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“El problema con la realidad, es que no sabe nada de teoria”

Don Durito de La Lacandona

“La ciencia es una empresa esencialmente anarquista; el anarquismo teorico es mas
humanista y méas adecuado para estimular el progreso que sus alternativas basadas en la ley
y en el orden”

Contra el método. Paul Feyerabend.

"No estd nada claro que la investigacion cientifica exija una libertad absoluta de palabra y
de debate. Por el contrario, la evidencia sugiere que ciertos tipos de esclavitud no suponen
ningun obstaculo en el camino de ciencia..."

The poverty of liberalism, Robert Paul Wolff.
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Resumen
El calcio (Ca?") es un segundo mensajero universal que regula una gran variedad de
procesos celulares. En células no excitables, los canales de Ca?* activados por la liberacion
de Ca®** (CRAC) se consideran la via principal para la entrada de Ca?*, no obstante, un
grupo creciente de evidencias sugiere la presencia funcional de canales de Ca?*
dependientes de voltaje (Cav) en células no excitables. Las células cebadas (MCs) son
células secretoras del sistema inmune, en las que se ha propuesto que el Ca®* es un
elemento necesario para su activacion. En este tipo celular, previamente se report6 que la
secrecion del factor alfa de necrosis tumoral (TNF-o) inducida por la estimulacion con
lipopolisacarido (LPS) requiere de la movilizacion de Ca®", sin embargo, los elementos
implicados en su regulacion estdn poco explorados. En este trabajo, utilizamos células
cebadas derivadas de meédulas 6sea (BMMCs) para evaluar la participacion de los canales
de Ca?* tipo L (LTCC) y de la proteina de andamiaje AHNAKZ1 en la secrecion del TNF-a
inducida por la estimulacion con lipopolisacarido (LPS). Nuestros resultados muestran que
el pretratamiento con nifedipina, antagonista selectivo de los LTCC, inhibid la secrecion
del TNF-a inducida por la estimulacion con LPS en BMMCs. Adicionalmente,
caracterizamos electrofisiologicamente la corriente mediada por los LTCC en BMMCs.
Encontramos que la estimulacion con LPS indujo la modulacion de una corriente entrante
de Ca?* sensible a nifedipina. Al explorar el mecanismo responsable de la modulacion de la
corriente tipo L, observamos que la estimulacion con LPS no parece estar relacionada con
la asociacion entre la proteina de andamiaje AHNAKI y la subunidad B2 de los LTCC, ni a
la redistribucion de la subunidad aic de los LTCC hacia la membrana plasmatica de las
BMMCs. En suma, nuestros datos sugieren que la activacion del TLR-4 induce la aparicion
de una corriente mediada por LTCC que contribuye a la entrada de Ca?* extracelular

necesaria para la secrecion del TNF-a estimulada por LPS en BMMCs.



Abstract

Calcium (Ca?") is a ubiquitous second messenger that regulates a wide range of cellular
processes. In non-excitable cells, Ca** release activated Ca®* channels (CRAC) are
considered the major route of Ca?* entry, however, a growing body of evidence suggests
the existence of functional voltage-gated Ca2* channels (Cay) in a variety of non-excitable
cells. Mast cells (MCs) are immune system secretory cells, in which it has been proposed
that Ca?" is a necessary element for their activation. It was previously reported that
lipopolysaccharide (LPS) induced tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) release in mast cells
was dependent on Ca?* mobilization, but the elements involved in its regulation are not
fully described. Here, we used bone marrow-derived mast cells (BMMCs) to investigate the
role of L-type Ca?* channels (LTCC) and the scaffolding protein AHNAK1 in the LPS-
induced TNF-a secretion. Our results show that pretreatment with nifedipine, a selective
antagonist of LTCC, inhibited the LPS-induced TNF-a release in BMMCs. In addition, we
electrophysiologically characterize the current mediated by LTCC in BMMCs. We found
that stimulation with LPS induced the modulation of a nifedipine-sensitive inward Ca?*
current. When exploring the mechanism responsible for the modulation of L-type current,
we observed that stimulation with LPS does not seem to be related to the association
between AHNAKZ1 and the B. subunit of LTCC, nor the targeting of the aic subunit of
LTCC to the plasma membrane of BMMCs. In summary, our data suggest that the
activation of Toll-like receptor 4 (TLR-4) induces the modulation of a current mediated by
LTCC that contributes to the extracellular Ca?* entry necessary for the LPS-induced TNF-a
secretion in BMMCs.
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1. Marco Teorico

