambios en regiones de interés (ROIs) de la célula, mediante el uso del
microscopio confocal.

Los datos que obtuvimos nos permiten distinguir la presencia de tres diferentes depositos
intracelulares de Ca?*, que todos responden a cafeina, pero que presentan tres mecanismos
diferentes de rellenado de Ca?*. El primer depdsito cuenta con la bomba SERCA sensible a TG y
con el RyR como canal liberador, por ende, sugerimos que seria éste el RS, que esta presente en
todas las regiones subcelulares, sin embargo, resulta que solo el RS de la region perinuclear
aporta el Ca?* que se desplaza como una onda que viaja desde el nicleo hasta la periferia de la
célula. El segundo tipo de deposito seria aquellos llamados &cidos porqueé requiere la actividad de
una bomba de H* sensible a bafilomicina, y es inhibido por alcalinizacién con NH4Cl, pero que
también contiene al RyR. Estos depdsitos fueron hallados principalmente en la region
citoplasmica y superficial y mostraron un aporte muy limitado a la sefial de [Ca*]; inducida por
cafeina. Finalmente, el tercer depdsito tiene un mecanismo de rellenado de Ca?* de naturaleza
desconocida y que mostro, lo que pensamos seria un canal activado por cafeina, pero resistente a
la rianodina. Este se observd principalmente en la region superficial. Nuestros estudios de
colocalizacion con el Mag-fluo-4 nos permite descartar a los lisosomas y las mitocondrias como
depdsitos intracelulares de Ca?* reportados por Mag-fluo-4.



ABSTRACT

The intracellular calcium concentration ([Ca®'])) regulates different cellular processes,
such as muscle contraction, hormone secretion, neurotransmission, stress responses, among
others. Increases in the [Ca?*]i result from the activation of Ca?* permeable channels present in
either plasma membrane or in those membranes of intracellular Ca?* stores. The main
intracellular Ca?* store is the sarcoplasmic reticulum (SR) in muscle cells or the endoplasmic
reticulum (ER) in non-muscle cells. The characteristic of SR is the presence of SERCA pump
(inhibited by thapsigargin, TG) with free [Ca®*]. in the order of 500 uM, and a large amount of
Ca’" associated with buffer proteins, this Ca®* is release by IPs receptor (RIPs) and ryanodine
receptor (RyR), the latter can be activated by caffeine and inhibited by ryanodine.

However, there are others vesicular compartments with the ability to accumulate Ca?*
referred as acidic Ca®" stores (the Golgi apparatus, secretory granules, endo-lysosomes,
lysosomes and / or endocytic vesicles) that can be released by still undefined conditions. The acidic
Ca’" store requires a proton gradient to accumulate Ca?* and for this reason this store is sensitive
to inhibitors of V-type proton pump as it is the case of bafilomycin.

Previous studies, in different cell types, have reported the use of Mag-fluo-4 to follow
changes in the [Ca?*]. but without subcellular resolution. It appears that this tricarboxylic
indicator can be easily incorporated in the ER or in the SR when compared with other Ca?*
indicators (Mag-fura 2, Fluo 5N); the lack of mechanism for retention in the ER/SR makes this
dye to end up in other intracellular compartments. This apparent limitation worked in our advantage
in this study, because we were able to record changes in the [Ca®*]L in response to caffeine both
in the SR and other deposits reported by this indicator. Additionally, we have simultaneously
recorded changes in the [Ca**]i measured with Fura-Red, and a surplus was the spatial resolution
by recording changes in regions of interest (ROIs) using a confocal microscope.

The data obtained showed the presence of three different Ca?* stores that were released by
caffeine. The first type of Ca?* store has SERCA pump inhibited by thapsigargin and RyRs as a
Ca?* release channel. We think this store is the SR and interestingly, only the perinuclear SR
provides the Ca®" involved in the caffeine-induced Ca?* wave that travels from the perinuclear
area to the surface of the cell. The second type of stores are called acidic because requires the
activity of H* pump sensitive to bafilomycin and is inhibited by alkalinization with NH4CI.
Interestingly, it contains also RyRs, and is present in both the cytoplasmic and superficial
regions. Additionally, this store has a relatively small contribution to the caffeine-induced Ca?*
wave. Finally, the third deposit has an unidentified Ca?" loading mechanism and a caffeine-
induced Ca?* release mechanism that is insensitive to ryanodine. This store is localized mainly in
the superficial cell region. Our colocalization studies with Mag-fluo-4 showed that neither
lysosomes nor mitochondria are involved in the caffeine-induced Ca?* responses leaving
unanswered the nature of the acidic Ca®" stores.



1. INTRODUCCION

1.1 El calcio intracelular.

El calcio (Ca?*) es el mineral mas abundante en el cuerpo humano. Un 99% de
este ion se encuentra en los huesos y en los dientes donde tiene un papel muy
importante en la estructura de estos. El 1% restante se encuentra en tejidos y fluidos
corporales donde es esencial para el metabolismo y fisiologia celular, como la contraccion

muscular, la secrecion glandular y la neurotransmision.

El Ca?* forma sales insolubles con aniones tanto inorganicos como organicos,
por ejemplo, carbonatos y fosfatos. Esto limita su solubilidad a concentraciones
cercanas a 1 mM, por esta razén los polifosfatos organicos de calcio (nucleétidos,
acidos ndcleicos, etc) son insolubles en agua. Las células utilizan los polifosfatos para
almacenar energia e informacion, consideramos que ésta seria la razén de que la
concentracion citoplasmica de calcio ([Ca?*]) esté en niveles muy bajos, por lo general
la [Ca?*]i esta alrededor de 100 nM, aproximadamente 4 6rdenes de magnitud menor a

la concentracion de calcio extracelular que es de 2 mM (Williams 2006).

Las células llevan a cabo incrementos de la [Ca?*] utilizando una sofisticada
maquinaria de proteinas para regular las sefiales del ion en regiones especificas de la
célula y de una forma dependiente del tiempo. Esta maquinaria involucra la unién de Ca?*
a una variedad muy amplia de proteinas, las cuales experimentan cambios
conformacionales que les permiten interaccionar con otras proteinas, lo que resulta en
la modificacion de las actividades de enzimas y de canales ibnicos o se transmiten

cambios conformacionales a otras proteinas (Figura 1.1), (Berridge et al. 2003).

Los cambios en la concentracion de calcio intracelular requieren de un conjunto
de proteinas, que se resumen a continuacion. En la membrana plasmatica se involucra
la participacion de dos tipos principales de canales de Ca?* 1) los operados por voltaje
(VOC) y 2) aquellos independientes de voltaje (NVOC), estos ultimos a su vez se
dividen en canales activados mecanicamente (SAC), canales operados por vaciamiento

del depdsito (SOC) y canales operados por la activacién de receptores (ROC) que se



encuentran en la membrana plasmética (Figura 1.2), (Montafio & Bazan-Perkins 2005;
Guibert et al. 2008).
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Figura 1.1 Sefalizacion por calcio intracelular. El ingreso del Ca?* al citoplasma a través de
la membrana plasmaética o del reticulo sarco/endoplasmico (RS/RE) resulta en incrementos del
ion calcio (reacciones on) que tienen diferentes efectores dependiendo del tipo de célula. Al
mismo tiempo en las membranas tanto plasmatica como del reticulo se encuentran proteinas
que disminuyen la [Ca?']; (reacciones off) hasta sus niveles basales. (Figura tomada de Berridge
et al., 2003).

Otras proteinas importantes en la sefializaciéon por Ca?* son aquellas que llevan a
cabo su transporte en contra de su gradiente electroquimico, estas serian dos grandes
grupos, las ATPasas y el recambiador Na*/Ca?*. El primer grupo contiene a las
ATPasas de Ca?* del reticulo sarco/endopladsmico (SERCA), las ATPasas de la
membrana plasmatica (PMCAs) y las ATPasas de la via secretora (SPCA). El
intercambiador Na*/Ca?* de la membrana plasmatica es electrogénico y por lo mismo,
tanto el sodio como el potencial de membrana afectan su actividad de transporte de calcio.

Todos estos transportadores se activan a través del aumento de la [Ca?*]. Un tercer



elemento involucrado en la modulacién de las sefiales de [Ca?*]i seria la mitocondria, este

organelo se asocia, en su mayoria, con las funciones relacionadas al



metabolismo de la energia y la fosforilacion oxidativa, sin embargo se considera que
desempefia un papel importante en la regulacion y modulacion de las sefales
intracelulares de Ca?* debido a la presencia del uniportador y del recambiador Na*/Ca?*

mitocondrial (Delmotte et al. 2014).

NVOC
TRPC1,2,4,5 TRPC3.8, 7
TRPVE -TRPP2 . TRPV2, 4 TRPC1,6
STIM1 -Orait Agonists STIM1 TRPVZ 4

ROC TRPM8

Figura 1.2. Mecanismos de entrada del Ca?" al citoplasma celular. El calcio procedente del
exterior celular, entra a la célula a través de canales de Ca?* dependientes de voltaje (VOCs) e
independientes de voltaje (SOC, ROC, SAC), mientras que el calcio que esta en el reticulo
endoplasmico es liberado a través de los canales IPsR y/o el RyR. TRPC: canales responsables
del cambio transitorio del potencial del foto-receptor de la familia clasica, TRPV: la familia
vaniloide, TRPM: la familia de la melastatina, TRPP: de la familia de la enfermedad poliquistica.
(Figura tomada de Guibert et al., 2008).

1.2 El reticulo endoplasmico/sarcoplasmico

El principal depésito de Ca?* intracelular es el reticulo
endoplasmico/sarcoplasmico (RE/RS), sin embargo, se ha reportado que otros
organelos pueden actuar como compartimentos donadores o almacenadores de Ca?*,
entre estos se encuentran; la mitocondria, el aparato de Golgi, los lisosomas, las caveolas,
granulos de secrecion y las vesiculas de neurotransmisores (Pizzo et al.

2010; Patel & Muallem 2011; Aulestia et al. 2015; Plattner & Verkhratsky 2013; Isshiki et
al. 2013; Lépez-Sanjurjo et al. 2013; Verkhratsky & Petersen 1998), mas adelante se

describiran con detalle algunos de estos compartimentos intracelulares.



El calcio del RE/RS es liberado de este compartimento principalmente a través
de dos canales: el receptor de IP3 (1,4,5-trisfosfato de inositol) y el receptor de rianodina
(RyR). (Figuras 1.1 y 1.2). El RE/RS es una red interconectada de tubulos aplanados y
saculos comunicados entre si que intervienen en diversas funciones relacionadas con la
sintesis de proteinas y su correcto plegamiento, sintesis de fosfolipidos, colesterol y
hormonas esteroides, detoxificacion de drogas, asi como el transporte vesicular
(Somlyo & Franzini-Armstrong 1985; Voeltz et al. 2002).

El reticulo sarcoplasmico (RS) constituye el principal depoésito intracelular de Ca?*
en las células de musculo estriado y liso (Somlyo & Himpens 1989). La microscopia
electronica (EM) de células de musculo liso revelé que el RS es un sistema
membranoso de tdbulos y sacos, que esta distribuido en toda la célula desde el nucleo
hasta la periferia, y en contacto cercano con las caveolas de la membrana plasmatica.
También se observé que el RS esta en estrecho contacto con otros organelos como son
la mitocondria y los lisosomas (Lesh et al. 1998).

Estudios en los que se ha determinado el contenido del calcio dentro del RS de
células de musculo liso, revelan una distribucién no uniforme de la [Ca?*] total (libre mas
pegado a proteinas). Mientras que utilizando células de musculo liso permeabilizadas con
detergente se observa una distribucion de forma punteada principalmente cerca de la
membrana celular y alrededor del nucleo (Steenbergen & Fay 1996; Young & Mathur
1999). También se ha demostrado que la distribucion de las proteinas involucradas en
la liberaciéon y captura de Ca?* no es uniforme (Lesh et al. 1998; Nixon et al. 1994).
Estos datos, en su conjunto, han dado pie a sugerir que el RS esta formado por sitios
discretos, independientes y especializados en la liberaciéon y captura de Ca?*.

El RS puede tener la siguiente funciones en musculo liso, como se observa en la
Figura 1.3: 1) contribuir a la homeostasis de Ca?' en la célula, manteniendo la
concentracion de este ion en reposo, a través de la accion de la bomba SERCA, 2)
restaurar la [Ca?'], después de la estimulaciéon, mediante la accién de SERCA, 3)
aumentar la contraccién mediante la liberacion de Ca?* y producir o modificar las
sefales globales del ion en respuesta a una estimulacion por agonista, 4) modular la

excitabilidad de la membrana a través de la activacion de canales sensibles a Ca?*; 5)
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participar en la liberacién vectorial del Ca?* almacenado en el reticulo via la membrana
plasmatica; 6) contribuir al mantenimiento de micro dominios de sefalizacion alrededor
de la membrana plasmatica y otros organelos, 7) influir en el desarrollo, envejecimiento

y robustez de los tejidos del musculo liso (Wray & Burdyga 2010).

Diferentes tipos de experimentos han demostrado que la luz del RE no presenta
ninguna barrera de difusiéon y sin embargo pareciese que el Ca?* dentro del reticulo esta
compartamentalizado. Un ejemplo de esta situacion es el fendmeno conocido como
liberacién cuantica de Ca?* que se ha explicado de diferentes maneras. Una de estas
explicaciones seria que el Ca?* atrapado por las proteinas luminales del reticulo se
constituiria como un compartimento de Ca?* que no necesariamente esta en equilibrio

con el Ca?* libre luminal (Guerrero-Hernandez et al. 2010).
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Figura 1.3. Esquema representativo de las diversas funciones del RS en musculo liso.
(Figura tomada de Wray & Burdyga 2010).
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1.3 Canales liberadores de calcio del RE/RS

El RS modifica la [Ca?*]i de las células del musculo liso a través de los mecanismos
de transporte de Ca?* presentes en su membrana, es decir los canales IPsRs y RyRs y
las bombas SERCAs. Los IPsRs y los RyRs son canales catioénicos pero permeables al
Ca?* que presentan cierta homologia en su secuencia, principalmente en la regién que
forma el poro del canal, pero sin embargo son activados por mecanismos diferentes (Shah
& Sowdhamini 2001; Ladenburger et al. 2009).

Los IP3Rs responden a un incremento simultaneo tanto de la [Ca?']i, como del
IP3, éste aumenta cuando se estimulan los receptores de la membrana plasméatica que
estan acoplados a proteinas de la familia Gg/11 (Berridge 1993). Las proteinas Gaq
activadas por algunos GPCRs activan a su vez a la fosfolipasa C-B (PLC-B). La PLC-pB
hidroliza al 4,5-bifosfato de fosfatidilinositol para generar 1,4,5-trisfosfato de inositol
(IPs) y diacilglicerol (DG) (Berridge 2016). El primero activa el RIPs que permite la

liberacién de Ca?* del RS al citoplasma y el segundo activa a la PKC.

Los RyRs pueden activarse a través de dos principales mecanismos, el primero
es la interaccion de manera directa con los VOCs, mecanismo tipico del RyR1 que se
expresa en el musculo esquelético. El segundo, es un incremento del calcio
citoplasmico a través de un proceso conocido como liberacién de Ca?* inducida por

Ca?* (CICR por sus siglas en inglés, calcium-induced calcium release).

En el caso de musculo liso parece ser que el mecanismo involucrado en la
activacion del RyR es CICR, puesto que no existe ninguna evidencia que muestre un
acople directo entre el RyR y el VOC (Collier et al. 2000). Por otro lado, la activacion de
los IP3Rs produce un incremento a nivel global de la [Ca?]i que conduce a la
contraccion, mientras que la apertura de los RyRs parece estar confinada a un aumento
local de la [Ca?*]i (conocido como “spark”) que cuando ocurre cerca de la membrana
plasmatica, puede activar a los canales de K* sensibles a Ca?* de conductancia grande,
lo que lleva a la hiperpolarizacién del potencial de membrana, el cierre de los VOCs y la

subsecuente relajacion del musculo liso (Herrera et al. 2000; Tykocki et al. 2017).
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La liberacion localizada de Ca?* se debe a la activacion de un conglomerado de
canales de liberacion, ya sea los RyRs (dichas liberaciones se conocen como sparks o
chispas) o los RIPss (cuya liberacion se conocen como puffs) y que por razones que no
conocemos, dichas chispas no se propagan en forma de onda de Ca?*. Las chispas de
Ca?* en el musculo liso se pueden inducir por alguno de los siguientes factores: 1) bajas
concentraciones de cafeina (0.1 mM); 2) la elevacién de la concentracién de Ca?* causada
por la entrada de éste a través de los canales de Ca?* tipo L y 3) el aumento en el
contenido de Ca?* del RS (Borisova et al. 2007; Burdyga & Wray 2005). Estas chispas
de Ca?* se consideran serian las unidades basicas de liberacién de Ca?* y la activacion

coordinada de ellas produciria un incremento global de la [Ca?*]i.

1.4 La bomba ATPasa de Ca?* del reticulo (SERCA)

La bomba SERCA patrticipa en la remocién del Ca?* citoplasmico, asi como en el
almacenamiento del mismo en el reticulo. Su actividad permite el transporte del calcio al
interior de los depdsitos intracelulares en contra de su gradiente de concentracion

mediante el consumo directo de ATP (Lytton et al. 1992).

La bomba SERCA pertenece a la familia de enzimas conocidas como ATPasas tipo
P, la cual tiene un residuo de acido aspartico altamente conservado que es fosforilado por

el ATP en respuesta a un aumento de la [Ca?*].

La bomba estd codificada por 3 genes diferentes que tienen una expresion
diferencial segun el tipo de tejido en cuestion: SERCA 1 es la mas abundante en tejido
esquelético, mientras que SERCA 2 y SERCA 3 se expresan en musculo cardiaco, liso
y en tejidos no musculares. Las isoformas SERCA lay la 1b se expresan en los masculos
esqueléticos de contraccion rapida en adultos y fetales, respectivamente (Martin et
al. 2002).

La bomba SERCA 2 tiene un 84% de identidad en su secuencia de aminoacidos
con SERCA 1a. Por otro lado, SERCA 2b tiene un carboxilo terminal en la parte luminal
gue es mas largo que el carboxilo de la SERCA 2a, que es citoplasmico (Verboomen et

al. 1994). SERCA 2a se expresa en el corazon, en fibras de contraccién lenta del
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musculo esquelético, y en muchos tipos de musculos lisos. SERCA 2b parece estar
presente de forma ubicua. Mientras que, SERCA 3 tiene la caracteristica de presentar
un numero alto de variantes de empalme. Al menos seis variantes diferentes en humanos
(SERCA 3a-f) son conocidas, tres en ratones (SERCA 3a-c) y dos en ratas (SERCA 3b-
c). En todos los casos, las variantes difieren entre ellas debido a cambios en la region
del carboxilo terminal (Dally et al. 2009; Brini et al. 2012).

La expresion de SERCA 3 se encuentra en diversos tipos de células de la sangre
incluyendo linfocitos, plaquetas, y células madres, en células endoteliales, en epitelios del
tracto intestinal o respiratorio y en las neuronas de Purkinje del cerebelo (Vandecaetsbeek
et al. 2011).

Por otro lado, no pareciese que hubiese una funcion diferencial entre todas estas
isoformas y por lo mismo no esta claro porqué las células presentan tal variedad de
bombas SERCA. Sélo se ha documentado diferencias en la afinidad por Ca?*, donde
SERCA 3 es la isoforma con la menor afinidad, con una Kd ~ 1.1 pM, mientras que la
SERCA 2b tiene la mayor afinidad, con una Kd ~ 0.27 uM. La SERCA 1 y 2a tienen una
afinidad intermedia con una Kd de ~ 0.4 uM, todas las isoformas tienen un coeficiente
de Hill de ~ 2 y parecen tener la misma alta afinidad por el ATP ya que presentan una
Kd ~ 0.02-0.05 uM (Lytton et al. 1992; Periasamy & Kalyanasundaram 2007).

La estructura de la bomba consiste de dos partes principales, la region
transmembranal la cual tiene 10 hélices alfa, y la region citopldsmica que consiste a su
vez de tres dominios (la parte A, también conocida como actuador o acoplador, la parte
N, porqué une el nucleétido de ATP, y la P, que contiene el residuo fosforilado). El dominio
A es el que presenta el mayor nimero de cambios conformacionales. El dominio
P contiene el residuo de &cido aspartico 351 (en la numeracién de la bomba SERCA 1a),
gue es esencial en el ciclo catalitico y por lo mismo esta fuertemente conservado (Brini et
al. 2012).

La region inferior de la parte citoplasmica, o tallo, conecta al resto de la seccion
citoplasmica con la parte transmembranal. En los segmentos transmembranales M4,

M5, M6 y M8 se encuentran los dos sitios de unién a Ca?'. La parte luminal sélo
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comprende el 5% del total de la proteina y esta conformada por algunas asas que unen

a los distintos segmentos transmembranales (Figura 1.4) (Toyoshima & Nomura 2002).