Resulta dificil imaginar un proceso celular que no esté influenciado directa o
indirectamente por el calcio (Ca?"). Histéricamente, uno de los primeros fendmenos
celulares en los que se establecio el papel de la movilizacion del Ca** como un evento
desencadenante fue la secrecion del contenido vesicular, una caracteristica que comparten
las células excitables y no excitables. Dicho paradigma emergi6 a partir de los estudios
sobre liberacion cuéntica de los neurotransmisores en la union neuromuscular (Katz, 1962;
Katz, 1996). Posteriormente, se extenderia a diversos tipos celulares, con lo cual el
incremento en la concentracion intracelular de Ca?* ([Ca®']i) se estableceria como un
evento clave en el acoplamiento estimulo-secrecion (Douglas, 1968), tanto en células
excitables como no excitables.

No obstante, evidencias posteriores modificarian la vision simplista del incremento
en la [Ca?']i como mecanismo universal para el control de la secrecion. Por ejemplo, se
demostraria que en células cebadas (MCs, por sus siglas en inglés) se puede inducir la
secrecion aun en ausencia de un incremento en la [Ca*]i (Neher, 1988). Es decir, mientras
en células excitables el aumento en la [Ca?*]i per se es suficiente para desencadenar la
secrecion, en células no excitables, el evento parece tener un efecto modulador.

A pesar de que los mecanismos dependientes de Ca?* asociados a la secrecion
celular siguen en investigacion, sus implicaciones en diversos procesos de sefializacion se
han propagado en popularidad e importancia a un ritmo exponencial, con lo cual, su
revaloracion resulta algo mas que vigente tanto en la participacion de las vias de
sefializacion (Feske, Wulff, & Skolnik, 2015; Stokes, MacKenzie, & Sluyter, 2016), como
en la descripcion de las caracteristicas espaciotemporales propias del [Ca?*]; — entre las que
destacan las oscilaciones y las ondas de Ca?* (Cohen, Torres, Ma, Holowka, & Baird,
2009).

El presente trabajo tuvo como finalidad evaluar la participacion de algunos
elementos que regulan la sefializacion del Ca?* para el control de la secrecion en MCs,
particularmente de aquellos que, por definicidn, se han considerado como marcadores
moleculares de la excitabilidad. Este trabajo tratd, ademas, de la caracteristica

espaciotemporal de la respuesta mediada por Ca?".



Para una mejor comprension del estudio, en esta parte introductoria daremos una
breve descripcion de las caracteristicas y funciones de nuestro modelo celular (las MCs), de
su activaciéon a través de un receptor de la inmunidad innata y de los mecanismos de

movilizacién de Ca%* descritos.

1.1 Aspectos Generales de las Células Cebadas

1.1.1 Ontogenia y diferenciacion.

Las MCs son células no excitables, provenientes del tronco mieloide del sistema inmune.
En el embridn se producen en el saco vitelino (Gentek et al., 2018), mientras que en el
adulto se generan a partir de precursores hematopoyéticos, localizados en la médula 6sea
(Kitamura, Shimada, Hatanaka, & Miyano, 1977), en un proceso regulado por diversos
factores de transcripcion. Las MCs, a diferencia de la mayoria de las ceélulas
hematopoyéticas, salen de su nicho generador a la circulacion sanguinea como células
inmaduras, denominadas precursores de células cebadas (MCPs) (Sonoda, Ohno, &
Kitamura, 1982). Estos precursores requieren migrar a los tejidos periféricos para finalizar
su proceso de maduracion (Hatanaka, Kitamura, & Nishimune, 1979).