En la mayoria de las isoformas la estructura primaria presenta una alta
homologia, por lo tanto, se puede pensar que la forma y la estructura terciaria entre todas
las isoformas es similar, sin embargo, la SERCA 2b y la 3b presentan una extension
de 49 a 50 aminoacidos en la regidn carboxi-terminal, respecto al resto de las isoformas,
por lo que se ha sugerido que la region transmembranal tiene 11 segmentos en vez de
10 (Periasamy & Kalyanasundaram 2007). Lo anterior no ha sido confirmado puesto que

la bomba SERCA 2b no ha sido cristalizada o su estructura revelada por criomicroscopia.

Durante el ciclo de transporte la enzima pasa por dos estados conformacionales,
E1l o de alta afinidad por Ca2* citoplasmico, que esta “abierta” hacia el citoplasma y es
mas estable en la forma desfosforilada, y E2 o de baja afinidad por Ca2*, que es mas

estable en la forma fosforilada y esta abierta hacia la luz del RE.

En reposo la bomba permanece en la conformacion de E2 y un incremento de
[Ca?*]i cambia su conformacién a E1 para permitir la entrada y unién del ion calcio a la
ATPasa (E1-Ca?"). Una vez unido el calcio, ésta es capaz de unir al ATP (El-
ATP/Ca?*), después se hidroliza el ATP quedando la enzima fosforilada en el acido
aspartico (E1-P/Ca?*), en seguida se liberan los iones Ca?* en el lumen reticular (E2-P).
Finalmente, la enzima se desfosforila y regresa a su estado de reposo (Lytton et al.
1992). La estequiometria de la reaccion es de 2 moles de Ca?* por 1 mol de ATP, y el
intercambio por 2 6 3 H* (Figura 1.4) (Toyoshima & Nomura 2002).

Ademas del Ca?* existen pequefias proteinas que modulan la actividad de SERCA,
entre ellas estan la fosfolamban (PLN), la sarcolipina (SLN), un péptido recientemente
identificado llamado mioregulina (MLN) y un ARN no codificante especifico del musculo
que codifica un péptido de 34 aminoacidos que es nombrado DWORF por sus siglas en
inglés (Dwarf Open Reading Frame) (Periasamy et al. 2017; Benjamin et al. 2016).
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Figura 1.4 Representacién en listones de la estructura cristalina de la bomba SERCA en
dos de sus multiples conformaciones. E1-Ca?*es la forma de alta afinidad por Ca?* citoplasmico
y E2 (TG) es la forma de baja afinidad por Ca?* estabilizada por la presencia de tapsigargina.
El recuadro muestra el ciclo catalitico que ha sido verificado mediante la cristalizacion de las
diferentes conformaciones especificadas. Los colores cambian gradualmente desde el
extremo amino-terminal en azul hasta el extremo carboxilo en rojo. Se observan los sitios de unién
a calcio en circulos de color purpura y el triangulo purpura indica la posicion en donde se une la
tapsigargina (TG) que rigidiza a la bomba y la inhibe por impedir que lleve a cabo los cambios
conformacionales asociados con el ciclo catalitico. (Figura tomada de Toyoshima et al., 2002).

La proteina PLN es transmembranal e interacciona con la SERCA la, SERCA
2a y 2b, pero no con SERCA 3. Esta interaccion impide que la ATPasa cicle entre sus
diferentes estados conformacionales, lo que resulta en su inhibicion. La fosforilacién de
fosfolamban impide la interaccién de esta proteina con SERCA, evitando asi su efecto
inhibitorio lo cual lleva a un incremento en la actividad de la bomba SERCA y por ende
del contenido de calcio en el RS (Brini et al. 2012). Sarcolipina (SLN) es una pequefia
proteina, compuesta de 31 aminoacidos, y esta principalmente expresada en musculo
estriado. Se cree que SLN podria ser homéloga al PLN y que regula la actividad de
SERCAL en los musculos esqueléticos. La coexpresiéon de SLN y PLN en células HEK-
293 produce la super inhibicién de la bomba. La importancia fisiolégica de la regulacion

de la bomba SERCA por SLN aln no se conoce (MacLennan et al. 2003).
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MLN es un micropéptido de 46 aminoacidos que forma una sola hélice alfa
transmembrana que interactia con SERCA en la membrana del RS y regula el
transporte de Ca?'. La eliminacion de MLN en ratones transgénicos mejora
significativamente la liberacion de Ca?* y aumenta el rendimiento ante el ejercicio fisico.
Estos hallazgos identifican a MLN como el inhibidor de SERCA predominante en el
musculo esquelético, que sorprendentemente esta codificado por un ARN que se habia
considerado de los no codificantes (Periasamy et al. 2017). Recientemente, otro péptido
de 34 aminoacidos se identific6 a partir de un ARN putativo no codificante largo y
especifico de musculo, el cual se denomind6 DWORF. Los estudios de manipulacion
genética sugirieron que DWORF mejora la actividad de la bomba SERCA y aumenta la
contractilidad muscular en corazon (Benjamin et al. 2016). El mecanismo detallado de la

interaccion de MLN y DWORF con SERCA esta actualmente en investigacion.

Existen diferentes farmacos que pueden inhibir a la bomba SERCA con
diferentes grados de potencia. Inicialmente, los inhibidores se utilizaron para ayudar a
dilucidar los detalles mecéanicos y cinéticos de la bomba SERCA, sin embargo,
recientemente, estos inhibidores han permitido estabilizar las distintas estructuras
conformacionales de la bomba SERCA para observarlas usando cristalografia de rayos
X de los complejos SERCA-inhibidor.

Algunos inhibidores tales como tapsigargina, BHQ (2,5 Di-t-butil-1,4- hidroquinona)
y CPA (acido ciclopiazénico), son los mas utilizados debido a su especificidad, lo cual

también ha permitido su uso extendido en el campo de la sefializacion celular.

Tapsigargina (TG) es el inhibidor mas popular, se identificé a partir de un extracto
de la planta Thapsia garganica que aumentaba la [Ca?*]i en plaquetas que estaban en
ausencia de Ca?* externo. Posteriormente se observé que este efecto se debia a la
inhibicion de la bomba SERCA. Este inhibidor es una lactona sesquiterpeno que inhibe
a la bomba SERCA en el rango de concentracion de nanomolar de forma practicamente
irreversible pues se asocia fuertemente a la fenilalanina 256 (numeracion de la SERCA
1A). Ademas la tapsigargina es muy selectiva puesto que no inhibe otras bombas de

calcio como serian las PMCAs o las SPCAs (Michelangeli & East 2011).
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Aunque TG inhibe a las tres isoformas de la bomba SERCA, no lo hace con la
misma potencia, siendo 60 veces mas potente para SERCA 1 que para SERCA 3 (valores
de Ki de 0.2 nM, 1y 12 nM para las isoformas de SERCA 1, 2 y 3, respectivamente)
(Wootton & Michelangeli 2006). Se sabe que la TG estabiliza a la bomba en la
configuracién E2 (de baja afinidad a Ca?*) con una constante cinética de disociacién muy

lenta, haciendo que su efecto inhibitorio sea muy dificil de revertir.

Otros inhibidores son el BHQ y el CPA que, al igual que la TG, se han utilizado también
como herramientas farmacoldgicas para inhibir a la bomba SERCA, y ahora sabemos que
esto se debe a que inmovilizan la bomba en la conformacién E2. Originalmente se
propuso que estos inhibidores se unian en el mismo sitio que la TG, pero estudios de
cristalografia han mostrado que BHQ se une en el lado opuesto al de la TG
(Michelangeli & East 2011). ElI &cido ciclopiazonico (CPA) es un metabolito
secundario de hongos, quimicamente toxico, aislado de diferentes tipos de hongos,
parecido a la tapsigargina. CPA especificamente se une e inhibe a la bomba SERCA
con una afinidad en el orden de nanomolar. Originalmente se propuso que CPAy TG se
unian en sitios similares de SERCA, pero estructuras cristalinas recientes han mostrado

gue tienen diferentes sitios de interaccion (Laursen et al. 2009).

1.5 El Receptor de Rianodina

El RyR es una proteina tetramérica con un peso molecular aproximado de 2 MDa
insertada en la membrana del RS con un poro conductor de Ca?*, con tres diferentes
isoformas. Las cuales son RyR-1, predominante en muasculo esquelético, pero también
parece estar expresada a niveles bajos en musculo cardiaco, masculo liso, estomago,
riion, cerebelo, células de Purkinje, glandulas adrenales, ovarios y testiculos. El RyR-2
se encuentra principalmente en musculo cardiaco, en neuronas de Purkinje y de cerebelo,
y en bajos niveles en estdmago, rifidén, glandulas adrenales, ovario y timo. Por ultimo, la
isoforma 3 que esta expresada en neuronas, en talamo, masculo esquelético y masculo
liso (Lanner et al. 2010).
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Por lo tanto, es muy interesante que en una misma célula de musculo liso se
expresen las 3 isoformas del RyR, aunque muestran una distribucion diferencial dentro
del RS (X. R. Yang et al. 2005; Clark et al. 2010; Vaithianathan et al. 2010). La
estructura primaria de las 3 isoformas del receptor se dedujo a partir de estudios de
clonacion y secuenciacion del cDNA (George et al. 2005). Cada subunidad que forma el
canal tiene aproximadamente 5,000 aminoacidos y el porcentaje de homologia, entre

las diferentes isoformas, es aproximadamente del 65 %.

En cuanto a la estructura tridimensional de este canal se ha determinado, con
criomicroscopia de alta resolucion, la estructura del RyR1 de conejo y mamifero (Yan et
al. 2015; Zalk et al. 2015; Efremov et al. 2015), mientras que el RyR2 soélo se ha
resuelto en asociacion con la proteina reguladora FKBP12.6 en el estado cerrado
(Dhindwal et al. 2017), con respecto al RyR3 aun no se ha publicado nada sobre su

estructura.

La molécula presenta dos regiones principales, un dominio citoplasmico y un
dominio transmembranal. Las regiones del amino terminal y central de la molécula son
las que constituyen el dominio citoplasmico; mientras que la region del carboxilo- terminal
es la que forma el dominio transmembranal y por lo mismo aqui se encuentra el poro del
canal (Zalk et al. 2015).

Todas las isoformas de los RyRs adoptan una estructura similar a un hongo
simétrico cuadruple, con seis hélices transmembrana (S1-S6) por protdbmero que rodea el
poro central (Zalk et al. 2015; Peng et al. 2016) (Figura 1.5). En las esquinas
exteriores extremas del tetramero hay tres dominios SPRY (denominados asi porque
fueron identificados tanto en la tirosina cinasa de Dictyostelium discoideum como en las
tres isoformas del RyR). Los residuos de glicina en las hélices de revestimiento del poro
pueden funcionar como "bisagras" para facilitar la orientacion de la extension citoplasmica
de S6 con el fin de modular la apertura del canal. De acuerdo con el 70% de similitud
de secuencia, la arquitectura general y la organizacion del dominio de RyR2 son idénticas
a las de RyR1 (Yan et al. 2015; Peng et al. 2016) (Figura 1.5). Ademas, curiosamente, el
residuo Gly4934 se conserva en todas las isoformas del RyR y en el IPsR (Santulli &

Marks 2015).
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Figura 1.5 Estructura del RyR2 de corazén porcino (pRyR2) determinado por crio-
microscopia electronica, con una resolucion de 4.2 A. (A) Organizacion de los dominios de
un protdmero del pRyR2. En cada dominio se indican los limites, con los limites asignados de
manera confiable marcados en rojo. (B) Estructura general del pRyR2 cerrado. La estructura
tetramérica presenta el mismo cédigo de color que en A. (Figura tomada de Peng et al., 2016).

El Ca?* es el principal agonista fisiol6gico del RyR, sin embargo, existen diversos
ligandos fisiol6gicos como el Mg?*, el ATP o la ADP ribosa ciclica (CADPR por sus
siglas en inglés), sustancias exdgenas como cafeina, rojo de rutenio, tetracaina y la
rianodina, o procesos celulares tales como la fosforilacién y la oxidacion, que pueden
modular o activar al RyR (Sutko et al. 1997). La [Ca?*]i tiene un efecto bifasico en la
actividad de este canal, a concentraciones bajas (1-10 uM) activan al RyR, mientras que
concentraciones altas (1-10 mM) lo inhiben (Lanner et al. 2010). El [Ca?*]. también
modula la actividad del RyR, el incremento del Ca®* en el RS aumenta la probabilidad
de apertura del RyR, al incrementar la sensibilidad del canal a la activacion y reducir su
sensibilidad a la inactivacion por Ca?* (Laver 2007).

El efecto de la concentracion del Ca?* del RE, en la actividad del RyR parecer ser
resultado de una interaccion directa del Ca?* con sitios de activacién e inactivacion
presentes en el lado luminal del canal (Gyorke & Gyorke 1998; Ching et al. 2000). Sin

embargo, también es posible que algunos de estos efectos sean mediados, al menos en
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parte, por proteinas luminales asociadas al RyR, como calsecuestrina o el dimero de

triadina-junctina (Gyorke et al. 2004; Lanner et al. 2010).

En o6vulos de erizo de mar, se observo por primera vez que la cADPR inducia la
liberacion de Ca?* via el RyR (Galione et. al., 1991), después se reporté que estimula la
liberacion de Ca?* de los RyRs presentes en diversos tejidos, incluyendo las células de
musculo cardiaco (Mészaros et al. 1993), células del cerebro, células B pancreéticas,
entre otras (Galione & Chuang 2012). Este compuesto se piensa que es un segundo
mensajero intracelular, al igual que el IPs y es sintetizado por una familia de enzimas
llamadas ADP-ribosil ciclasas, las cuales usan nicotinamida adenina dinucleétido oxidado
(NAD*) como sustrato. El mecanismo exacto por el cual la cADPR regula la actividad de
los RyRs no esta bien definido. Sin embargo, se ha sugerido, un papel fundamental de
proteinas accesorias que interaccionan con el dominio citoplasmico de las subunidades
del RyR puesto que la cADPR no se une directamente al RyR (Lee
2011).

Por otro lado, los compuestos farmacoldgicos que se han utilizado principalmente
para caracterizar al RyR son la cafeina y la rianodina. La cafeina es un activador exdgeno
del RyR mas utilizado, esta sustancia incrementa la probabilidad de apertura del canal,
sin modificar su conductancia, basandonos en los registros hechos en bicapas
lipidicas planas (Rousseau & Meissner 1989), su efecto es un corrimiento de la curva de
activacion por calcio a concentraciones menores (Meissner et al. 1997). En fibras
musculares lisas, la cafeina produce un incremento transitorio y global de la [Ca?]
como resultado del cambio en la probabilidad apertura de los RyRs, esto ultimo favorece
la activacion coordinada de un mayor numero de canales (Ganitkevich & Isenberg
1992).

En términos de su accion farmacoldgica en el RyR, la cafeina es una clase de
segundo activador como son el Ca?* y los nucleétidos de adenina (Zucchi & Ronca-
Testoni 1997), todos ellos actuan aumentando la probabilidad de apertura del RyR, sin
alterar su conductancia, por ello se ha propuesto que sus sitios de unién son distintos
pero que interactdan sinérgicamente (Pessah et al. 1987). El sitio putativo de unién a la

cafeina ha sido identificado recientemente y esta en la interfaz de los dominios CTD
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(por sus siglas en ingles C-terminal domain), S2S3 y TaF (por las siglas en ingles thumb
and Forefingers domain) (Figura 1.6). La colocalizacion de los sitios de union de ATP,
cafeina y Ca?* en las interfaces de la CTD con otros dominios del canal destaca la

importancia de la regiéon CTD en la activacion del canal (des Georges et al. 2016).

Figura 1.6 Sitio de unién a cafeina del RyR1. A) La arquitectura de RyR1 se representa en
listones, la region citoplasmica (residuos 1-3666) de color azul, el ndcleo solenoide (residuos
3667-4253) en verde oscuro, la region transmembrana y S6c (residuos 4540-4956) en naranja,
y el CTD (residuos 4957 - 5037) de color rojo oscuro. Se muestran los sitios putativos de union
a Ca?", ATP, y cafeina. B) Vista agrandada de la insercién en (A), con los ligandos y residuos
gue interactian con el RyR1. (Figura tomada de des Georges et. al., 2016).

La rianodina se une al RyR con alta afinidad y selectividad, puesto que reconoce
su conformacion abierta y muestra una velocidad de disociacion muy lenta (del orden de
horas) (Pessah & Zimanyi 1991). Esta caracteristica de la interaccién de rianodina con
la conformacién abierta del RyR nos permite utilizar a esta sustancia como un indicador
del estado abierto del canal. El efecto de la rianodina en el RyR depende de la
concentracion; asi tenemos que a concentraciones bajas, de ~10 nM, la rianodina
aumenta la probabilidad de apertura del canal, a concentraciones intermedias ~1 uM, deja
al canal es un estado de subconductancia y de alta probabilidad de apertura, y a

concentraciones altas ~100 uM, lo bloquea (Buck et al. 1992; Thomas & Williams 2012).

Se ha demostrado que la rianodina presenta sitios de baja afinidad con su receptor,
en algunos estudios la relacion entre los sitos de alta y baja afinidad, es cercano a tres,
esto es consistente con un modelo de canal tetramerico del RyR, sin embargo, en otros
reportes esta relacion es sustancialmente mayor, en el rango de 10 a
100 (Pessah & Zimanyi 1991; Buck et al. 1992). Estos autores sugieren que la union de
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alta y baja afinidad involucra sitios diferentes y que el sitio de baja afinidad no es exclusivo

del RyR, sino que también esta afectado por las proteinas que tiene asociadas.

La localizacion molecular del sitio de union de la rianodina parece estar en el
poro del canal. Esta region contiene varias hélices transmembranales, algunas de los
cuales contribuyen a la formacion del poro del canal. Con la alta resolucion de la
estructura tridimensional del RyR1 se determind un sitio de unién putativo a rianodina
dentro de la region del poro, que es directamente adyacente a Q4933 (des Georges et
al. 2016) (Figura 1.7), cuya mutacion reduce especificamente la union de rianodina sin

afectar la funcion de canal (Fessenden et al. 2001; Ranatunga et al. 2007).

Figura 1.7 Sitio de unién arianodina. Diferencia entre la reconstruccién del poro abierto activado
con Ca?*/ATP/cafeina y la reconstruccién de poro abierto bloqueado con 10 uM rianodina, (cintas
grises y un protobmero de color rojo oscuro) y mostradas en dos orientaciones (izquierda, vista
desde el citosol, derecha, paralela a la membrana). El mapa de diferencias se representa como
una malla verde/roja y contorneada a 50. Q4933 se representa en barras. (Figura tomada de des
Georges et. al., 2016).

La unién de la rianodina a este sitio bloquea el poro transmembranal en un
estado dilatado. La estructura del RyR1 modificado tiene varias implicaciones para la
comprension del mecanismo de la modulacién del RyR y de su actividad como canal. Los
cuatro sitios de unibn a rianodina equivalentes dentro del poro estan
suficientemente cerca uno del otro y probablemente la asociacion de una molécula de
rianodina a cualquiera de ellos afectaria negativamente la union de esta molécula en los
tres sitios restantes, consistente con la observacion de que la rianodina se une a un anico
sitio con alta afinidad, seguida de una asociacion lenta en sitios de afinidad mas baja.
Cabe destacar que, el residuo equivalente en el IP3R, que tiene un poro transmembrana

similar pero que no responde a la rianodina, es una fenilalanina.
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1.6 Otros depésitos de Calcio

Como antes se menciono, el depdsito intracelular mejor caracterizado y conocido
con la capacidad de acumular y liberar Ca?* es el RE/RS; sin embargo, existen otros
compartimentos vesiculares que son conocidos por acumular Ca?* (el aparato de Golgi,
granulos secretores, endolisosomas, lisosomas, caveolas y/o vesiculas endociticas) y son
capaces de liberarlo bajo condiciones particulares (Rizzuto & Pozzan 2006). Cabe
mencionar que, los mecanismos de homeostasis del Ca?* en estos organelos, se han
estudiado en menor grado con respecto al RS y, en consecuencia, la mayoria de las

conclusiones se basan en pruebas indirectas o se deben a mera especulacion.

Si bien las caracteristicas de las vesiculas endociticas han sido estudiadas desde

muchos puntos de vista, la literatura sobre el manejo de Ca?* por estas vesiculas es
escasa, conociéndose lo siguiente; las vesiculas &cidas actlan como fuentes de Ca?*
para regular diversos procesos rio abajo: por ejemplo, el Ca?* endolisosomal regula la
excitabilidad de la membrana plasmatica, la diferenciacion celular y desencadena sefales
globales de Ca?* mediante el reclutamiento del RE, entre otros (Morgan et al.
2015). El mecanismo preciso de captacion de Ca?* en los depésitos acidos de
mamiferos es desconocido, pero se ha sugerido que podria ser semejante a las vesiculas
acidas de plantas y levaduras (vacuolas) (Pittman 2011), donde la captura de Ca?*
depende del gradiente de protones (H*) y, por lo tanto, se ha propuesto la
presencia de una forma de intercambio neto Ca2*/H*, en lugar de un proceso mediado por
SERCA (Figura 1.8) (Morgan et al. 2015).

Al igual que el RE, las reservas de Ca?* acidas tienen canales que liberan este
ion hacia el citoplasma y por ende pudieran patrticipar en la sefializaciéon de Ca?*. Estos
canales incluyen miembros de la familia de canales responsables del potencial
transitorio del fotoreceptor ((TRP) los canales mejor caracterizados en organelos acidos
son los TRPMLs (mucolipinas), los canales de dos poros (TPCs), los receptores
ionotropicos activados por ATP (P2X), los RIP3 y los RyRs (Patel & Cai 2015).
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1. TRG
2. V-ATPase Ca?

3. Ca?*/H* exchange

Figura 1.8 Esquema de la homeostasis del H* y del Ca?* en una vesicula acida. La ATPasa
vacuolar bombea H* y acidifica el lumen del organelo. El Ca?* es transportado al interior del
lumen por la energia del gradiente de H* en alguna versién del intercambiador Ca?'/H* (este
intercambiador no se conoce en las células de los mamiferos, por lo que se sugiere que podria
ser el resultado neto de dos reacciones: el intercambio Na*/H* y Na*/Ca?". El Ca?" se puede
liberar a través de canales permeables a Ca?* tales como el canal de dos poros (TPC) activado
por NAADP, el TRPML1 u otros, aunque esto aun esta en controversia. (Figura tomada de Morgan
et. at., 2015).

Por otra parte, en el 6vulo de erizo de mar se registrg, por primera vez, la accion
liberadora de Ca?* del NAADP de una regién diferente al RE, puesto que se involucr6
un depdésito acido, probablemente un organelo lisosomal (Galione et al. 2000). A pesar
de la separacion fisica de los almacenes de Ca?' sensibles a NAADP del RE, se
considera que los dos estan funcionalmente acoplados en células intactas. Por lo tanto,
se ha propuesto que el NAADP proporciona una "desencadenante" liberacion de Ca?*,
que luego se amplifica por los canales de liberacion de Ca?' presentes en el RE
(Churchill et al., 2002). En células de mamiferos, también se cree que el NAADP libera
Ca?*, aunque esta idea es un poco controversial, ya que las sefiales de calcio en las
células de mamiferos a menudo no son observables después del bloqueo/agotamiento
del RE (Galione & Petersen 2005).

Las plaquetas, al igual que los 6vulos de erizo de mar, poseen diferentes tipos de
organelos &cidos entre los que se incluyen a los granulos densos, asi como a los
lisosomas. Se ha reportado que el NAADP es capaz de movilizar Ca?* desde los
compartimentos acidos de las plaguetas (Lopez et al. 2006). También se ha demostrado

que la captacion de Ca?* por los compartimentos acidos, depende de una bomba de
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Ca?* que es sensible a TBHQ pero que presenta una baja sensibilidad a tapsigargina,
por lo que se ha propuesto que la captacion de Ca?* estaria mediada por SERCA 3
(L6pez et al. 2005).

Aunque a menudo agrupados bajo la clasificacion de depdsitos acidos, los granulos
de secrecion son muy diferentes entre los distintos tipos de células y, por lo mismo, no es
sorprendente que los mecanismos por los que captan Ca?* del citoplasma sean
heterogéneos. A la fecha se cuenta con algo de informacién acerca de los granulos
de insulina, y con estudios indirectos para otros compartimentos secretores tales como
serian los granulos de zimégeno, los granulos de cromafina y las vesiculas sinapticas.
En cuanto a los granulos de insulina, estudios detallados utilizando aequorina
localizada exclusivamente en estos granulos revelaron que el Ca?* se acumula via
una ATPasa sensible a Ca?' y a vanadato, posiblemente la SPCA. De acuerdo con
estos estudios, aunque el lumen de los granulos es notoriamente &cido, el gradiente de
H* no juega ningln papel en la acumulaciéon de Ca?*, ademas de que la captacion de
este ion no se vio reducida por el inhibidor de la bomba de protones, la bafilomicina
(Mitchell et al. 2001).

En cuanto a los granulos de zimégeno, el mecanismo involucrado en la
acumulacién de Ca?* no se ha investigado con gran detalle, pero se ha demostrado que
no depende de una SERCA sensible a tapsigargina (Gerasimenko et al. 1996). En cuanto
a granulos de cromafina y vesiculas sinapticas, el consenso general, es que se cargan
con Ca?* por la acciéon de un intercambiador Na*/Ca?* (Fitzpatrick & Waisman
1996).

Respecto a los lisosomas, hay que destacar que, ademas de ser organelos de
almacén de Ca?*, pueden comportarse también como, vesiculas secretoras de este ion.
El mecanismo para su carga con Ca?* aun no esta definido, pero esta claro que no
depende de la bomba SERCA (Rodriguez et al. 1997) pero que involucra un mecanismo
molecular que es sensible a la bafilomicina y por lo tanto requiere un gradiente de
protones (Xu et al. 2012).
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Los lisosomas y otros depositos acidos, como los que se mencionaron
anteriormente, estan surgiendo como organelos multifuncionales que cumplen una serie
de funciones importantes en la célula (Saftig & Klumperman 2009), incluyendo la
generacion y modulacion de las sefiales de Ca?* citoplasmico. Aunque se pensaba que
la funcion de estos compartimentos era la de aceptores terminales de las cargas
autofagicas y/o endosomales, sin embargo; ademas de esta funcion ahora hay
evidencia que indica que los lisosomas son organelos capaces de liberar y amortiguar

Ca?* citoplasmico (Morgan et al. 2011; Galione et al. 2011).

La capacidad de almacenamiento de Ca?* de los depdsitos endo-lisosomales
parece ser menor, en comparacion con el RE, sin embargo, los depdsitos acidos
pueden modificar la sefializacion por Ca?* de varias formas, la cuales dependen
criticamente de la localizacién celular de los compartimentos acidos. La liberacion local
de Ca?* por lisosomas hacia la cara citoplasmatica de la membrana plasmatica, se ha
observado mediante el uso de proteinas reportero de Ca?* que se expresan en el

interior de los lisosomas (Shen et al. 2012; McCue et al. 2013).

Se ha demostrado que las balsas lipidicas son un grupo de sefalizacibn muy
complejo; y varios de los reguladores y canales idnicos implicados en la sefializacion de
Ca?* se han encontrado en los dominios de las balsas lipidicas (Isshiki & Anderson
1999) lo que sugiere que estos dominios tienen un papel importante en la modulaciéon
de la sefalizacion de Ca?*. Ademas, investigaciones recientes han demostrado la
asociacion de los canales de potencial transitorio del fotoreceptor del tipo clasicos

(TRPCs) con microdominios de caveolas (Brazer et al. 2003; Souza & Ambudkar 2014).

Reporteros de Ca?* dirigidos a la cara citoplasmica de la membrana plasmatica o
de las caveolas mostraron que los niveles de Ca?* son mas altos en el citoplasma
cercano a las caveolas, que en el citoplasma asociado al resto de la membrana plasmatica
y mucho mayor que en el resto del citoplasma (Isshiki et al. 2002). Posteriormente, usando
la misma sonda de Ca?* adherida a la cara citoplasmica de las caveolas, Isshiki et al.
demostraron que en condiciones de reposo hay regiones no homogéneas de alto nivel
de Ca?* a lo largo del borde de la membrana plasmatica (Isshiki et al. 2004). Estos

datos sugieren que las caveolas son regiones de la
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membrana plasmatica especializadas en la entrada de Ca?* del medio externo y que la

remocion de Ca?* citoplasmico sucede en regiones diferentes a las caveolas.

El mismo grupo de Isshiki usaron un indicador de Ca?* que ve a la luz de los
endosomas (utilizando la secuencia del receptor a lipoproteinas de baja densidad)
demostraron que la activacion con ATP de receptores purinérgicos ubicados en la
membrana plasmatica, pueden liberar Ca?* de estos compartimentos que se cree que
son caveolas. Este Ca?* local intracelular puede contribuir a la organizacién compleja y
espacio-temporal de la sefializacién por Ca?*, aumentando la versatilidad de las funciones

endoteliales y de esa forma evitando el vaciamiento de Ca?* del RE (Isshiki et al. 2013).

Con respecto al aparato de Golgi, éste es bien conocido por ser altamente
heterogéneo en términos de morfologia, composicién de proteinas y sus funciones. Del
mismo modo heterogéneo parecen ser sus mecanismos de manipulacion de Ca?*. De
hecho, la captacién de Ca?* en el cis-Golgi e intermedio estd mediada por las bombas
SERCA del RE/RS, mientras que en el trans-Golgi es mediada por el homologo de PMR1,
una ATPasa capaz de transportar calcio y manganeso, que se identific inicialmente en

Saccharomyces cerevisiae (Pizzo et al. 2011; Pizzo et al. 2010).

En cuanto a su funcion, estas ATPasas son diferentes a las SERCAS en tres
aspectos principales: 1) transportan igualmente tanto Ca?* como Mn?*, 2) no son
afectadas por los inhibidores de la bomba SERCA y 3) se encuentran en las cisternas
del Golgi (donde conviven con SERCAS en la region cis de Golgi), en el trans-Golgi y
en las vesiculas secretoras (Rizzuto & Pozzan 2006). Debido a esta ultima propiedad,
las bombas ahora se conocen como SPCA (ATPasa de calcio de las vias secretoras,
por sus siglas en inglés). Por otra parte, un nuevo depédsito de Ca?* de naturaleza
citolégica no bien definida, ha sido identificado funcionalmente hace unos afios y se
observa en diferentes tipos celulares. Estos compartimentos no utilizan la bomba
SERCA para almacenar el Ca?* y se cargan s6lo cuando se incrementa masivamente y

por periodos prolongados de tiempo, el nivel de calcio citosélico (Pizzo et al. 1997).
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2. ANTECEDENTES

Los cambios en el nivel de calcio tanto citopldsmico como luminal del RS, y el
efecto de agonistas de los canales liberadores de calcio del RS y de los inhibidores de
la bomba SERCA, no se ha medido simultaneamente y mucho menos con resolucion
subcelular en células de musculo liso. Al respecto, uno de los enfoques para la
medicion de calcio luminal en los depdsitos intracelulares de Ca?* del musculo liso es el

uso de indicadores organicos de calcio de baja afinidad, tal como el Mag-fluo-4.

Originalmente, este enfoque se utilizd para medir los cambios del [Ca?*]. en las
células epiteliales gastricas. Posteriormente, la técnica se aplicé a diferentes tipos de
células incluyendo musculo liso y se modificé para permitir la medicion simultanea de
calcio citosolico y luminal en hepatocitos, en células del estbmago de sapo y células de

musculo liso uterino de rata (Shmigol et al. 2001a).

Como se mencion6 anteriormente, el depdsito de calcio mejor estudiado es el RS
con su complemento definido de bombas de Ca?*, proteinas amortiguadoras y canales
de liberacion de Ca?*. Pero ahora sabemos que hay otros organelos tales como las
mitocondrias y una variedad de compartimientos “acidos” que también pueden secuestrar

y liberar Ca?*.

En trabajos anteriores desarrollados en el laboratorio se observdé que la
preincubacion de las células de musculo liso con 100 nM de tapsigargina o la aplicacién
de un pulso corto de 5 s de 10 uM del inhibidor de la bomba SERCA, produce una
inhibicion de la respuesta de [Ca?']i inducida por cafeina, sugiriendo que hay un
vaciamiento de los depdsitos intracelulares de Ca?*, o que el depésito que aporta el
Ca?* al citoplasma esta rellenado Unicamente por una bomba SERCA sensible a

tapsigargina (Figura 2.1B) (Gomez-Viquez et al. 2005).

La preincubacioén de las células con 10 yM de rianodina, un alcaloide que se une

especificamente al RyR, resulté en la completa inhibicién del transitorio de la [Ca?*]i en
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respuesta a un segundo pulso de cafeina. Ya que la rianodina puede producir un estado

subconductante con alta probabilidad de apertura en el RyR, lo cual se podria traducir
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en el completo vaciamiento de los depdsitos intracelulares que contienen a este canal
sensible a rianodina y activado por cafeina y por lo mismo, el depésito intracelular de Ca?*
no se habria podido recuperar y esto explicaria la inhibicion por rianodina de la segunda

respuesta a cafeina (Figura 2.1A) (Gémez-Viquez et al. 2005).

Como se menciond en la introduccién, una misma célula de musculo liso expresa
las tres isoformas de los RyRs, aunque estos no estdn homogéneamente distribuidos.
La rianodina fluorescente ha mostrado que los RyR pueden estar presentes en tres
regiones subcelulares diferentes, es decir, en las regiones perinuclear, citoplasmatica y
superficial (Figura 2.2A) (GOmez-Viquez et al. 2010). Esta misma distribucion fue
observada en otros tipos de células de musculo liso usando anticuerpos especificos
para cada isoforma y se mostré que el RyR3 se encuentra principalmente en la regién
perinuclear, la region citoplasmatica expresa RyR2 y la superficie de la célula esta
enriquecida con RyR1 (Clark et al. 2010; X. R. Yang et al. 2005; Nicholas P. Kinnear et
al. 2008; Gilbert et al. 2014).
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Figura 2.1. Efecto de rianodina y tapsigargina en el Ca?* intracelular. En la imagen A se
observa la respuesta a cafeina, las células fueron incubadas previamente con (linea sélida) o
sin 10 uM de rianodina (linea punteada), y un segundo pulso de cafeina muestra que los depdsitos
de calcio que aportaban calcio al citoplasma estan inhibidos o “vaciados” por la incubacion con
rianodina, esto se puede suponer de observar que la velocidad de recuperacion del calcio basal
es mas lenta en presencia de rianodina debido al continuo vaciamiento del RS. Y en la imagen
B se observa el efecto de 10 uM de tapsigargina (linea solida) en un segundo pulso de cafeina,
sugiriendo que no hay recuperacion de los depdsitos al inhibir a la bomba SERCA. (Figuras
tomadas de Gomez-Viquez et al., 2005).
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Por otra parte, la tapsigargina fluorescente mostr6 que la bomba SERCA se
expresa preferentemente en las regiones perinucleares y superficiales de las células del
musculo liso (Gomez-Viquez et al. 2010) (Figura 2.2B). Mientras que hay una sefal
extremadamente baja en la region citoplasmatica y esta distribucion particular de la
bomba SERCA fue corroborada usando anticuerpos especificos (Clark et al. 2010). Estos
datos sugieren que los RyRs en la region citoplasmatica no coinciden con la bomba
SERCA (Figura 2.2C vy 2.2D).

Como se abordé en la introduccién, las reservas de Ca?* Acidas pueden
diferenciarse del RE/RS porque estos depositos son sensibles a la bafilomicina, un
inhibidor irreversible de la bomba de H* de tipo V (Bowman et al. 1988). Esta bomba
produce un gradiente de H* que se utiliza para acumular Ca?* en los compartimentos
acidos. Sin embargo, en las células de mamiferos la naturaleza de estos almacenes de
Ca?* acidos no estd muy bien definida ya que, comprende desde el aparato de Golgi,

endosomas, vesiculas secretoras hasta los lisosomas.
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Figura 2.2. Colocalizacion de la bomba SERCA y de los RyRs en células de musculo liso
tefiidas con indicadores fluorescentes. A y B: imagenes confocales de células de musculo
liso tefiidas con 500 nM de rianodina BODIPY-TR-X (A) y 100 nM de tapsigargina BODIPY-FL
(B) durante 5 min para determinar la distribucion de los RyRs (A) y de las bombas SERCA (B),
respectivamente C: imagen combinada que indica colocalizacion de estas dos proteinas (amarillo).
D: cuantificacion de la sefial de fluorescencia de los pixeles después de la sustraccion de
fondo para cada canal (barras rojas: BODIPY-TR-X rianodina; barras verdes: BODIPY-FL
tapsigargina) en tres diferentes regiones (perinuclear, citoplasmatico y superficial). (Figuras
tomadas de Gémez-Viquez et al., 2010).

31



Ademas, se ha observado que la cafeina reduce el Ca?* luminal en trans-Golgi
(Aulestia et al. 2015; Pizzo et al. 2010) y en granulos secretores (Mitchell et al. 2001),
pero esta reduccion o liberaciéon de calcio no se ve reflejada en el Ca?* intracelular,
aparte no se sabe si estos son RyRs 0 no. Ya que, en un estudio reciente (Ladenburger
et al. 2009) se encontr6 que en Paramecium existen 34 genes relacionados con los RIP3s
y RyRs, los analisis filogenéticos mostraron que estos canales de liberacion de Ca?*
(CRCs) se pueden subdividir en seis grupos (CRC-I a CRC-VI), cada uno con
caracteristicas que coinciden en parte ya sea con los RIP3s o con los RyRs.

Se observé que la familia perteneciente a CRC-IV-1, cuya relacién con RIPs3s y
RyRs esta restringida a su C-terminal, donde se encuentra la parte del canal, se localiza
principalmente en vesiculas corticales de calcio (sacos alveolares) y en el RE. Ademas,
se explord que la exposicién a activadores del RyR como son el cloro-m-cresol o la
cafeina inducen la liberacion de calcio de los compartimentos intracelulares y esta
liberacién se vio fuertemente inhibida al eliminar la expresién de dichos canales, los
cuales como se menciond anteriormente no son el RyR pero comparten cierta region

del canal (Ladenburger et al. 2009).

En un trabajo hecho por Brailoiu y colaboradores se observd que la acetilcolina
libera Ca?* a través de un mecanismo que es sensible tanto a la rianodina como a la
bafilomicina (Brailoiu et al. 2010) (Figura 2.3). Esto no parece ser un caso generalizado
porque la activacion de los receptores muscarinicos Mz, en el musculo liso visceral, libera
Ca?* del ER mediante la activacion de IP3Rs (Rueda et al. 2002).

Por otra parte, en muchos casos, se ha argumentado que una pequeiia liberacion
de Ca?' a partir de almacenes acidos es fuertemente amplificada por la liberacion de
Ca?* desde el RE a través de RyR (Morgan et al. 2013b; Calcraft et al. 2009; Guse &
Wolf 2016). Por ejemplo, los receptores de integrina desencadenan una liberacion lenta
de Ca?* a partir de almacenes internos por un mecanismo que es sensible tanto a la
rianodina como a la bafilomicina, pero no esta claro el papel desempefiado por los RyR

en la respuesta de [Ca?*]i (Umesh, M. A. Thompson, et al. 2006).
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Figura 2.3 Los depoésitos &cidos de calcio en las células endoteliales se reclutan de una
manera especifica dependiendo del agonista. Respuesta del [Ca?*]i en respuesta a acetilcolina
o a ATP en presencia o ausencia de los diferentes inhibidores: BAF (bafilomicina), Ry
(Rianodina), XeC (xetospongina C, inhibidor del RIP3), Ned (Ned-19, antagonista del receptor
a NAADP) (Figura tomada de Brailoiu et al. 2010).

Por lo tanto, la pregunta es si estos depdésitos acidos tienen RyRs y si este fuera
el caso, entonces cudl es el efecto en la [Ca?]i. Esto no es tan facil de responder
porque, se ha demostrado la existencia de canales permeables al Ca?* que son
activados por la cafeina, pero que son refractarios a la accion de la rianodina. Este
canal fue descrito en las células del masculo liso (Guerrero et al. 1994) pero parece ser
un caso generalizado puesto que esta presente en otro tipo de células (Corda et al.
1995; Hoesch et al. 2001; Zhang et al. 2007).

Por otra parte, se han llevado a cabo experimentos donde se miden regiones
especificas de la célula en diferentes tipos celulares como son las células del acino
pancreatico (Fedirko et al. 2009) y los astrocitos (Blaustein & Golovina 2001; Golovina &
Blaustein 1997). En el primer caso debido a que las células tienen polaridad, se distinguen
dos depdsitos diferentes de calcio, uno cercano al nacleo en la parte basal de la célula
y el otro en organelos acidos cercanos a la parte apical de la célula (acido calcisomas)

donde la liberacion de Ca?* via el IP3R es diferente.

En el caso de los astrocitos se describieron depésitos de Ca?* heterogéneos y en

subcompartimentos que pueden liberar Ca?* independientemente de otras regiones que
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lo capturan, y que no es facil explicar estas diferencias cuando no hay barreras de difusion

en el reticulo endoplasmico.
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3. JUSTIFICACION

El reticulo endoplasmico o sarcoplasmico es el principal depésito de Ca?*, que es
liberado por la activacion del RyR, pero no esta claro si los depdésitos acidos también
tienen este canal o estan activando al RyR que se encuentra en el reticulo. Ademas,

aun no se sabe la cantidad de calcio almacenada en los depdsitos acidos.

Para poder resolver estas incognitas decidimos llevar a cabo registros simultaneos
de los cambios en la [Ca?*]i y la [Ca?] luminal usando fura-2 y Mag-Fluo-4,
respectivamente y ademas con resolucién subcelular, para lo cual se usa el microscopio

confocal.

La activacion del RyR se llevara a cabo con cafeina y se definira la presencia del
mismo basandonos en la sensibilidad a la rianodina de la respuesta a cafeina y se utilizara
tapsigargina para definir al RS, puesto que requiere la actividad de la bomba SERCA.
Utilizaremos la bafilomicina, inhibidor de la ATPasa de H* vacuolar, para definir aquellos
depdsitos de naturaleza acida. Ademas, se tratara de determinar la distribucion espacial

de los diferentes componentes de estos depdsitos intracelulares de calcio.

4. HIPOTESIS

Las células de musculo liso presentan al menos dos depdsitos intracelulares de
Ca?* diferentes, los cuales liberan a este ion por la accion de la cafeina, pero que
presentan diferentes mecanismos de cargado de Ca?*. Uno de ellos es el RS con la
bomba SERCA sensible a tapsigargina y el otro podria ser depésitos acidos sensibles a

bafilomicina.
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5. OBJETIVO GENERAL

Identificar los depdsitos intracelulares de calcio sensibles a cafeina y su capacidad
para modificar el calcio citopldsmico, con resolucién subcelular y temporal, en células

de musculo liso de la vejiga urinaria del cobayo.
6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar la funcion de convolucién del microscopio confocal para definir su limite

de resolucion espacial.

2. Estudiar la liberacion de Ca?* inducida por cafeina y su sensibilidad a la tapsigargina
de los depositos intracelulares en tres regiones especificas de la célula, que son la
superficial (o submembranal), la perinuclear y la citoplasmética.

3. En las tres regiones celulares establecidas, determinar la naturaleza del depésito de
calcio resistente a la tapsigargina, mediante el uso de la bafilomicina, un inhibidor de la
ATPasa de H*.

4. Determinar la sensibilidad a la rianodina de la liberaciéon de Ca?* inducida por cafeina

en los depdsitos intracelulares de Ca?*, reportados por el Mag-Fluo-4.
5. Estudiar la distribucién espacial del Mag-Fluo-4 utilizando microscopia confocal, y
contrastarlo con indicadores fluorescentes de los diferentes compartimentos celulares

(reticulo endoplasmico, mitocondria y lisosomas).

6. Determinar el papel que juegan estos depdsitos intracelulares de Ca?* en el incremento

de la [Ca?]i en respuesta a cafeina.
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7. MATERIALES Y METODOS.

7.1 Determinacion de la funcion de dispersion de la luz (PSF) del microscopio

confocal.

Con el fin de conocer la resolucion real del microscopio confocal de Zeiss LSM
700, el cual se utilizé para todos los experimentos reportados en este trabajo, se realizo
la determinacién de la funcion de dispersion de la luz o PSF (Point Spread Function por
sus siglas en inglés). Para ello se utilizé el kit TetraSpeck™ Fluorescent Microspheres
Size (Molecular Probes), el cual consta de un portaobjetos donde estdn montadas, en
diferentes pozos, micro esferas fluorescentes de diferentes tamafios y el sexto pozo

corresponde a una mezcla de todos los tamafios (Véase figura 7.1).

El protocolo utilizado para la obtencion del PSF fue el reportado por Cole y
colaboradores (Cole et al. 2011), el cual consiste, a grandes rasgos, en utilizar las micro
esferas de 0.1 um con el objetivo de 63x (1.4 N.A.), en el modo de adquisicion de Z- stack
(por rebanadas), siguiendo los siguientes parametros, el tamafio de la imagen de
1024 x 1024 pixels, 12-bits de resolucién, tamafio entre cada rebanada de 100 nm,
velocidad de adquisicién de 8 (1.63 seg), promedio de los canales de 4, escaneo no

direccional, zoom de 2 y el tamafio del “pinhole” de 1 unidad de Airy (AU) .

1 2 3 1 5 6

Figura 7.1. Kit TetraSpeck™. Micro-esferas de diferentes tamafios en un portaobjetos, la
posicion 1 con un tamafo de 4 um; 22 posicion de 1 um; posicion 3 de 0.5 um; posicion 4 de 0.2
um; posicion 5 de 0.1 um y posicién 6 contiene la mezcla de todas las anteriores.

Una vez enfocadas las perlas se selecciondé la opcion de Z-Stack con un intervalo
de 0.1 um entre cada corte, se corrobor6 que las imagenes de las esferas no estuvieran
saturadas en intensidad, se ajustaron los parametros de ganancia digital y ganancia
master para cada uno de los canales que conforman la imagen, en este caso para el canal

en verde (448 nm) o rojo (555 nm).
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Después de capturar las imagenes en Z-Stack, éstas se analizaron con el software
de ImageJ con el plug-in MetroloJ (Matthews & Cordelieres 2010) para obtener los datos
de PSF. Cabe mencionar que por cada imagen (campo) se capturaron varias esferas y
debido a que el plug-in MetroloJ Unicamente puede analizar una esfera, se procedio a

realizar un corte a cada una de ellas y asi analizarlas de manera individual.

En el plug-in MetroloJ se seleccion6 la opcién de medicion de PSF, la cual
despliega una ventana para indicar algunos de los pardmetros antes mencionados. El
programa arrojé un reporte (ejemplo en la figura 7.2) que muestra las vistas axial y
lateral de la microesfera, ademas de un resumen donde se indico la resolucion teorica y
calculada para cada uno de los tres ejes: X, Y y Z. Asi mismo se obtiene el estadistico
gue muestra el promedio de intensidad para cada eje. Una vez analizadas todas las
imagenes de las microesferas, para cada uno de los laseres, se recolectaron los datos y

se procedid a realizar el analisis estadistico por ajuste a una curva de distribucion

normal.
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Figura 7.2. Ejemplo de un reporte del PSF, adquirido mediante el plugin Metroloj de imageJ,
aplicado a una micro esfera de 100 nm (utilizando el laser de 555 nm). A) Imégenes
de perfil de la miro esfera con los diferentes ejes. Ajustes normalizados del perfil de intensidad,
para conocer la resolucion real tanto en B) “x” C) “y” D) “Z".
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7.2 Obtencidn de células individuales a partir del tejido muscular de la vejiga del

cobayo.

Las células se obtuvieron de la vejiga de cobayos machos con un rango de peso
de 380 a 430 g, los cuales se sacrificaron por dislocacion cervical. La vejiga se diseco y
se coloco en una caja Petri con una solucion de diseccién (su composicion se describe
en la seccion de soluciones y sustancias). Posteriormente a la vejiga se le hizo un corte
longitudinal, se lavé y se cambié a otra caja Petri con solucién de diseccién limpia,

donde se removié de forma mecéanica la mucosa para descubrir al musculo detrusor.

Una vez limpiada la vejiga, una porcion de aproximadamente 200 mg de peso, se
cort6 en trozos de aproximadamente 20 mg de peso. Estos trozos se incubaron en una
solucion de diseccion que contenia 1.5 mg/ml de papaina (Sigma, 14 unidades/mg de
peso sdlido) y 2.5 mg/ml de colagenasa tipo IA (Sigma, 414 unidades/mg de peso
soélido) ambas proteasas habian sido previamente activadas.

El proceso de activacion de las enzimas proteoliticas es el siguiente: la papaina
se incuba durante 20 min con un quelante de cationes divalentes (EDTA 200 uM) y un
compuesto reductor (DTT, 200 uM) donde el primero remueve al ion Zn?* del sitio activo
y el segundo reduce el grupo sulfihidrilo de la cisteina que lleva a cabo el ataque
nucleofilico al enlace peptidico. Una vez terminada la activaciéon de la papaina, en otro
tubo, se disolvieron 6.5 mg de colagenasa en 250 ul de solucion de diseccién y se
adicionaron 5 yl de una solucibn 100 mM de CaClz.. Posteriormente se mezcla la
solucion de colagenasa con la solucion de papaina activada y se procedio a la digestion
del tejido (Mufioz A, et al. 1998; Rueda et al. 2002; Gomez-Viquez et al. 2005).

La digestion se llevo cabo a 25°C durante 90 min con agitacion constante. Acto
seguido, el tejido se sometio a 2 periodos de lavado de 15 min cada uno, lo cual consistio
en incubar el tejido en solucion de diseccion con DNasa | con la finalidad de eliminar el
DNA liberado al medio por las células que no resistieron el procedimiento. Una vez
terminados los periodos de lavado, se obtuvieron células individuales del tejido por medio

de dispersion mecanica con una pipeta de plastico.
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La dispersion celular se observé bajo el microscopio para determinar la calidad y
cantidad de las células obtenidas, lo cual sirvié de referencia para conocer el volumen
necesario para la preparacion celular a utilizar en las incubaciones con los precursores
del Mag-Fluo-4 y del Fura-Red (Mag-Fluo-4/AM y Fura-Red/AM) o con los diferentes

colorantes de organelos segun sean los experimentos a desarrollar.

7.3 Incorporacion celular del Fura-Red, del Mag-Fluo-4 y de los indicadores para

los diferentes organelos.

Para incorporar los indicadores fluorescentes en células aisladas del musculo
detrusor de cobayo (ver figura 7.3-A), se hizo una adaptacion del protocolo para Mag-
fluo-4 usado por Susan Wray en el 2001 (Shmigol et al. 2001a), realizdAndose como se
describe a continuacion; para obtener una carga diferenciada se diluyé 1 uM de Mag-
Fluo-4/AM en 300 pl de solucién de diseccién con agitacion en vortex en un tubo de
ensayo, en ese mismo tubo se agregaron 700 ul de la suspension celular que contiene
a las células aisladas, se incubaron durante 1 hora a 25°C en condiciones de oscuridad,
posteriormente se agreg6é 1.5 uM de Fura-Red/AM (ver figura 7.3-B), y se incubd por

una hora en las mismas condiciones de temperatura y oscuridad.

A 0 B 0o o o o
CH.COCH_.O o o (GH4COCH,0CCH, )N N(CH,COCH,0CCH,),
OCH20H20

ﬁ’ ﬁ 8 HC
o OCH,,COCH,,0CCH CHSCOCHPNKFO
I I 2 2 3 N 5

(CH,COCH,_OCCH,),N 3
3 2 22 CHEOIC;CHa

Figura 7.3 Formulas moleculares de A) Mag-Fluo-4/AM y B) Fura-Red/AM.

Una vez finalizada la incubacion, se lavaron las células adicionando 3 ml de
solucion de diseccion, centrifugando a 2,000 rpm durante 5 minutos a temperatura
ambiente, se desech6 el sobrenadante y la pastilla que contenia a las células se
resuspendid en un ml de solucion salina normal (para su composicion véase la seccion

de “soluciones y sustancias”) y se mantuvieron en refrigeracion a una temperatura entre
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los 7-4°C durante un tiempo minimo de 60 minutos en condiciones de obscuridad, antes

de cualquier registro en el microscopio confocal.

Con respecto, al cargado de los indicadores de reticulo endoplasmico (ER-
tracker), mitocondria (tetrametil rodamina (TMRE)) y lisosomas (liso-tracker) (ver figura
7.4), la incubacién de estos, se realiz6 después de la pre incubacion por dos horas del
Mag-Fluo-4. Para ER-tracker se incubaron las células por 30 minutos con una
concentracion de 1 puM, para TMR bastaron 15 minutos con una concentracion de 50
nM y finalmente lisotracker, se utilizé6 a 30 nM por 30 minutos. Las células cargadas con

los fluoréforos, fueron utilizadas el mismo dia que se aislaron.

Cl

Figura 7.4 Formulas moleculares de los fluor6foros. A) ER-Tracker™ Red (BODIPY™ TR
Glibenclamida) B) LysoTracker™ Red DND-99 y C) Tetrametil rodamina, Etil-Ester (TMRE).

7.4 Adquisicion de iméagenes por microscopia confocal y proceso de

deconvolucion.

Una vez que los fluoréforos han sido incorporados en las células, éstas se
visualizaron utilizando el microscopio confocal, para determinar si ocurria o no la
colocalizacion del Mag-fluo-4 con los diferentes indicadores de los organelos
intracelulares, es decir para determinar la frecuencia con que los colorantes estaban
localizados en el mismo pixel. La camara que contenia a las células se coloc6 sobre la
platina del microscopio invertido Confocal Zeiss LSM 700 y se visualizaron utilizando los
siguientes parametros:
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- Linea de excitacion e intensidad del laser. Se utilizaron diversos laseres dentro del rango
de luz visible para excitar los diferentes colorantes, en la tabla 1 se resumen las
caracteristicas de excitacién, emision e intensidad del laser que se usaron con cada

indicador.

- Nivel de confocalidad (“pinhole”). Ya que cada objetivo tiene una funcion de dispersion
de luz diferente que varia para cada longitud de onda; por lo mismo se empled una
confocalidad de 1 Airy (45 um) para adquirir todas las imagenes de este trabajo.

- Ganancia del fotomultiplicador. Controla el grado de amplificacion de la sefial eléctrica
generada a partir de los fotones emitidos por la muestra. Esta se ajusté en cada imagen

obtenida dentro del rango de 750 a 1100 unidades.

-Indicador de rango. Con el fin de mejorar la imagen y eliminar el ruido por saturacion,
se obtiene la imagen en pseudo-color con el indicador de rango para resaltar los pixeles
en cero (azul) y saturados (rojo). Posteriormente se ajusta la imagen para reducir el

namero de pixeles que estan saturados, reduciendo poco a poco la ganancia.

Cabe mencionar que en aquellos experimentos donde se requiere la deteccion
de mas de un fluoréforo, se debe verificar tener las condiciones que arrojen un minimo
de superposicion en las sefiales de cada uno de los colorantes involucrados. Mientras
que la eleccion de los fluoroforos a utilizar es importante, el uso de la Optica para la
excitacion de la muestra y la deteccién de la emisidn es crucial para obtener un ensayo

sensible y especifico.

Por lo tanto, en los experimentos se usaron una combinacion de filtros de
excitacion y emision disponibles en el microscopio confocal, con el fin de eliminar el
“crosstalk” entre las diferentes sefiales; lo cual nos permite tener la certeza de que la
sefal obtenida tiene una minima contaminacion por las otras sondas presentes (véase
Tabla 1), esto con el fin de reducir el riesgo de tener colocalizaciones espurias. La
adquisicion de las imagenes para estudiar colocalizacion se obtuvo con las siguientes
caracteristicas homogéneas en todas las imagenes, con el fin de llevar a cabo el

proceso de deconvolucion. Se empled el objetivo 63x, en modo “frame”, utilizando un
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tamafio de pixel de aproximadamente 45 nm (“zoom” de 2.5), promediando 4 lineas y la
adquisicion fue multi-tracker (es decir la excitacion no fue simultanea); por lo tanto, la

velocidad de obtencién de cada imagen fue alrededor de 4 a 5 segundos.

Tabla 1. Condiciones manejadas en el microscopio confocal para la adquisicion de
imagenes, en latercera columnajunto con el rango de emisidn se especifica el tipo de filtro
utilizado para evitar la superposicion de las sefiales (SP=filtro de ancho corto,
BP=filtro de ancho definido y LP=filtro de ancho amplio).

Colorante Excitacién Emision y Intensidad del
filtro usado laser

Mag-Fluo-4 (depdsitos de Calcio)

Fura-Red (calcio citoplasmico)

TMRE (mitocondrias)

Lysotracker Red

(lisosomas)
ER-tracker (para RE)

Para el proceso de deconvolucion se generd, en primer lugar, un PSF tedrico
para cada longitud de onda utilizada, con el plug-in de ImageJ “Diffraction PSF 3D”

empleando los siguientes parametros:

indice de refraccion del medio: 1.515

Apertura numérica: 1.40

Longitud de onda (nm): 488 o 555 (segun sea el caso).
Aberracién esférica longitudinal, con la méxima apertura: 0.5
Tamafo de pixel: 40

Tamafo de la rebanada: 0

Ancho (pixeles): 1024

Alto (pixeles): 1024

I i
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Una vez obtenido el PSF correspondiente a cada longitud de onda, se llevo a
cabo la deconvolucion de cada imagen con el plug-in de ImageJ “parallel iterative
deconvolution 2d” mediante el uso del algoritmo modificado de la norma con residuos

minimos y el descenso mas empinado (MRNSD) (Piotr Wendykier 2009).

Cabe mencionar que en el caso de las células cargadas con mag-fluo-4 y fura
red las imagenes de ambos fluoréforos se adquirieron en el modo “time lapse” en un
total de 140 “frames” por experimento. El tiempo entre cada imagen con ambos
indicadores de calcio, fue de 1.9 + 0.3 segundos, este tiempo se logré tanto por solo
promediar dos lineas, asi como por el empleo de la configuracion de adquisicién de un
solo “track”; la cual se puede usar Unicamente cuando el mismo laser excita a ambos
fluoréforos. Por otro lado, se debe aclarar que estas imagenes no se sometieron al
proceso de deconvolucion, debido a que fueron analizadas para observar los cambios
de intensidad en ambos fluoréforos y de esa forma correlacionar estos cambios en el

calcio intracelular y luminal.

7.5 Desarrollo de los registros simultaneos de Mag-fluo-4 y fura-red.

Las células se sacaron del refrigerador, se resuspendieron mediante agitacion
cuidadosa y se adicionaron 100 uL de la suspension de células cargadas con los dos
fluoréforos a la cdmara de registro, colocada sobre la platina del microscopio que
previamente se le habia afiadido 200 pL de la solucién salina. Se permitid, por un periodo
de 20 min, que las células se sedimentaran y se pegaran al fondo de la camara, para

evitar que las células se movieran durante la perfusion de las diferentes sustancias.

La microscopia confocal permite la captura de un namero variable de pixeles
(imagenes) a intervalos definidos (s o min) y el posterior procesamiento de las
imagenes para obtener un “video” que permita observar la evolucion de las sefiales de
fluorescencia en el intervalo de tiempo definido. Esta aplicacion fue de gran utilidad,
puesto que asi pudimos observar los efectos al agregar los diferentes estimuladores o
inhibidores, en un tiempo determinado y el efecto cuando se remueven de la camara de

registro.
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El procedimiento en la mayoria de los registros, para observar el cambio de Ca?*
intracelular y luminal fue el siguiente (Figura 7.5), con dos pausas de 5 minutos sin adquirir
imagen con el fin de recuperar los depdsitos de Ca?*, en la primera pausa se agreg6 uno
de los diversos inhibidores junto con cafeina. Por lo tanto, el primer pulso de cafeina es
la respuesta control, puesto que se obtiene en ausencia de inhibidores. A este protocolo

le llamamos triple pulso de cafeina.

30s
>
EGTA EGTA EGTA
ss Caff ss / ss |caff ss / ss | Caff ss

SS Pausa de 5 min sin Pausa de 5 min

(solucién registrar aplicacion de sin registrar

salina) inhibidores

1er pulso 20 pulso 3er pulso

- » . o
< L >

Figura 7.5. Protocolo para estimular a las células con cafeina (caff). La perfusién de
cafeina fue seguida por una perfusion de solucién de 0 Ca?* (EGTA 1 mM) con el fin de
determinar la necesidad de Ca?* externo en la recuperacién de la sefial del mag-fluo-4, después
se adiciono solucion salina (SS). Siempre se dejo un periodo de 5 minutos sin realizar ninguna

perfusion ni obtener imagenes para la recuperacion de las sefales de fluorescencia.
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« >

7.6 Analisis de colocalizacion y cuantificacion de la fluorescencia.

El uso de un coeficiente de colocalizacion nos permite caracterizar el grado de
traslape entre dos sefales de fluorescencia en una imagen de microscopia. Se utiliz6 el
coeficiente de Manders, el cual provee informacion de la fraccidon de la intensidad de un
canal en particular que coincide con la sefial de fluorescencia del otro canal, en otras
palabras, podemos determinar la fraccibn de la sefal de los pixeles rojos que
colocalizan con los pixeles verdes, y viceversa (Bolte & Cordelieres 2006). Estos

coeficientes se calculan a partir de las siguientes formulas.

Rl:.l'"'.l-".ll" Gl':."'l'.l [=La
My = Zfider My = St

Doénde:
Ri: Es la intensidad promedio del fluoréforo rojo.

Gi: Es la intensidad promedio del fluoréforo verde.
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Para cuantificar la colocalizacion, las imagenes adquiridas por microscopia
confocal se analizaron con el programa Image J en el apartado de rutinas afiadidas (plug-
in) se selecciond la opcién de JACoP (Just Another Colocalisation Plugin) (Bolte &
Cordelieres 2006), seguida del coeficiente de Manders (M1 and Mz2). Esto se realizé en las
3 diferentes regiones de interés, los valores del coeficiente de Manders varian de 0 a 1,
de forma arbitraria consideramos que un numero mayor de 0.5 indica la presencia de
colocalizacidbn mientras que un numero menor significa ausencia de colocalizacion
(Zinchuk & Zinchuk 2008).

Para determinar el “background” (fondo) de las imagenes a analizar se calculo la
desviacion estandar de la distribucion de la fluorescencia de los pixeles y su promedio,
esta distribucion se ajusto a una distribucion normal. El Teorema de Chebsyhev sirve para
demostrar como la desviacion estandar es indicadora de la dispersion de la distribucion
de una variable aleatoria, ademas una de las ventajas de este teorema es que se aplica
a cualquier conjunto de datos, sin importar en que forma estén distribuidos; pero se
ha visto en la practica que, si un conjunto de datos se distribuye, aproximadamente, en
forma de campana es posible aplicar en ellos la llamada, regla empirica.

Esta regla permite encontrar el porcentaje de datos que debe estar dentro de
determinadas desviaciones estandar respecto a la media. A continuacidon, se
determinan estos porcentajes: aproximadamente el 68% de los datos estdn a menos de
una desviacion estandar de la media, aproximadamente el 95% de los datos estan a
menos de dos desviaciones estandar de la media y finalmente casi todos los datos de la
muestra estan a tres desviaciones de la media. Con ello se calculd dos veces la
desviacién estdndar mas el promedio de cada imagen con el indicador a analizar y ese

fue el valor del fondo que se tomo para el coeficiente de Manders.

Por otro lado, la intensidad de fluorescencia del Mag-Fluo-4 mostré una lenta
pero continua reduccion debido al apagamiento del fluoréforo por el laser y a su salida
de la célula. Esta reduccion (véase figura 7.6) se tomoO en consideracion mediante un
ajuste no lineal utilizando los primeros puntos del registro (antes de que se aplicara

algun estimulo) y la ecuacioén de la forma:
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Y = Ao*et™) + yq

De este analisis se obtienen las variables que conforman la ecuacion como son Az,
yo y k esta ultima representa la velocidad de reduccion de la sefial del fluoréforo, cabe
mencionar que este ajuste se llevd a cabo en células sin perfundir ninguna solucién
y también en células sometidas a la perfusion con SS (“lavadas”) para observar si existia
una diferencia significativa entre la reduccion de la intensidad del fluoréforo una vez

adicionando la solucion (véase figura 7.6).

oo
s
oo

Célula completa Ajuste region superficial

= e
B o

[y
%]

[y
o

oo

o

Unidades arbitrarias de fluorescencia
=
Unidades arbitrarias de fluorescencia

2 X Datos == Ajuste exponencial
4
1 5 X Datos ——Ajuste exponencial
y/=4.513e09%x + 2,999
0 0 | } ; .
0 40 80 120 160 200 240 0 40 80 120 160 200 240

Tiempo en segundos Tiempo en segundos

6 Superficial

Célula completa s

24 +

20

¥ Datos =—Ajuste
16 -+

y=28,6e-0026¢ +113
12 +

R,
.......

i

e

S enan
PSR

Unidades arbitrarias de fluorescencia
w

y = 4.24e-017% + 0,705 4l
0 T T T T T ]
0 25 50 75 100 125 150 0
Tiempo en segundos 0 25 50 75 100 125 150

Figura 7.6. Ejemplo del ajuste no lineal realizado a una célula previamente cargada con
Mag-Fluo-4. Se realiz6 el protocolo de series temporales sin afiadir ninglin estimulo (imagenes
superiores) o con el paso de la solucion normal (imagenes inferiores), se observa el cambio de
la intensidad de la fluorescencia durante el tiempo y se percibe el apagamiento del fluoréforo,
tanto en célula completa (imagenes de la izquierda) o en una region cercana a la membrana
plasmatica (imagenes de la derecha).

47



Este analisis nos permite utilizar una ecuacion mono-exponencial para normalizar
los cambios en fluorescencia y distinguir aquellos que se deben a cambios de la
concentracion de Ca?* de los ocurridos por otras razones. Es importante recalcar que la
reduccion de la fluorescencia es muy comun y que se observa aun con indicadores

proteicos que tienen péptidos sefiales de localizacion en el RS (Canato et al. 2010).

Noétese que soélo en la regidon superficial y en la célula completa se observaron
diferencia significativa entre las células perfundidas y aquellas que no lo fueron, tanto
en el valor de k como el valor de yo (Figura 7.7). Esto nos sugiere que el colorante se esta
fugando de la célula de una forma lenta pero constante y que la perfusion pudiera estar

acelerando este mecanismo por facilitar la remocién del colorante de la membrana

plasmatica.
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Figura 7.7. Estadistico de las variables que involucran el ajuste no lineal del apagamiento
del Mag-Fluo-4 en diferentes regiones de interés. Las gréficas representan el analisis
estadistico de cada una de las variables Ao, Yo y k (velocidad) comparandolas entre las células
gue se mantuvieron registrando sin perfusién con aquellas que se perfundieron con solucion
salina.
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Cabe mencionar que la sefal de fluorescencia del Fura Red no mostré el mismo
comportamiento que el mag-fluo-4 y sélo se redujo su fluorescencia ante un incremento
de la [Ca?*]i y por lo mismo, antes de la normalizacién se le aplico el inverso a esta
sefal (Fo/F), para observar los aumentos del calcio en el citoplasma como incrementos
de la sefial (véase figura 7.8). Ambas sefales de los indicadores de calcio, se
normalizaron de modo que el valor basal fuera de cero, (AF/Fo) para Mag-Fluo-4 y
(Fo/F)-1 para Fura-Red.

Ex = 488 nm

O uM free Ca®’*  Fura Red

Fluorescence emission

Wavelength (nm)

Figura 7.8 Los espectros de emision de fluorescencia de una mezcla de indicadores en una
proporcion de 1:10 mol de fluo-3 y Fura Red, se excitan simultaneamente a 488 nm, en
soluciones que contienen de 0 a 39.8 uM de Ca? libre.

7.7 Calibracion del sistema de perfusién usado en el microscopio confocal.

La liberacion de Ca?* de los depdsitos intracelulares se induce con la aplicaciéon de
cafeina a una concentraciéon de 20 mM. En los experimentos en los que se utiliza el
microfluorometro se aplica la cafeina mediante un pulso neumatico a través de
micropipetas que contienen la solucion, colocadas a unas micras de la célula de
musculo liso que esta siendo registrada, este sistema se conoce como picobomba y se
ha utilizado en el laboratorio a lo largo de varios afios. Sin embargo, esta picobomba no
se ha instalado en el set del microscopio confocal y por lo mismo decidimos emplear un

sistema de perfusion (cambio total del volumen de la camara de registro).

Para conocer el curso temporal de recambio de las soluciones utilizamos una
solucion con 100 uM de fluoresceina que se perfundié en la cAmara de registro.
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Utilizando la configuracion de escaneo mono-lineal del microscopio confocal se
pudo detectar, con alta resolucién temporal, el momento de llegada de la fluoresceina,
asi como su lavado, que se muestra en los ejemplos de la figura 7.9, de estos registros
se hicieron mas de 5 repeticiones.

Los registros de fluorescencia se analizaron por separado en dos fases. La fase
de llegada de la fluoresceina a la cAmara (subida), la cual se ajusté a una ecuacién no

lineal de la forma:

Y=yo (1-e*)+c
La fase de declive (lavado de la fluoresceina) que empieza cuando se le abre la

llave del contenedor con solucién sin fluoréforo, se ajusté a la ecuacién de la forma:

Y=yo (e(*))+
Donde ti2 se calculé a partir de la constante de velocidad k determinada para
cada registro. El promedio del tiempo medio de la fase de subida fue de 0.4 + 0.08

segundos y de la fase de bajada 0.7 + 0.05 segundos.
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Figura 7.9. Iméagenes obtenidas del registro realizado con el confocal en la configuracion
de escaneo monolineal de la perfusidon con fluoresceina. Las lineas rojas indican: apertura
de la llave que contiene fluoresceina, cierre de ésta y finalmente apertura de la llave de agua para
el lavado, en el grafico se muestra el perfil de intensidad promedio del area seleccionada en
cuadro rojo, se observan las dos fases indicadas por flechas, las cuales se analizaron y se
ajustaron como se menciona en el texto.
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7.8 Soluciones y sustancias.

La solucién de diseccion se prepard con los siguientes reactivos (en mM): 55 de
NaCl, 6 de KCI. 5 de MgClz, 10 de glucosa, 80 de NaOH, 80 de acido glutamico, y 10 de
HEPES, pH de 7.4 ajustado con NaOH. La solucion salina normal (SSN) usada para los
registros contiene: 137 mM de NacCl, 5 mM KCI, 4 mM NaHCOs, 10 mM de glucosa, 2 mM
de CaClz, 2 mM MgClz, 10 mM de Hepes y 0.42 mM de KH2POg4; ajustada a pH 7.4 con
NaOH.

El Mag-Fluo-4/AM, el Fura-Red/AM, la tetrametil-rodamina (TMRE), el lyso- Tracker
Red, el Bodipy TR-X ER-Tracker y la tapsigargina se compraron a Molecular Probes
(Invitrogen). La cafeina, rianodina, Bafilomicina Al y la fluoresceina se adquirieron en
SIGMA-ALDRICH, esta ultima donada amablemente por la Dra. Marta Susana Fernandez
Pacheco. Todas las sustancias, excepto la cafeina y la fluoresceina, se disolvieron en
DMSO (100 %) a una concentracibn 1000 veces mayor para que al final sélo se
agregara 0.1% de DMSO a las células (1 ul por ml de solucion). La cafeina se disolvi6é en

fresco en solucion salina normal y la fluoresceina en agua.

7.9 Anédlisis estadistico

En los registros de Ca?* luminal e intracelular, una misma célula proporcioné al
menos tres ROIs en cada una de las tres regiones diferentes, obteniendo méas de 9
ROIs en toda la célula. Diferentes células implican una preparacion celular diferente. Es
importante mencionar que la respuesta control de las sefiales de Ca?* fue aquella que
se obtuvo en la primera aplicacion de cafeina, ya que la segunda y tercera aplicaciones
de cafeina dieron la misma sefial que la primera cuando no se afiadié ninguan inhibidor.
Por lo mismo se decidio utilizar la primera adicion de cafeina como registro control.
Esto implica que la misma célula, es tanto el control, como el experimento y por lo
mismo podemos hacer la estadistica pareada. Los datos de cada uno de los ROIs se
usaron para determinar diferencias significativas usando la prueba t de Student pareada

con una P <0.05 para los experimentos de registros de Ca?* y en los experimentos de
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colocalizacion se utlizo la prueba ANOVA de una sola via con una P <0.05 y con la prueba

posterior de Dunnett.
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8. RESULTADOS

8.1 Obtencidén del limite de resolucién real del microscopio confocal LSM-700 y
resultados del proceso de deconvolucion.

Con la finalidad de conocer el limite de resolucidén que tiene el microscopio confocal
en los ejes X, Y y Z bajo nuestras condiciones de trabajo, se determind la funcion de
dispersion de luz o PSF (por sus siglas en inglés), utilizando micro esferas

multifluorescentes de 100 nm de diametro con la metodologia anteriormente explicada.

La tabla 2 muestra los valores de resolucion obtenidos para cada uno de los tres
ejes: X, Y y Z para el color verde (A de excitacion de 488 nm) comparados con sus
correspondientes valores de resolucion tedrica segun el objetivo utilizado. Se observa que
para el eje X y Y la resolucion fluctta entre los 210 nm y para el eje Z entre los 400 nm.
De la misma forma se realizo el analisis estadistico para la A de excitacion de 555 nm
(color rojo), obteniendo los valores de resolucion, los cuales oscilan entre los 245 nm

para los ejes Xy Y, mientras que para el eje Z fluctia entre los 500 nm.

_A 488 nm FWHM (um) Resolucion tedrica (um) _
X 0.226 + 0.016 0.139
Y 0.200 + 0.021 0.139
) r4 0.438 + 0.073 0.349
A 555 nm FWHM (pm) Resolucion teorica (um)
X 0.256 + 0.021 0.159
Y 0.233 + 0.024 0.159
Z 0.514 + 0.086 0.396

Tabla 2. Valores de resoluciéon obtenidos para el laser con longitud de onda de 488 y 555
nm en los ejes X, Y y Z. Los datos representan el promedio de los valores obtenidos a partir de
una muestra de 77 microesferas para 488 nm y 73 para 555 nm. El valor (en nm) del ancho a
media altura, abreviada FWHM (del inglés Full Width at Half Maximum) es la resolucién real
calculada.
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Una vez caracterizado el proceso de convolucién del microscopio, los datos del
PSF nos permitieron conocer la maxima resolucion que tiene el microscopio confocal el

cual es de 500 nm aproximadamente en el eje Z, y por lo tanto el tamafio del voxel es
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de 20 millones de nm3, considerando el tamafio de los diferentes organelos se puede
apreciar la posibilidad de que exista mas de un organelo dentro de los ROIs utilizados

para el analisis.

Cabe mencionar que todas las imagenes adquiridas para estudiar la colocalizacion
de los indicadores de organelos, se procesaron con el algoritmo de deconvolucion,
con el fin de incrementar la nitidez de las imagenes. La deconvolucion es una operacion
matemética que utiliza algoritmos para calcular y desechar la luz difractada, removiendo
asi la luz que esté fuera de foco, e incrementando la resolucién de las imagenes. Es
importante recalcar que se utilizaron imagenes de perlas fluorescentes como control de
gue el programa de deconvoluciéon no distorsionase la imagen original y que soélo

incrementara la resolucion.

Aunque el microscopio confocal deshecha una gran cantidad de luz fuera de
foco, aun asi, las imagenes deconvolucionadas muestran que este proceso matematico
mejora aun mas la imagen al incrementar la resolucion, como se puede observar en las
siguientes imagenes de células HeLa y de musculo liso que fueron previamente tefiidas
con rianodina fluorescente, y a las cuales se les aplicd el proceso de deconvolucion
(Figura 8.1).

Figura 8.1. Células HeLa (A-D) y de musculo liso (E-F) previamente incubadas con rianodina
fluorescente (10 uM por 10 minutos). Las imagenes mostradas en A, C y E corresponden
a las imagenes originales adquiridas con el microscopio confocal, mientras las mostradas en B, D
y F son las imagenes deconvolucionadas, donde se observa con mayor claridad las estructuras
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definidas. Lo que se muestra en C y D es una amplificacion de una region de lo mostrado en
Ay B, respectivamente.
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8.2 Determinacion simultdnea del efecto de cafeina tanto en el calcio

citoplasmico como en el calcio luminal en células de musculo liso recién aisladas.

Con la finalidad de observar los cambios simultaneos del calcio libre en los
diferentes depositos de calcio (regiones subcelulares) y en el citoplasma, se utilizo el
protocolo mencionado en la seccidbn de materiales y meétodos, el cual consiste
basicamente en incubar a las células con Mag-fluo-4/AM y con Fura-Red/AM. Para activar
al RyR se perfundieron a las células con una solucion salina que contenia 20 mM de
cafeina, un alcaloide que al unirse al RyR, incrementa su actividad al aumentar su
sensibilidad al Ca?* citoplasmico, este ion es el agonista fisiol6gico del RyR (Sitsapesan
& Williams 1990; Kong et al. 2008).

Las imagenes de célula completa se adquirieron utilizando el microscopio confocal,
todos y cada uno de los experimentos donde se llevaron a cabo series temporales
se adquirieron un total de 140 imagenes cada 1.9 segundos, éstas se analizaron,
fuera de linea, con el programa Image J definiendo regiones de interés al trazar un area
eliptica de alrededor de 8 pm? utilizando la sefial de Mag-fluo-4 en las tres regiones

subcelulares especificadas de la célula (véase figura 8.2).

Cabe mencionar que, por la regién perinuclear se analizaron por lo menos 4
ROIs (todos con alta fluorescencia del Mag-fluo-4), en la citoplasmica se analizaron
tanto las regiones de alta intensidad de Mag-fluo-4 (ROI 2 figura 8.2) como aquellas donde
la sefial del mag-fluo-4 estaba muy cerca de la basal del indicador. Finalmente, en la
region superficial todos los ROIs estuvieron definidos por regiones brillantes al Mag-fluo-
4 (ROI 3 figura 8.2). La diferencia del numero de ROIs entre cada region es debido al
tamafio de la region analizada, donde en la regién perinuclear fue la de menor niumero
de ROIs debido al area pequefia en esta zona, y en la region citoplasmica fueron

mucho mas numeros de ROIs analizados debido a que esta zona es la de mayor area.
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1. Perinuclear
2. Citopladsmica
3. Superficial

Figura 8.2. de musculo liso cargada simultaneamente con fura red (rojo) y mag- fluo-
4 (verde). En los circulos se muestran ejemplos representativos de las tres regiones
analizadas con ambos colorantes. La idea es que las regiones verdes brillantes representan
depésitos intracelulares de Ca?* y fueron éstas las que se usaron como referencia para delimitar
los ROIs de tres regiones diferentes (1, regidén perinuclear; 2, regién citoplasmica y 3, region
superficial). En el caso de la regién citopladsmica se analizaron también ROIs que no contenian
alta fluorescencia del Mag-fluo-4.

La aplicacion de cafeina por 30 s, a las células de musculo liso, indujo una
disminucién de la sefial de Mag-Fluo-4 en las regiones subcelulares y asociado a esto
se observé un incremento transitorio de la [Ca?*]isegun lo reportado por el Fura-Red. Una
vez terminado el estimulo de cafeina la sefial de Mag-fluo-4 contintio deprimida debido a
la ausencia de Ca?* externo y dicha sefial se recuperé en presencia de Ca?* externo
(después de quitar la perfusion de solucién salina suplementada con EGTA 2.0 mM) hasta
llegar a los niveles basales. Dicha recuperacion requiere la actividad de las bombas
SERCA, pero de aquellas que se encuentran en la region superficial (véase la discusion).
Un segundo y tercer estimulos con cafeina, después de esperar 5 minutos, produjeron la
misma respuesta de vaciamiento del calcio presente en los depositos, y de la misma
forma se observd que el transitorio de calcio citoplasméatico fue reproducible (Figura
8.3).

La region superficial mostro una alta intensidad de la sefal del Mag-Fluo-4 y sin
embargo se caracterizd por una mayor reduccion de la fluorescencia en respuesta a la
aplicacion de cafeina con respecto a las otras dos regiones subcelulares. Notese que a
pesar de que la cafeina indujo una reduccién casi inmediata del nivel de Ca?* libre
luminal de los depositos, particularmente en la region superficial, el impacto que tuvo en
la sefial de Fura-red, es decir el Ca?* citoplasmico, en esa region, fue de menor

amplitud comparada con las otras dos regiones (Figura 8.4).
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Esta aparente paradoja, de una mayor disminucién del Ca?* luminal, que no se
ve reflejada en el incremento del calcio del citoplasma (Figuras 8.3 y 8.4), sugiere que

no hay una correlacion entre la reduccion del Ca?* luminal y el incremento de la [Ca?"]..

Resulta interesante observar que la regién con mayor amplitud en la respuesta del

[Ca?']ies la regidn perinuclear, seguida de la citoplasmicay por Ultimo la regién superficial.

Esto implica que no hay una relacion directamente proporcional entre el

calcio luminal y el incremento de la [Ca?*]i.
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Figura 8.3. Efecto de la aplicacién de cafeina (20 mM) en la sefal de fluorescencia del
Fura-red y del Mag-Fluo-4 en 3 regiones subcelulares diferentes de una misma célula (A-
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C). Los puntos rojos representan el inverso de la fluorescencia del fura-red y los verdes la sefial
de Mag-Fluo-4, cada punto representa el valor del ROI después de haber sido normalizado a partir
de imagenes adquiridas a una frecuencia de 1.9 + 0.3 segundos. Cada gréfico indica la region
analizada (A-perinuclear, B-citopldsmica y C-superficial) en respuesta a la cafeina (caff) y la
ausencia de Ca?* externo (EGTA). Este resultado es representativo de registros llevados a cabo
en 6 células diferentes de 6 preparaciones diferentes.
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Figura 8.4. La respuesta a cafeina fue reproducible en una misma region, pero diferente
entre las diferentes regiones subcelulares. A) Se muestra el promedio de las méaximas
respuestas a cafeina del transitorio de Ca?* intracelular. B) Se muestra la maxima disminucion
de la sefial del mag-fluo-4 en las diferentes regiones subcelulares y para las tres aplicaciones
de cafeina. (n = 18 ROIs (3 por célula) de 6 células de diferentes preparaciones, *p<0.05,

prueba t de Student pareada).

Con la finalidad de incrementar la resolucién temporal durante la liberacién de Ca?*

al citoplasma inducida por cafeina, se realizaron experimentos utilizando la configuracién

de escaneo mono-linea del microscopio confocal. En este caso las células de musculo

liso se cargaron solamente con el indicador de Ca?* intracelular, Fura-Red. Estos

experimentos mostraron que la onda de Ca?* se inicia en la regién perinuclear,

tardando alrededor de dos segundos en llegar a la superficie celular (Figura 8.5).
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Figura 8.5. Onda de [Ca?']i inducida por cafeina observada con alta resolucién temporal.
A) Grafica representativa, de 5 experimentos mostrando la respuesta [Ca?']i inducida por
cafeina (aplicada en el tiempo cero) que muestra una onda de Ca?* que inicia en la region
perinuclear (trazo azul), continua en la region citopldsmica (trazo rojo) hasta llegar a la regién
superficial (trazo negro). B) Amplificacion de la fase ascendente de la respuesta de Ca?*.
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8.3 Uso de rianodina para identificar al RyR como canal que es activado por

cafeina en los depdésitos intracelulares de Ca?* reportados por Mag-Fluo-4.

Como se mencion6 en la introduccién, la cafeina ademas de activar al RyR,
activa otros canales de calcio que no son modulados por la rianodina (Guerrero et al.
1994; Corda et al. 1995; Hoesch et al. 2001; Zhang et al. 2007; Ladenburger et al.
2009). Se sabe que la rianodina tiene la caracteristica de interaccionar con el RyR solo
en la conformacion abierta del canal (Pessah & Zimanyi 1991). Ademas, una vez que la
rianodina se ha unido al receptor-canal, ésta impide que el canal se cierre dejandolo semi
abierto o completamente obturado. En el primer caso se espera observar un vaciamiento
de los depoésitos de Ca?*y por lo tanto deberia resultar en la reduccién de la sefial

citoplasmica de Ca?*inducida por cafeina (Gémez-Viquez et al. 2005).

Para determinar si las respuestas de [Ca?']i y [Ca?']. inducidas por cafeina,
implicaba la activacion de RyRs; se aplico la combinacién de cafeina (20 mM) mas
rianodina (100 uM) por 30 segundos, durante la pausa de los 5 minutos, justo después
de la primera aplicacion de cafeina. La segunda y la tercera aplicacion de la cafeina
resultaron en una completa inhibicién de la respuesta de la [Ca?*]i (Figura 8.6-C). Sin
embargo, en la [Ca?*]. se encontraron dos tipos de respuestas diferentes. En la mitad
de las células, el depésito de Ca?* no fue vaciado por rianodina (Figura 8.6-A), mientras
qgue la otra fraccibn de las células mostr6 un gradual y completo vaciamiento del

deposito (Figura 8.6-B).

Sin embargo, la aplicacion de la rianodina si inhibié la reduccion del [Ca?*]Linducido
por la cafeina para ambos tipos de respuestas (Figura 8.6-D). Estos datos sugieren que
una misma concentracién de rianodina puede dejar los RyRs de la regién perinuclear en
estado subconductante (depésito vacio) o completamente bloqueados (depésito lleno).
En conclusién, las respuestas a cafeina involucran la activacion de RyRs en la region

perinuclear.
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Figura 8.6. Efecto de la aplicacién de la combinacidén de cafeina y Rianodina (Ry 100 puM)
en las respuestas de la [Ca?"]i y la [Ca?*]. inducidas por cafeina, en la region perinuclear.
A) y B) Registros representativos de las respuestas de la [Ca?*]i (trazo rojo) y la [Ca?*]. (trazo
verde) al estimulo por cafeina antes y después de la aplicacién de Rianodina C) Pico de las
respuestas de la [Ca?*];, para los tres pulsos de cafeina. D) y F) Reduccion de la sefial Mag-fluo-
4 al final de la aplicacion de los tres pulsos de cafeina. N = 18 ROls, 6 células, *P <0.05 prueba
t de Student pareada, usando la primera respuesta de Ca?*, inducida por cafeina, como referencia.

El mismo experimento, pero en la region citoplasmica, inhibié la respuesta de la
[Ca?*]i, particularmente en el tercer pulso de cafeina (Figura 8.7-C) y se observo el mismo
comportamiento que en la region perinuclear, para el caso de las respuestas de la [Ca?*]L,
donde la respuesta a cafeina, de la mitad de las células, fue bloqueda por el efecto de

rianodina (Figura 8.7-A) y la fraccion restante mostro que el depoésito fue completamente
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vaciado (Figura 8.7-B). Sugieriendo que todos los depésitos reportados por el Mag-Fluo-
4 que son liberables por cafeina, contienen al RyR.

Los depositos intracelulares reportados por el Mag-Fluo-4 y que responden a
cafeina en la region superficial, mostraron ser mas complejos de lo esperado. No todos
los ROIs de esta region fueron sensibles a rianodina, aproximadamente el 25% de los

ROIs analizados fueron resistentes a la aplicacion de este alcaloide, sin embargo,
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responden a cafeina, ya que se observé la reduccion de la [Ca?*]. que no estuvieron

acompafiadas de una cambio transitorio de la [Ca?*]i (Figura 8.8-A).

Estos datos nos sugiere, que en esta regidn, existen canales activados por

cafeina que serian insensibles a rianodina, canales de ese tipo han sido reportados por

diversos grupos (Guerrero et al. 1994; Corda et al. 1995; Hoesch et al. 2001; Zhang et
al. 2007; Ladenburger et al. 2009). El resto de los ROIs (75%) mostré la sensibilidad a

la rianodina que se habia observado en las otras regiones, sugiriendo que en estos

depositos si estaria presente el RyR (Figura 8.8).
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Figura 8.7. Efecto de la aplicacién de Rianodina (Ry 100 pM) en las respuestas de la
[Ca?]; y de la [Ca?']. inducidas por cafeina, en la regién citoplasmica. A) y B) Registros
representativos de las respuestas de la [Ca?'] (trazo rojo) y de la [Ca?]. (trazo verde) al
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estimulo por cafeina antes y después de la aplicacion de Rianodina. C) Pico de las respuestas
de la [Ca?"),, para los tres pulsos de cafeina. D) y E) Reduccion de la sefial Mag-fluo-4 al final de
la aplicacién de los tres pulsos de cafeina. n = 18 ROIs, N = 6 células, *P <0.05 prueba t de
Student pareada, usando la primera de las respuestas de Ca?', inducida por cafeina, como
referencia.
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Figura 8.8. Efecto de la aplicacién de Rianodina (Ry 100 puM) en las respuestas de la
[Ca?*]; y la [Ca?]. inducidas por cafeina, en la regién superficial. A) y B) Registros
representativos de las respuestas de la [Ca?"] (trazo rojo) y la [Ca**]. (trazo verde) al estimulo
por cafeina antes y después de la aplicacion de Rianodina C) Pico de las respuestas de la
[Ca*];, para los tres pulsos de cafeina. D) Reduccion de la sefial Mag-fluo-4 al final de la aplicacién

de los tres pulsos de cafeina. E) ROIs sensibles a rianodina n = 18 ROIs F) ROIs resistentes a
Rianodina, n = 6 ROIs. nt = 24 ROIs, N = 6 células, *P <0.05 prueba t de student pareada, usando
la primera respuesta de Ca?*, inducida por cafeina, como referencia.

8.4 Efecto de la tapsigargina en el calcio citoplasmico y en el luminal, reportados

por Fura-Red y Mag-Fluo-4, respectivamente.

El RS es recargado con Ca?* como resultado de la actividad de la bomba
SERCA, con el objetivo de determinar el origen de las respuestas a cafeina, es decir, si
todos los transitorios de la [Ca?*]i y el cambio de la [Ca?*]. se originaban del RS, se

aplicé, después del primer pulso de cafeina, durante la pausa de los 5 minutos, la
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combinacion de 1 uM de TG y 20 mM de cafeina, el primero es un inhibidor selectivo y
practicamente irreversible de la bomba SERCA, por lo que nos permite determinar si los
depdsitos reportados por el Mag-Fluo-4, localizados en las diferentes regiones
submembranales, son rellenados por la bomba SERCA y por lo tanto corresponden al RS

y ademas, definir la participacion de esta fuente de Ca?* en el incremento de la [Ca?*].
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Se observo que la aplicacion de TG inhibi6 fuertemente la amplitud de la respuesta
a cafeina en el Ca?* intracelular reportado por el fura-red; éste fue el caso en las tres
regiones subcelulares, tanto el segundo como el tercer pulso de cafeina (Figuras
8.9, 8.10 y 8.11). Sin embargo, la sefial de Mag-Fluo-4 present6 dos tipos de diferentes
respuestas, segun la region; en la region perinuclear, la TG inhibié por completo la
recuperacion de la sefial en todos los ROIs analizados, sugiriendo que en esta region se
encuentran mayoritariamente depdsitos de Ca?* parecidos al RS debido a la sensibilidad
presentada a la TG y por lo tanto el mecanismo de captura de Ca?* es
mediante la bomba SERCA (Figura 8.9 panel Ay C).
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Figura 8.9. Efecto de la aplicacién de tapsigargina (TG) en las respuestas de [Ca?']iy Ca?*
luminal inducidas por cafeina, en la regién perinuclear. A) Registro representativo de las
respuestas de Ca?* intracelular (trazo rojo) y Ca?* luminal (trazo verde) al estimulo por cafeina
antes y después de la aplicacion de TG. B) Pico de las respuestas de Ca?" intracelular,
inducidas por cafeina, para los tres estimulos. C) Reduccion maxima de la sefial de Mag-fluo-4
basicamente al final de la aplicaciéon de cafeina para los tres pulsos diferentes. n = 5 células con
3 ROIs por célula, *P <0.05 prueba t de Student pareada, usando la primera respuesta de Ca?*
inducida por cafeina, como referencia.

En la region citoplasmica se presentaron dos comportamientos diferentes en lo que
respecta a la recuperacion de la sefial de Mag-Fluo-4, por un lado, se evidenciaron
regiones resistentes a TG (Figuras 8.10 panel A y F) y por otro, regiones sensibles a
este inhibidor de la bomba SERCA (Figuras 8.10 panel B y E). Es importante mencionar
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gue se encontrd el siguiente patron de respuestas, los ROIs de Mag-Fluo-4 de alta
intensidad fueron totalmente resistentes a TG (Figuras 8.10-A y 8.10-F), mientras que

los ROIs de baja intensidad de fluorescencia fueron inhibidos por TG (Figuras 8.10-B y
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8.10-E). Esto se puede apreciar en la tercera aplicacion de cafeina porque TG inhibio
completamente la reduccion de la [Ca?*]. inducida por cafeina, pero sélo en la mitad de
los ROIs citoplasmaticos (Figura 8.10-D). El analisis detallado de estos ROIs mostro
que los pixeles tenian la misma intensidad, y que la diferencia era el nimero de pixeles
brillantes en cada ROI, siendo el nimero de pixeles mas grande en los ROIs que fueron
resistentes ala TG.

Citoplasmica

1.2 1.2
A 1.0 B 1.0 J— C
g‘o,s —_— ~O. 30
U.%'B 30s & 8 Is
O g -
o2 S -1_-" - o o / —
0.0 Jrawra’ Vo, L T a / . mn
ZZ (Caff ° L JERE L Aleletsr B
o +TG) o, J SIS e TESYRTY. WL
L £ :
E’O'e g +T. /
“os — J— — o Q)
—i | —EGT_A_E@ - el EGTA £
_oa —f _— __‘
L — — — —
< E,E
- 2nd
0.8
0 ss ss SS cafr - ss ss SS  caff 4 1st 2nd 3rd
Caff Ccaff ss -0 caff Caff ss o TG
. L
Sensible ¢ Resisténte
D 00 1st 2nd 3rd E 00 1st 3rd E Iy Il B
LLLLJ .
T o .
— L
o -0.2 sose [T T EVYVe T 02 12
LL s o0 e —E— A A
i e a I T 1] ata < é
(111} [ ]|
< ( IX1] J
0.4 (1] A 0.4 T 04 * = .
* *
TG f
-0.6" 06 TG 0 16

Figura 8.10. Efecto de la aplicacion de tapsigargina (TG) en las respuestas de la [Ca?*]iy del
Ca? luminal inducidas por cafeina, en laregién citoplasmica. A) ROI representativo de Mag-
Fluo-4 con alta fluorescencia, estos fueron refractarios al efecto de la TG (trazo verde), aunque la
respuesta de la [Ca®']i fue totalmente inhibida (trazo rojo). B) ROI representativo con poca
intensidad de Mag-Fluo-4 que es sensible a TG (trazo verde). C) Inhibiciéon de los transitorios de
la [Ca?']i D) Dos diferentes tipos de efectos de la TG en las respuestas de la [Ca?]. inducidas
por cafeina. E) ROIs con baja fluorescencia de Mag-Fluo-4 fueron sensibles a tapsigargina (n =
12). F) ROIs con Mag-Fluo-4 de alta intensidad fueron resistentes a tapsigargina (n = 12). N
4 células con 6 ROIs por célula, *P<0.05 prueba t de Student pareada, usando la primera
respuesta de Ca?* inducida por cafeina como referencia.

71



Finalmente, en la region superficial el efecto de TG present6 también respuestas
heterogéneas, en el Ca?* luminal. Hubo ROIls donde se observé claramente depésitos
sensibles a TG y también se encontraron ROIs que fueron claramente resistentes a TG,
mientras que algunos ROIs mostraron un efecto mixto, parcialmente sensible y
parcialmente resistente, probablemente debido a que ambos depdsitos caben dentro de

un mismo ROI (Figura 8. 11).
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Figura 8.11. Efecto de la aplicacion de tapsigargina (TG) en las respuestas de la [Ca?']i y del
Ca?" luminal inducidas por cafeina, en la region superficial. A) ROI representativo que
contiene el deposito sensible a TG (trazo verde), mientras la respuesta de la [Ca?*]; esta inhibida
(trazo rojo). B) ROI representativo resistente a TG (trazo verde), sin embargo, el transitorio de la
[Ca?*) si estd inhibido. C) Respuestas de la [Ca?'] en los tres pulsos de cafeina. D) Dos
diferentes tipos de efectos de la TG en las respuestas de la [Ca?']. inducidas por cafeina. E)
ROls sensibles a tapsigargina (n = 11). F) ROIs resistentes a tapsigargina (n = 9). N = 4 células
con 5 ROIs por célula, *P<0.05 pruebat de Student pareada, usando la primera respuesta de Ca?*
inducida por cafeina como referencia.

8.5 Uso de la bafilomicina y del cloruro de amonio (NH4Cl) para identificar otro

mecanismo de captura de Ca?* de los depdsitos insensibles a tapsigargina.

Con la finalidad de identificar el mecanismo de captura de calcio presente en los
depdsitos de Ca?* que fueron resistentes a la tapsigargina, las células fueron tratadas
con 100 nM de bafilomicina (inhibidor de la ATPasa de protones) mas cafeina, durante
la primera pausa de 5 min. Esto con la idea de que los dos principales depdsitos

intracelulares de Ca?* son el RS y los depoésitos &cidos, en éste el mecanismo de

73



acumulacién de Ca?* depende del gradiente de protones. Un ejemplo de este tipo de

depdsito serian los lisosomas (Xu et al. 2012).
La respuesta de la [Ca?*]i inducida por la cafeina mostré una pequefia, pero

significativa, disminucion debido a la aplicacion de bafilomicina en todas las regiones

subcelulares estudiadas (Figuras 8.12, 8.13 y 8.14), sugiriendo que estos depdsitos a
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los que nombramos “acidos”, debido a que requieren de la bomba de protones para ser
rellenados, se encuentran presentes en todas las regiones subcelulares, aunque
aportan muy poco Ca?* al citoplasma en respuesta a la cafeina. Esto se puede concluir
cuando se compara el efecto de la TG, la cual inhibié completamente el transitorio de
Ca?*, con el de la bafilomicina que sélo lo hizo en una pequefia fracciéon. Con respecto
al efecto en la [Ca?'], ésta no se vio grandemente afectada por la bafilomicina, sin
embargo, en el tercer pulso de cafeina se observo una ligera pero significativa disminucion
de la caida de la sefial de Mag-Fluo-4, indicando que una pequefia porcion

de los depdsitos que estan cercanos al ndcleo, son de naturaleza acida (Figura 8.12-C).
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Figura 8.12. Efecto de la aplicacién de bafilomicina (BF) en las respuestas de la [Ca?']iy la
[Ca?]. inducidas por cafeina, en la region perinuclear. A) Registro representativo de las
respuestas de la [Ca?"]i (trazo rojo) y la [Ca®*]. (trazo verde) al estimulo por cafeina antes y
después de la aplicacion de BF. B) Amplitud de las respuestas de la [Ca?'];, para los tres diferentes
pulsos de cafeina. C) Reduccion de la sefal de Mag-fluo-4 al final de la aplicacién de cafeina. N
= 5 células con 3 ROIs por célula, *P <0.05 prueba t de Student pareada, usando la primera
respuesta de Ca?*, inducida por cafeina, como referencia.

Como se mostro anteriormente, algunos de los depdsitos de la region

citoplasmica y otros de la superficial mostraron cierta resistencia a la TG (Figura 8.10 y

75



8.11), por ello el interés de conocer si en estas regiones, existen depdsitos “acidos”,
sensibles a bafilomicina. La aplicacion de este inhibidor también disminuyé el transitorio

de Ca?* en la region citoplasmica (Figura 8.13-C) y con respecto a la respuesta de la
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[Ca?*]L reportado por el Mag-Fluo-4, se observé lo contrario a lo que se mostré con la
aplicacion de tapsigargina, ya que los ROIs que tenian alta intensidad de fluorescencia
fueron los que mostraron inhibicion por bafilomicina (Figura 8.13-A y E), mientras que
los ROIs con poca intensidad fueron resistentes a bafilomicina (Figura 8.13-B y F).
Sugiriendo que en esta region existen dos depositos, los que tienen poca intensidad de
Mag-Fluo-4 que son el RS y los de alta intensidad son los llamados depdésitos “acidos”.
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Figura 8.13. Efecto de la aplicacion de bafilomicina (BF) en las respuestas de la [Ca*]i y
del Ca? luminal inducidas por cafeina, en la regién citoplasmica. A) ROI representativo que
contiene el depdsito insensible a BF (trazo verde), con baja intensidad de Mag-Fluo-4 B) ROI
sensible a BF (trazo verde), con alta fluorescencia de Mag-Fluo-4. C) Amplitud de las
respuestas de la [Ca?'] intracelular inducida por cafeina. D) Dos diferentes efectos de la BF en
las respuestas de la [Ca?]. inducidas por cafeina. E) ROIs con Mag-Fluo-4 con alta
fluorescencia que son sensibles a la BF (n = 9 ROIs). F) ROIs con poca fluorescencia de Mag-
Fluo-4 que muestran resistencia a BF (n = 7 ROIs, cuatro no se pueden distinguir porque tienen
la misma amplitud). N = 4 células con 4 ROIs por célula. *P <0.05 prueba t de Student pareada,
usando la primera respuesta de Ca?* inducida por cafeina como referencia.

Finalmente, la regién superficial también mostr6 ese mosaico de diferentes

sensibilidades a bafilomicina en una misma célula (Figura 8.14), sugiriendo una vez

7



mas que esta region tiene presentes ambos depdsitos, el RS y los depdsitos acidos,
pero que se traslapa en un mismo ROI.
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Figura 8.14. Efecto de la aplicacion de bafilomicina (BF) en las respuestas de [Ca?']i y de
la [Ca?*]. inducidas por cafeina, en la region superficial. A) y B) Registros representativos
de las respuestas de la [Ca?*] (trazo rojo) y la [Ca?*]. (trazo verde) al estimulo por cafeina antes
y después de la aplicacion de BF. C) Pico de las respuestas de la [Ca*], para los tres
diferentes pulsos de cafeina. D) La aplicacibn de BF mostré dos diferentes efectos en las
respuestas de la [Ca?"]. inducidas por cafeina. E) ROIs con Mag-Fluo-4 que son sensibles a la
BF (n = 12 ROIs). F) ROIs que muestran resistencia a la BF (n = 8 ROIs). N = 4 células con 5
ROIs por célula. *P <0.05 prueba t de Student pareada, usando la primera respuesta de Ca?*
inducida por cafeina como referencia.

Otro enfoque para abordar la presencia de depoésitos “acidos” de Ca?* es inhibir
la captacion de Ca?* por la alcalinizacion del lumen con NH4Cl (Christensen et al. 2002).
Una breve exposicion de las células a 18 mM de NH4ClI produjo, en todas las regiones
analizadas, una pequefia pero significativa inhibicion en las respuestas de Ca?*
intracelular (Figuras 8.15-8.17), esto fue similar a lo observado con bafilomicina. Por
otro lado, se observé una clara inhibicion de las respuestas de la [Ca?*]L pero s6lo en

una fracciéon de los ROIs de las regiones citoplasmicas y superficiales (Figuras 8.16-B y
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8.17-B) pero no en la region perinuclear (Figura 8.15).
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Figura 8.15. Efecto de la aplicacion de Cloruro de Amonio (NH4CI) en las respuestas de la
[Ca?*]; y la [Ca?']. inducidas por cafeina, en la region perinuclear. A) Registro representativo
de las respuestas de la [Ca?']; (trazo rojo) y la [Ca?*]. (trazo verde) al estimulo por cafeina antes
y después de la aplicacion de 18 mM de NH4CI. B) Amplitud de las respuestas de la [Ca?'] para
los tres diferentes pulsos de cafeina. C) Reduccion de la sefial Mag-fluo-4 al final de la
aplicacion de cafeina. N = 3 células con 3 ROIs por célula, *P <0.05 prueba t de Student
pareada, usando la primera respuesta de Ca?*, inducida por cafeina, como referencia.
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Figura 8.16. Efecto de la aplicacion de Cloruro de Amonio (NH4Cl) en las respuestas de la
[Ca?*]; y la [Ca?']. inducidas por cafeina, en la region citoplasmica. A) y B) Registros
representativos de las respuestas de la [Ca?'] (trazo rojo) y la [Ca?*]. (trazo verde) al estimulo
por cafeina antes y después de la aplicacion de 18 mM de NH4Cl. C) Amplitud de las respuestas
de la [Ca?")i para los tres diferentes pulsos de cafeina. D) Reduccién de la sefial de Mag-fluo-4
al final de la aplicacion de cafeina E) ROls resistentes al NH4Cl, (n = 6) F) ROIs sensibles al
NH.CI, (n = 3). n = 9 ROIs en total, 3 células, *P <0.05 prueba t de Student pareada, usando la

primera respuesta de Ca?*, inducida por cafeina, como referencia.
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Una diferencia importante es que el efecto del NH4Cl fue totalmente reversible en
20 minutos, ya que con las aplicaciones subsecuentes de cafeina se obtuvo una
respuesta similar a la del control, lo que no fue el caso con la bafilomicina Al, lo cual
concuerda con lo reportado de que este inhibidor es irreversible (Yoshimori et al. 1991;
Gekle et al. 1995).
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Figura 8.17. Efecto de la aplicaciéon de Cloruro de Amonio (NH4Cl) en las respuestas de la
[Ca?]; y la [Ca?]. inducidas por cafeina, en la regién superficial. A) y B) Registros
representativos de las respuestas de la [Ca?']i (trazo rojo) y la [Ca?*]. (trazo verde) al estimulo
por cafeina antes y después de la aplicacion de 18 mM de NH4Cl. C) Amplitud de las respuestas
de la [Ca?"]i para los tres diferentes pulsos de cafeina. D) Reduccién de la sefial de Mag-fluo-4
al final de la aplicacion de cafeina. E) ROIls resistentes al NH4Cl, (n = 6). F) ROIs sensibles al
NH4CI, (n = 6). n = 12 ROIs en total, 3 células, *P <0.05 prueba t de Student pareada, usando la
primera respuesta de Ca?*, inducida por cafeina, como referencia.

8.6 Efecto de la combinacion de bafilomicina y tapsigargina para determinar si

existe un tercer tipo de depésito intracelular de Ca?*.

Con el objetivo de saber, si s6lo existen dos mecanismos de captura de Ca?* y
por lo tanto dos depositos diferentes, se aplico, durante la pausa de 5 minutos, la
combinacién de cafeina junto con tapsigargina y bafilomicina, después del primer pulso
de cafeina, esto con el fin de inhibir a la bomba SERCA y a la ATPasa de protones. Como

era de esperarse la respuesta de la [Ca?*]i se vio totalmente inhibida en todas las
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regiones de la célula (Figura 8.18, 8.19 y 8.20), esto sugiere, junto con los datos

anteriores, que el depdsito principal que aporta Ca?* al citoplasma es el RS y que los

depdsitos acidos realmente aportan muy poco Ca?* debido a su baja capacidad de

amortiguar este ion.

Por otra parte, se observé una fuerte inhibicion de la disminucion de la [Ca?*]L en

la region perinuclear, revelando que, en esta regidon, como ya se habia comentado

antes, se encuentra principalmente el RS y algunos depdsitos acidos (Figura 8.18-C).
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Figura 8.18. Efecto de la aplicacién conjunta de BF mas TG, en las respuestas de la [Ca?");
y la [Ca?*]. inducidas por cafeina, en la region perinuclear. A) Registro representativo de las
respuestas de la [Ca?'] (trazo rojo) y la [Ca?*|. (trazo verde) al estimulo por cafeina antes y
después de la aplicacién de BF + TG. B) Amplitud de las respuestas de la [Ca?*];, para los tres
pulsos de cafeina. C) Reduccién de la sefial de Mag-fluo-4 al final de la aplicacion de cafeina. n
= 12 ROIs, N = 4 células, *P <0.05 prueba t de Student pareada, usando la primera respuesta

de Ca?*, inducida por cafeina, como referencia.

Al igual que la region perinuclear, la regién citoplasmica en ambas respuestas

([Ca?*]iy [Ca?*]L) se vieron fuertemente inhibidas por la combinacién de bafilomicina y

tapsigargina (Figura 8.19), concluyendo que en esta regién existen en su mayoria, dos
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depdsitos de Ca?*; por un lado, uno que es dependiente de la bomba SERCA y el otro

dependiente de la ATPasa vacuolar de protones.
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Figura 8.19. Efecto de la aplicacién conjunta de BF mas TG, en las respuestas de la [Ca?*);
y la [Ca?]. inducidas por cafeina, en la regién perinuclear. A) Registro representativo de las
respuestas de la [Ca?*]i (trazo rojo) y la [Ca?*]. (trazo verde) al estimulo por cafeina antes y
después de la aplicacion de BF + TG. B) Amplitud de las respuestas de la [Ca*']i para los tres
pulsos de cafeina. C) Reduccién de la sefial de Mag-fluo-4 al final de la aplicacion de cafeina. n
=12 ROIs, N = 4 células *P <0.05 prueba t de Student pareada, usando la primera respuesta de
Ca?*, inducida por cafeina, como referencia.

En cuanto a la region superficial, se observd que en algunos de los ROIls
(aproximadamente el 25%) la respuesta a cafeina en la [Ca?*]. no se inhibié (Figura
8.20-F), esto sugiere que existe un tercer mecanismo de captura de Ca?* cerca de la
membrana plasmatica y por ende un tercer tipo de almacén intracelular de este ion, el
cual seria sensible a la cafeina y acumularia Ca?* por un mecanismo desconocido que

no involucra a la bomba SERCA, ni a la bomba de protones.

Con el fin de evaluar si el tercer depdsito, que fue mas evidente en la region
superficial (ver Figura 8.20), y que es insensible a TG y BF, esta el RyR o un canal
activado por cafeina, se pre-incubaron las células con 1 uM de TG y 100 nM de BF por

diez minutos, antes de cualquier estimulo. Después del tiempo de pre-incubacion se
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utilizé el protocolo del triple pulso de cafeina, donde después del primer pulso de
cafeina se aplicé 100 uM de rianodina (Figura 8.21).
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Figura 8.20. Efecto de la aplicacién conjunta de BF mas TG, en las respuestas de la [Ca?'];
y la [Ca?"]. inducidas por cafeina, en la region superficial. A) y B) Registros representativos
de las respuestas de la [Ca?']i (trazo rojo) y la [Ca?*]. (trazo verde) al estimulo por cafeina antes
y después de la aplicacién de BF + TG. C) Amplitud de las respuestas de la [Ca?*]i para los tres
pulsos de cafeina. D) Reduccién de la sefial de Mag-fluo-4 al final de la aplicacion de cafeina.
E) ROIs sensibles a la combinaciéon de tapsigargina mas bafilomicina, n = 9 F) ROIs resistentes
a la combinacion de los inhibidores n = 3. n = 12 ROIs, N = 4 células, *P <0.05 pruebat de Student
pareada, usando la primera respuesta de Ca?*, inducida por cafeina, como referencia.

Como era de esperarse la aplicacion cronica de TG y BF, inhibi6 los transitorios de
la [Ca?*]i, en todas las regiones celulares, mientras que en la sefial luminal tanto en la
region perinuclear, citoplasmica y algunas superficiales se inhibié por completo la
recuperacion de la [Ca?*]. (Figura 8.21-A-C), mientras que el depdsito que es resistente
a TG y BF mostré también resistencia a la rianodina, a pesar de que se present6
respuesta a la cafeina (Figura 8.21-D), sugiriendo que en este tercer deposito no esta el

RYR, pero mas bien lo que pudiera ser un canal sensible a cafeina.
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De todos los ROIs analizados en la region superficial, se observdé que
aproximadamente el 25% era resistente a tapsigargina, bafilomicina y a rianodina
(Figura 8.22), esto ultimo consistente con lo encontrado en la figura 8.20, anteriormente
descrita.
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Figura 8.21. Efecto de la pre incubacién de tapsigargina y bafilomicina con la
subsecuente aplicaciéon de Rianodina (Ry 100 pM) en las respuestas de la [Ca?']i y [Ca®'].
inducidas por cafeina. Registros representativos de las respuestas de la [Ca?']; (trazo rojo) y la
[Ca?"]. (trazo verde) al estimulo por cafeina antes y después de la aplicacion de la Ry. A) En la
regiéon perinuclear. B) Regién citoplasmica. C y D) Representativos en la region superficial. n =
12 ROIs, en N = 4 células.
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Figura 8.22. Efecto de la pre incubacion con tapsigargina y bafilomicina y la subsecuente
aplicacién de Rianodina (Ry) 100 uM en las respuestas de la [Ca?']. inducidas por cafeina.
Se presentan las respuestas en n = 12 ROIs, N = 4 células de diferentes preparaciones,
*p<0.05, pruebat de Student pareada, tomando como referencia el primer pulso de cafeina.
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8.7 Analisis de colocalizacién del indicador Mag-Fluo-4 con los colorantes para

reticulo endoplasmico, lisosomas y mitocondria.

Con el objetivo de conocer en que compartimentos intracelulares se encuentra el
colorante Mag-Fluo-4, se utilizaron los siguientes indicadores de organelos con la finalidad
de estudiar su cololocalizacién con el indicador de Ca?*; el ER-Tracker (BODIPY-Texas
Red Glibenclamida) como indicador del reticulo endoplasmico, Lyso Tracker Red para
los lisosomas y Tetrametii Rodamina Etil Ester Perclorato (TMRE) para las

mitocondrias.

En el caso del indicador del reticulo (ER-Tracker), éste mostr6 una baja
colocalizacion con el Mag-fluo-4 de alrededor del 40% en las regiones tanto
citoplasmica como superficial, mientras que en la regién perinuclear fue del 60%,
(Figura 8.23-D). Esto nos sugiere que la sefial de Mag-Fluo-4 que proviene de la region
perinuclear. refleja principalmente el depésito de Ca?* contenido en el RS y que ademas
coincide con los resultados obtenidos utilizando tapsigargina (ver seccion 8.3), que
mostraron que dicho inhibidor tiene un efecto preponderante en esta region subcelular.

Por otra parte, se realizaron analisis de los distintos ROIs de la region citoplasmica,
donde se observo que el Mag-Fluo-4 no colocalizé con la sefial de ER- Tracker (Figura
8.23-D y 8.23-J), ademas que la sefal del ER-Tracker no colocaliz6 con Mag-Fluo-4
(Figura 8.23-I), por lo tanto, en esta region se evidencidé una correlacion inversa entre la
sefal del indicador de RE (ER-tracker) y el Mag-Fluo-4 (Figura 8.23-K).

Con respecto a LysoTracker, éste colocaliza solo el 35% en la region perinuclear.
25% en la regidon superficial y el 20% en la citoplasmica. En esta dltima region, los
puntos del LysoTracker no coincidieron con ningun ROI de Mag-Fluo-4 (Figura 8.23-L)
sugiriendo que el 20% de colocalizacion podria deberse, en su gran mayoria, a una
distribucion de caracter aleatorio (alrededor del 10%) y la tamafio tan grande del pixel
(Dunn et al. 2011), por lo tanto, en nuestras condiciones de registro, no pudimos

detectar la presencia del Mag-Fluo-4 dentro de los lisosomas.
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Figura 8.23. Colocalizacion de Mag-Fluo-4 con ER-Tracker o con LysoTracker. Imagen
deconvolucionada de una célula del muasculo liso teflida con A) Mag-fluo-4 (sefial verde) y B)
ER-Tracker (sefial roja) C) Fusién de las imagenes mostradas en Ay B. D) Colocalizacion de
Mag-Fluo-4 con ER-Tracker en las tres regiones de la célula. Célula de musculo liso tefiida con
E) Mag-fluo-4 y F) LysoTracker G) Fusién de las imagenes mostradas en los incisos E y F. H)
Colocalizacion de Mag-Fluo-4 con LysoTracker en las tres regiones subcelulares. |) Grafico
representativo de un ROI citoplasmico con alta fluorescencia para ER-Tracker pero con baja
fluorescencia para Mag-Fluo-4. J) Gréfico representativo de un ROI citoplasmico con alta
intensidad de Mag-Fluo-4 pero con baja de ER-Tracker. K) Analisis de 12 ROIs citopldsmicos en
cuatro células diferentes, mostrando la relacién inversa entre las intensidades de fluorescencia de
Mag-Fluo-4 y de ER-Tracker. L) Grafico representativo de un ROI citopldsmico con alta
fluorescencia para LysoTracker, que no colocaliza con una sefial de Mag-Fluo-4. M) Gréfico
representativo de un ROI citopldsmico con alta intensidad de Mag-Fluo-4 pero sin sefial de

LysoTracker. En los andlisis de colocalizacion (coeficiente de Manders), se analizaron 5 células
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utilizando 7 ROIs perinucleares, 12 ROls citopldsmicos y 16 ROIs superficiales. * P <0,05
utilizando ANOVA de una via y Dunnett usando la region citoplasmica como referencia.
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Finalmente, el analisis de colocalizacion de Mag-Fluo-4 con TMRE (mitocondrias)
arrojo que este indicador de Ca?" no coincide con las mitocondrias (Figura 8.24),
sugiriendo que el Mag-Fluo-4, en las condiciones de cargado empleadas en este

proyecto, no esta reportando el cambio en la concentracién de la [Ca?*] mitocondrial.

o
o

Mander’s Coefficient
o
N

© o
o N

Perinuclear Cytoplasmic  Superficial

Figura 8.24. Colocalizacion de Mag-Fluo-4 con el indicador de mitocondrias (TMRE).
Imagen deconvolucionada de una célula del muasculo liso tefiida con A) Mag-Fluo-4 (sefial
verde) y B) Tetrametil-Rodamina (TMRE) (sefial roja) C) Fusién de las imagenes mostradas en
los incisos Ay B. D) Colocalizacién de Mag-Fluo-4 con TMRE en las tres regiones de la célula.

8.8 Efecto de la ausencia de Mg?* en la sefial del Mag-Fluo-4 en las células de

musculo liso.

Debido a que el Mag-fluo-4 es un acido tricarboxilico puede unir al Mg?* con
mayor afinidad que lo haria el Fluo-4 (tetracarboxilato), decidimos estudiar el efecto de
este ion divalente en la sefial de Mag-Fluo-4. Con este fin se procedio a incubar a las
células por una hora con la misma solucion salina (SS) pero sin la adicibn de magnesio
(para su composicion véase el apartado de soluciones y sustancias), con la finalidad de
determinar si los depdsitos observados en la region superficial se debian principalmente

a este ion divalente.
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Los resultados obtenidos mostraron que, al contrario de lo esperado si la sefial
fuese debida al magnesio, las vesiculas con alta sefial de Mag-Fluo-4 que se encontraban
en la periferia de la célula, aumentaron su sefial en ausencia de magnesio. Estos datos
sugieren que los compartimentos reportados por el indicador, no parecen ser depositos
de magnesio (Figura 8.25). En el grafico de la figura 8.25 se observa que la frecuencia
de pixeles con una mayor intensidad de fluorescencia (rango de 80-200)

aumento en la célula pre-incubada en solucion sin magnesio con respecto al control.
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Figura 8.25 Efecto de la incubacién de las células en solucion salina, con o sin 2 mM de
magnesio, en la sefial del Mag-Fluo-4. La imagen superior nos muestra una célula incubada
con la solucién con Mg?* y la imagen de la derecha proviene de una célula que estaba en
solucion salina carente de magnesio. El histograma muestra como la ausencia de magnesio
resulté en un incremento de la intensidad de los pixeles (recuadro).
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9. DISCUSION

El enfoque que se utilizd en los registros simultdneos de Ca?* en la
presente tesis nos permitid una mejor resolucion espacial, debido a la exploracion por
regiones de interés a nivel subcelular, aunque se sacrificO parcialmente la resolucion
temporal, ya que el tiempo entre cada imagen, fue de 1.98 segundos, lo necesario para
observar los transitorios de Ca?* inducidos por cafeina, los cuales son un poco mas
rapidos en comparacién de la reducciéon de la [Ca?']., sin embargo, esta resolucion
temporal no nos permitié la adquisicién simultanea de las dos longitudes de onda del
Fura-Red, necesarias para obtener los cambios cuantitativos de la [Ca?']i, por esta

razén, sélo se reportd las variaciones cualitativas en la [Ca?"]..

Nuestros datos sugieren que no existe una relacién univoca entre las sefiales
de Mag-Fluo-4 y el Ca?* citoplasmico reportado por el Fura-Red, esto se puede deber a
la complejidad de los depdsitos intracelulares de Ca?* donde el Mag-Fluo-4 esta
localizado. Con respecto a este Ultimo indicador, esta reportado que se usa
ampliamente para estudiar los cambios en la [Ca?*]., tanto del ER (Laude et al. 2005;
Gerasimenko & Tepikin 2005; Flourakis et al. 2006; Choi et al. 2006; Myoung et al.
2002) o el RS (Dagnino-Acosta & Guerrero-Hernandez 2009; Shmigol et al. 2001b) en
diferentes tipos de células. Parece que este indicador de Ca?* tri-carboxilico (ver
férmula en la figura 7.2) se puede incorporar por medio de algun transportador (ain no
identificado) en el RE o en el RS y a partir de aqui, debido a la falta de un mecanismo
de retencion en el RE/RS, el fluoréforo puede emigrar a otros organelos intracelulares
(Diercks et al. 2016; Gerasimenko et al. 2014).

Esta aparente limitacion de que el indicador no se ubica solamente en un solo
tipo de organelo, funcioné a nuestro favor en este estudio, ya que logramos registrar
los cambios en la [Ca?*]. en respuesta a la cafeina tanto en el RS en depdsitos acidos de
naturaleza indeterminada y en un tercer depdésito que requiere mayor estudio, puesto que

lo Unico que sabemos es que presenta resistencia a bafilomicina, tapsigargina y rianodina.
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Los diferentes depdsitos intracelulares de Ca?* que se han reportado en
diversos tipos celulares, se han caracterizado comunmente por su sensibilidad a los
agentes liberadores de Ca?*, ya sea fisioldgicos o farmacoldégicos (como cafeina,
rianodina, tapsigargina, ionomicina, IPs, ADPRc, entre otros). Se ha observado en
diferentes tipos celulares la existencia de depdsitos de Ca?* que son sensibles a IP3,
tapsigargina y ionomicina (Churchill & Louis 1999; Pizzo et al. 1997), pero en el
presente trabajo nosotros utilizamos a la cafeina como agente liberador de los
depositos de Ca?* intracelulares en las células de musculo liso de la vejiga de cobayo y
de ahi partimos para conocer los depositos liberables por este agente farmacologico,

hasta ahora descrito como un activador del RyR.

Las respuestas a cafeina se observaron tanto para la [Ca?*]. como para la
[Ca?*]i en los diferentes ROIs definidos para las tres regiones subcelulares; éstas fueron
la perinuclear, citoplasmatica y la superficial. Previamente se ha demostrado que,
utilizando ya sea rianodina fluorescente (Gomez-Viquez et al. 2010) o anticuerpos
contra el RyR (Nicholas P Kinnear et al. 2008; Gilbert et al. 2014; X. Yang et al. 2005),
este canal esta presente en estas tres regiones. Ademas, diversos estudios han
demostrado que en estas diferentes regiones se encuentran diferentes isoformas del RyR.
RyR3 se expresa principalmente en la region perinuclear, mientras que RyR2 es
abundante en el area citoplasmatica y RyR1 se enriquece en la region superficial de las
células del musculo liso (Clark et al. 2010). Por otra parte, se ha reportado que la
bomba SERCA se localiza principalmente en las regiones perinuclear y superficial
mientras que la regién citoplasmatica tiene un nivel reducido de la expresion de dicha
bomba (Gomez-Viquez et al. 2010; Clark et al. 2010). Por ello, la importancia de
estudiar en estas tres diferentes regiones, la sensibilidad tanto a rianodina como a la

tapsigargina.

Algo importante a recalcar es que, en todos los registros de Ca?* simultaneos
realizados, se observo que el Mag-Fluo-4 reporta principalmente depositos intracelulares
de Ca?* que responden a cafeina y que requieren la presencia de Ca?* externo para su
recuperacion. Ademas, las respuestas a cafeina reportadas por el Fura- Red en los
controles tanto del primero, segundo y tercer pulso de cafeina nos muestra que pareciese

haber una difusién del ion Ca?* que va desde la regién perinuclear, hacia
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el citoplasma y finalmente llega a la region superficial. Esto fue corroborado usando la
configuracion de mono-linea del microscopio confocal, que nos mostré6 que la onda
tarda en llegar de la region perinuclear a la superficial, aproximadamente 2 segundos.
Este mismo comportamiento se ha demostrado en otros tipos de células, donde se ha
observado que el Ca?* liberado del area perinuclear viaja en forma de una onda de Ca?*
gue se propaga a la periferia de la célula (Rooney et al. 1990; Olson et al. 2012; Cohen
et al. 2009)

En diferentes tipos de células, se ha propuesto que la propagacion de la onda
de Ca?* que viaja a través del citoplasma celular requiere la participaciéon de un evento
de liberacion de calcio inducido por calcio (CICR) para que la onda se mantenga de la
misma amplitud a todo lo largo de su travesia (Meyer & Stryer 1991; McCarron et al.
2010). Sin embargo, nuestros datos sugieren que los RyRs presentes en las
regiones subcelulares, superficial y citoplasmatica, no responden inicialmente a la
cafeina, mientras que si lo hacen los receptores de la regién perinuclear;
aparentemente, lo hacen después de que la onda de Ca?* se inicia en la regién perinuclear
en respuesta a la cafeina, debido a que se recargan con calcio. Una alternativa que nos
parece poco viable seria que la onda de calcio citoplasmica se mueve en un medio
refractario a dicho ion y eso explicaria por qué solo el depdésito perinuclear responde a la
cafeina. Sin embargo nuestra experiencia es contraria a la idea de que el citoplasma
es refractario a la onda de Ca?* puesto que hay muchos sitios de unién a Ca?* que ademas

no son saturables (Guerrero et al. 1994).

Se sabe que la cafeina aumenta la probabilidad de apertura de los RyRs,
incluso en presencia de nM de la [Ca?']i (Meissner 1986); por otro lado, el retirar la
cafeina conduce a la rapida desactivacion de los RyRs (Rousseau et al. 1988). Nuestro
protocolo experimental implicé la exposicion a la cafeina, en presencia de Ca?* externo,
durante sélo 30 s, y luego la perfusiéon con soluciéon salina libre de Ca?* durante otros 30
s. Esto inhibié la recuperacion tanto del RS como de las reservas acidas de Ca?*, lo que
implica la necesidad de una [Ca?*] externo, en el orden de mM, para recuperar los niveles
de la [Ca?']. basal en los depésitos intracelulares. Parece que los diferentes tipos de
depdsitos se rellenan con Ca?* que proviene de la superficie de la célula, lo que es

comprensible para la region citoplasmatica, que tiene reducida la expresion de la
98



bomba SERCA, pero ese no es el caso para la region perinuclear (Clark et al. 2010). La
necesidad de Ca?" externo para rellenar estos depdsitos, probablemente se deba al
hecho de que la [Ca?']i ya ha regresado a los niveles previos a la estimulacién con
cafeina, antes de que se cerrasen los RyRs; entonces es comprensible que, después
de que se retira la cafeina y se cierran los RyRs, la actividad de la bomba SERCA seria
baja debido a que el nivel de la [Ca?*]i estd muy cerca del basal y esto ralentizaria la
recuperacion de Ca?* en los depdsitos, a menos que hubiese calcio externo que estaria
entrando de forma continua y seria amortiguado por los depdsitos intracelulares de Ca?*

para evitar que el citoplasma incremente sus niveles basales.

Ademas, nuestros datos muestran que, tanto la tapsigargina como la
rianodina inhiben completamente la respuesta de la [Ca?*]i sin la inhibicion completa de
la respuesta de la [Ca?*]L, de todas las regiones subcelulares, sugiriendo que existe una
fuente oculta de Ca?*, puesto que el indicador de Ca?* luminal no pareciese verla en
reposo. Esta poza oculta de Ca?* se propone que son las proteinas amortiguadoras de
Ca?* del reticulo, como son la calreticulina, la calnexina y la calsequestrina que estan
secuestrando este ion en el lumen de RS (Dagnino-Acosta & Guerrero-Hernandez
2009; Perez-Rosas et al. 2015). Se ha observado in vitro, que la calsequestrina
presenta diferentes estados conformacionales segin el nivel de Ca?*, formando
dimeros y luego polimeros de la proteina, proponiendo que ésta es una forma de
atrapar Ca?* que no esta en equilibrio con el Ca?* libre del reticulo y que constituye una
fuente de Ca?* no detectada con colorantes que miden el calcio libre del reticulo (Park
et al. 2004).

Por otro lado, el hecho de que la respuesta de la [Ca?*]L a la cafeina fuera
completamente inhibida por la rianodina, tanto en los ROIs perinucleares y la mayoria
de los ROIs citoplasmaticos, sugiri6 que aparte del RS, los depdsitos acidos de Ca?*
también expresan RyRs genuinos, que son sensibles a la aplicacion de 100 uM de
rianodina. Los ROIs que mostraron sensibilidad a la bafilomicina (depdsitos acidos) nos
permitieron separar estos depdsitos de Ca?* no sélo en la regiéon citoplasmica, sino

también en las regiones perinuclear y superficial.
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Previamente se ha demostrado que la tapsigargina reduce la capacidad
amortiguadora de Ca?* del RS (Guerrero-Hernandez et al. 2010; Perez-Rosas et al.
2015; Dagnino-Acosta & Guerrero-Hernandez 2009) y los datos que se muestran aqui
basicamente corroboran esta idea, ya que la tapsigargina inhibié completamente el
transitorio de la [Ca?']i en todas las regiones subcelulares y ademas se inhibi6
completamente la recuperacion de la [Ca?*]. reportado por el Mag-Fluo-4 en la region
perinuclear, en algunas citoplasmicas y en algunas superficiales. Sin embargo, la
resolucion subcelular nos permitié sugerir que la presencia de mM [Ca?*] externo es
necesaria para el transporte de Ca?' desde la superficie de la célula a la region
perinuclear, tanto para el RS como para los otros depésitos de Ca?",

La region citoplasmica fue particularmente importante en este estudio
porque se pudo separar el RS (definido por su sensibilidad a tapsigargina, un inhibidor
potente, especifico e irreversible de la bomba SERCA) de los depdsitos acidos de Ca?*
(definida asi por nosotros por la sensibilidad a bafilomicina, un inhibidor especifico,
potente e irreversible de la ATPasa de H* tipo V). El uso de bafilomicina A1 es un
enfoque bien establecido para identificar los depédsitos acidos sin alterar el Ca?*
almacenado en el RS o ER (Jiang et al. 2013; Ogunbayo et al. 2011). Ademas, los
depdésitos acidos los identificamos en estas células también porque se inhibio la
recuperacion de las respuestas a cafeina, de forma transitoria, por el tratamiento con
NH4Cl. La alta permeabilidad del NHs produce la alcalinizacion de los depdésitos acidos
de Ca? que disminuye la fuerza proton-motriz para la acumulacion de Ca?
(Christensen et al. 2002), un efecto que también se puede lograr con la bafilomicina,
excepto que este inhibidor de la bomba de protones, es irreversible (Bowman et al.
1988).

Podemos decir que en la regién perinuclear el depdésito de Ca?* principal es
el RS, ya que todos los ROIs, en esta region, mostraron alta sensibilidad tanto a
tapsigargina como a la rianodina, pero resistencia a la bafilomicina, proponiendo que en
esta region se encuentran tanto la bomba SERCA y el RyR (proteinas descritas como
parte del RS), pero sin descartar la posibilidad de que haya una cantidad minima de otros

depdsitos de Ca?*. Dado que todos los ROI perinucleares fueron sensibles a la
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tapsigargina; esperabamos que todos los deméas ROIs citoplasmicos y superficiales

fueran sensibles a la tapsigargina, pero resultd que éste no fue el caso.

Con respecto a la region citoplasmica, como se menciond anteriormente
so6lo en esta zona se pudo diferenciar claramente entre el RS y los depdsitos acidos de
Ca?* porque estan fisicamente separados en esta region. Hubo una fracciéon de ROIs
gue fueron claramente resistentes a la tapsigargina; por otro lado, hubo algunos ROIs que
fueron sensibles a la bafilomicina o a la alcalinizacion con NH4ClI, por ello estos Ultimos

les denominanos depdsitos acidos, sin conocer la naturaleza exacta de estos.

Aunque ninguno de los ROIs perinucleares fue sensible a la bafilomicina,
creemos que los depdsitos acidos de Ca?* también estan presentes en esta region
subcelular porque la bafilomicina redujo el transitorio de la [Ca?']. Es importante
destacar que la combinacién de estos dos inhibidores (tapsigargina y bafilomicina)
produjo una inhibicion completa de las respuestas de la [Ca?*]i y la [Ca?*]. inducidas por
cafeina, lo que indica que ambos depésitos intracelulares de Ca?* estan presentes en

proporciones variables en las regiones perinuclear, citoplasmica y superficial.

Es importante recalcar que pareciese que el depésito acido no puede
amplificar la liberacién de Ca?* del RS porque la cantidad de Ca?" dentro de este
depoésito estd muy limitada. La participacién de los depdsitos &cidos de Ca?* en el
transitorio de la [Ca?*]i inducido por la cafeina fue evidente porque utilizamos el primer
pulso de cafeina como referencia y después del tratamiento con bafilomicina, la respuesta
de la [Ca?*] se redujo de forma significativa; de lo contrario, esta pequefia diferencia se
habria perdido en la variabilidad de amplitud de las respuestas de la [Ca?*]i. Por lo
tanto, parece que estos depdsitos acidos tienen mas bien un efecto localizado que un

impacto global en la [Ca?*].

Con respecto a la region superficial, ésta fue mucho mas compleja que la
region citoplasmica, ya que se observaron ROIs tanto sensibles a tapsigargina, a
bafilomicina o NH4Cl, y a rianodina; pero también hubo una fraccién de ROIs (~30 %)
resistentes tanto a la combinacion de bafilomicina y tapsigargina, o a la aplicacion de

rianodina. Por consiguiente, podemos decir que existen al menos tres depdsitos
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diferentes de Ca?*, uno que sabemos que esta por toda la célula, que seria el RS, otro
que serian los depdésitos &cidos, que estarian en las regiones del citoplasma y la
superficial y un tercero depdsito que presenta un mecanismo de captura de Ca?* de
naturaleza desconocida, ya que no depende ni de la bomba SERCA, ni de la bomba de
protones, y que estaria principalmente en la regién superficial. Nosotros proponemos
como candidatos para rellenar con Ca?* a este tercer depdésito, a la bomba PMCA o al
intercambiador Na*/Ca?*, aunque cabe sefialar que son sélo especulaciones ya que
carecemos de inhibidores especificos para estos transportadores y por lo mismo es

dificil de comprobar esta hipétesis.

Algo interesante observado en este tercer depdésito, es que contiene un canal
que pareciese que es el RyR puesto que responde a cafeina, aunque no aporta Ca?* al
citoplasma, sin embargo, encontramos que presenta resistencia a la rianodina, por ello
pensamos que no se puede considerar que sea el RyR. Esto debido a que se ha
reportado que la cafeina, ademas de activar al RyR, también puede activar un canal que,
se ha visto en la membrana plasmatica de la célula, que es permeable al Ca?* pero que
es resistente a la rianodina; este tipo de canal esta presente no solo en las células del
musculo liso (Guerrero et al. 1994) sino en otro tipo de células, como en neuronas y
células endoteliales (Hoesch et al. 2001; Corda et al. 1995; Zhang et al. 2007). De hecho,
la cafeina reduce la [Ca?*]. en el trans-Golgi (Aulestia et al. 2015; Lissandron et al. 2010)
y en los granulos secretores (Mitchell et al. 2001), pero no se sabe si estos son RyRs
tal cuales o no. En las células endoteliales, la acetilcolina libera Ca?* a través de un
mecanismo que es sensible tanto a la rianodina como a la bafilomicina (Brailoiu et al.
2010). En muchos casos, se ha argumentado que una pequefia liberacion de Ca?* de
los depdsitos acidos se ve fuertemente amplificada por la liberacién de Ca?* a través del
RyR del reticulo (Morgan et al. 2013a; Calcraft et al. 2009; Guse & Wolf 2016). Por
ejemplo, los receptores de integrina desencadenan una liberacion lenta de Ca?* desde los
depdsitos internos por un mecanismo que es sensible tanto a la rianodina como a la

bafilomicina (Umesh, M. a Thompson, et al. 2006).

En el presente trabajo descubrimos que, utilizando células de musculo liso
recién aisladas de la vejiga urinaria de cobayo, la cafeina libera Ca?* mediante la

activacion de RyRs que estan presentes tanto en el RS como en los depdsitos acidos
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de Ca?* sensibles a la bafilomicina, pero también este alcaloide libera Ca?* mediante la
activacion de lo que pensamos que es un canal de Ca?*, que hasta ahora no habia sido
estudiado y que seria interesante saber si se tratase de una nueva isoforma del RyR
gue no responde a la rianodina, o que fuese un canal diferente al RyR pero con la
caracteristica que responde a cafeina.

Una limitacion en el uso de ensayos funcionales (uso del Mag-Fluo-4) es
que no podemos identificar la naturaleza de los depdésitos acidos de Ca?* ni mucho
menos del tercer deposito localizado principalmente en la regién superficial y citoplasmica.
Se ha demostrado que la cafeina produce una reduccion de la [Ca?*]L en la regi6n trans
del Golgi en las células cardiacas (Pizzo et al. 2011), neuronas (Cifuentes et al.
2001) y en células HelLa (Aulestia et al. 2015); sin embargo, este organelo no puede
explicar nuestros datos porque en células de mdusculo liso tiene una distribucion
perinuclear (Thyberg et al. 1990). También se ha propuesto que los RyRs estan presentes
en las vesiculas secretoras, como los melanosomas (Salceda & Sanchez-Chavez 2000)
o0 en los sacos alveolares de Paramecium que son depésitos corticales de Ca?* implicados
en la exocitosis (Ladenburger et al. 2009); pero las vesiculas secretoras no estan bien
caracterizadas en el masculo liso. Parece que los lisosomas no pueden explicar nuestros
datos porque se ha demostrado que su carga con Ca?* depende del ER vy, por esa
razon, la carga de Ca?* al lisosoma es sensible a los inhibidores de la bomba SERCA
(Garrity et al. 2016; Ronco et al. 2015). Se ha encontrado que los endosomas de las
células-B expresan RyRs, pero sélo una pequefia fraccion del RyR esta presente en estos

organelos (Johnson et al. 2004).

Es factible entonces que los depdsitos acidos de Ca?* que responden a
cafeina sean una coleccion de diferentes tipos de organelos y por esta razon el Mag-
Fluo-4 que no es selectivo es de gran ayuda. Con el fin de identificar los organelos, a
los cuales el Mag-Fluo-4 ingresa, se realizd0 la colocalizacion del Mag-Fluo-4 con
indicadores de reticulo, lisosomas y mitocondria, arrojandonos que solo el 60% colocaliza
con reticulo en la region perinuclear, alrededor del 40% en la region superficial y
menos del 40% en el citoplasma, esto es comparable con los hallazgos encontrados con
el uso de tapsigargina y rianodina, que nos mostro que el RS principalmente esta en la

region perinuclear y una porcion en las otras regiones.
103



En relaciébn a los lisosomas estos mostraron mucho menor grado de
colocalizacion sobre todo en la region superficial y citoplasmica, aunque la mayor
colocalizacion del Mag-Fluo-4 con Lyso-tracker es en la region perinuclear, sin
embargo, parece que los diferentes organelos estan fuertemente “empaquetados” en la
region perinuclear por lo que la colocalizacion es relativamente alta entre todas estas
estructuras, incluyendo el ER, los lisosomas y las mitocondrias. Ademas, no podemos
decir que los depdsitos de Ca?* que responden a cafeina son los lisosomas ya que el
tamafo y la ubicacion, no coinciden con las estructuras que vemos tefiidas por el Mag-
Fluo-4.

Por lo que respecta a las mitocondrias, se observdé muy poca colocalizacion
del Mag-Fluo-4 con el TMRE, sugiriendo que este organelo en las células de musculo liso
no es un depdsito de Ca?* liberable por cafeina, y que tampoco el Mag-Fluo-4 se
encuentra en estos organelos como lo reportaron en un trabajo reciente (Diercks et al.
2016), pero esto depende mucho de la concentracién usada del indicador de Ca?*, ya que
en la referencia mencionada usan 5 veces mas de lo que nosotros usamos en el presente

trabajo.

En conclusion, este trabajo muestra que los RyRs estan presentes tanto en
el RS y en los depésitos acidos de Ca?*; ademas de un posible canal parecido al RyR
puesto que responde a cafeina, que se encuentra en un depdsito localizado en la periferia
de la célula y que contiene un mecanismo de captura de Ca?* alin no caracterizado, pero
gue es resistente a tapsigargina y a bafilomicina, estos Ultimos depdsitos tienen sélo un

efecto localizado en la respuesta de la [Ca?*]i inducida por cafeina.
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10. CONCLUSIONES

Se caracterizo la funciébn de convolucién del microscopio confocal lo que nos

permitié obtener imagenes con alto contraste dentro del limite de resolucién del equipo.

Se logré estandarizar la técnica de microscopia confocal, para observar los
cambios de Ca?' de forma simultanea con resolucion sub-celular tanto del citoplasma

como el luminal.

La regién perinuclear presenta un depdsito intracelular de Ca?* compatible con el
reticulo sarcoplasmico, puesto que contiene RyRs y bomba SERCA. Ademas, que es el
depdsito que inicia la respuesta citoplasmica de la [Ca?*]i que es inducida por la cafeina.

En la region citoplasmica se observaron dos depdsitos intracelulares de Ca?* que
contienen RyRs pero con diferente mecanismo de cargado, uno sensible a tapsigargina
y el otro a bafilomicina. Ademas, en esta region se pueden diferenciar uno del otro al estar

separados.

En la region superficial se observaron varios depdsitos, como seria el RS similar
al de la regién perinuclear y otros de caracteristica acida por su sensibilidad a bafilomicina.
Hay un tercer depdsito con un canal activado por cafeina, pero con resistencia a la
rianodina y cuyo mecanismo de rellenado de Ca?* es resistente a bafilomicina y

tapsigargina.

Nuestros datos sugieren que sélo el reticulo sarcoplasmico tiene alta capacidad de
Ca?*, mientras que el compartimento acido o sensible a bafilomicina es de baja capacidad.
Ademas, pareciera que el Ca?* intracelular es una respuesta global que inicia en la

region perinuclear, mientras que el Ca?* luminal es una respuesta local.

El Mag-Fluo-4 presentd un 60% de colocalizacion en la regién perinuclear con el
indicador de reticulo (ER-Tracker) pero también en un porcentaje menor (40%) con
lisosomas (lysotracker) y con las mitocondrias (30%) (TMRE), cabe mencionar que fue en
esta region donde se presentd el mayor valor de colocalizacion entre todos los organelos
evaluados, pero se sugiere que es debido al empaquetamiento de todos los organelos

ahi presentes.
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En la region citoplasmica el Mag-Fluo-4 colocaliza parcialmente con el indicador de
RE (ER-tracker), y escasamente con los lisosomas y con las mitocondrias. Esto nos
sugiere gque efectivamente en el citoplasma esta presente el RS como el principal
depdsito de Ca?* pero que ni los lisosomas y mucho menos las mitocondrias, son los
depdsitos “acidos” de Ca?* reportados por el Mag-Fluo-4 en esta region. Esta distribucion,
muy parecida, se observd en la region superficial donde el Mag-Fluo-4 mostré una
colocalizacion parcial con el ER-Tracker, una pequefia fraccion con los lisosomas y casi

nula con las mitocondrias.

El Mag-Fluo-4 no parece reportar ni mitocondrias, ni depdsitos de magnesio en

las condiciones de cargado usadas en el presente trabajo.

Nuestros datos con Mag-Fluo-4 sugieren la presencia de tres depdsitos sensibles
a cafeina, dos conteniendo al RyR y el restante al canal de cafeina. Cada uno de los
depdsitos cuenta con mecanismos diferentes de rellenado de Ca?* como se muestra en

el siguiente modelo.

RyRs 8

Bomba SERCA @ Depdsitos de calcio O Q

RS, 4acido, d id

ATPasa de protones Q i 9 esconod O,) -
p Canal activado por cafeina

Bomba resistente

Figura 10 Modelo representativo de una célula de musculo liso con los diferentes
depésitos intracelulares de Ca?* distribuidos en las tres regiones subcelulares.
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11. PERSPECTIVAS

El presente trabajo requiere de continuar estudiando las siguientes propuestas
experimentales:

{ Identificar los tipos de RyRs en las diferentes regiones de estudio, utilizando
anticuerpos para cada una de las isoformas.

V Determinar la razon por la cual el RyR de la regidn perinuclear es capaz de
producir una respuesta global de la [Ca?']i inducida por la cafeina y no asi el

resto de los RyRs. Determinar si la presencia de proteinas Iluminales

amortiguadoras de calcio, seria la razon que explicase esta diferencia.

{ Estudiar la naturaleza del RyR presente en los depdsitos acidos y encontrar una
explicacion a su limitada aportacion a la respuesta de calcio intracelular inducida
por cafeina.

{ ldentificar la naturaleza molecular del canal, activado por cafeina y resistente a
rianodina, y determinar si esta presente en otros tipos de células con la finalidad
de contar con una fuente para clonarlo.

| Caracterizar el mecanismo de cargado con calcio del tercer depdsito de calcio.
Definir si fuese la PMCA o el intercambiador Na*/Ca?*.
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