A pesar de que no se conoce del todo el proceso de diferenciacion de las MCs, se
tiene evidencia experimental de dos vias principales. En la primera, las células troncales
hematopoyéticas (HSCs) dan lugar al desarrollo de progenitores multipotenciales (MPPs),
los cuales se diferencian en el progenitor mieloide comin (CMP)! (Figura 1) (Akashi,
Traver, Miyamoto, & Weissman, 2000). EI CMP puede diferenciarse en progenitor de
megacariocitos-eritrocitos (MEP) o en progenitor de granulocitos-macréfagos (GMP)
(Figura 1) (Akashi et al., 2000). En especifico, el GMP da lugar al desarrollo de
macrdéfagos, neutrofilos, eosindfilos y a dos tipos de progenitores bipotenciales, capaces de
diferenciarse en los MCPs o en los progenitores de basofilos (BaPs) (Akashi et al., 2000;
Arinobu et al., 2005; Qi et al., 2013). EI primer progenitor bipotencial de baso6filos-células
cebadas (BMCP) se localiza en el bazo (Figura 1) (Arinobu et al., 2005), mientras que el
segundo tipo reside en la médula 6sea (pre-BMP) (Qi et al., 2013).

Ademas de esa via, se ha propuesto la existencia de un modelo alternativo para el

desarrollo de los MCPs. Esta via alternativa propone que los MCPs pueden derivarse

! Los MPPs en principio también pueden diferenciarse en el progenitor linfoide comin (CLP).



directamente de los MPPs o de los CMPs (Figura 1) (Chen, Grimbaldeston, Tsai,
Weissman, & Galli, 2005; Franco, Chen, Drukker, Weissman, & Galli, 2010).

A pesar de las diferencias planteadas entre los modelos, ambos coinciden en que, en
el adulto, los MCPs son liberados a la circulacion sanguinea donde migran a los tejidos

periféricos para finalizar su proceso de maduracion.

Médula osea Sangre
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Figura 1. Desarrollo y diferenciacion de las MCs de ratdn. Las MCs se generan a partir
de las HSC, a través de los MPP. Los MCP pueden derivarse directamente de los MPP o, a
través de un CMP. EI GMP da lugar al desarrollo de dos tipos de progenitores
bipotenciales: el BMCP, situado en el bazo vy, el pre-BMP localizado en la médula dsea.
Los MCP finalizan su proceso de diferenciacion en los tejidos periféricos, adquiriendo
caracteristicas fenotipicas que dependen del microambiente tisular. Se reconocen dos
subtipos de MCs en raton: las CTMC y las MMC. BMCP, progenitor bipotencial de
basofilos-células cebadas; CMP, progenitor mieloide comun; CTMC, ceélulas cebadas de
tejido conectivo; GMP, progenitor de granulocitos-macréfagos; HSC, células troncales
hematopoyéticas; MC, ceélulas cebadas; MCP, precursores de células cebadas; MMC,
células cebadas mucosales; MPP, progenitores multipotenciales; pre-BMP, progenitor
bipotencial de médula 6sea. Adaptada de “Mast cell, the neglected member of the tumor
microenvironment: Role in breast cancer,” por A. Aponte-Lopez, E. M. Fuentes-Panana, D.
Cortes-Mufioz, y S. Mufioz-Cruz, 2018, Journal of Immunology Research, 2018, p. 3.

1.1.2 Heterogeneidad
La caracteristica morfoldgica mas relevante de las MCs es su elevado nimero de granulos
electrodensos citoplasmaticos, los cuales contienen una amplia variedad de compuestos

preformados (véase Tabla 1) (Wernersson & Pejler, 2014). Entre ellos, la histamina es



probablemente el compuesto méas conocido. Sin embargo, las MCs no constituyen una
poblacion celular homogénea, sino que adquieren caracteristicas fenotipicas particulares —
incluidos los compuestos granulares — como respuesta al microambiente tisular donde

residen (Kobayashi et al., 1986; Otsu et al., 1987), generando por lo tanto, subpoblaciones

0 subfenotipos.

Tabla 1

Caracteristicas y funciones de los constituyentes granulares de las MCs

Constituyente
granular

Caracteristicas

Funcion propuesta o potencial

Enzimas lisosomales

B-hexosaminidasa

Enzima involucrada en el
recambio de carbohidratos.
Empleada de manera rutinaria
como un marcador de la
desgranulacion anafilactica.

Papel probable en los procesos
lisosomales de  degradacion
(Schwartz, Austen, &
Wasserman, 1979; Schwartz &
Frank Austen, 1980; Schwartz,
Lewis, Seldin, & Austen, 1981).

B-glucuronidasa,
N-acetil--
glucosaminidasa y
B-D-galactosidasa

Enzimas involucradas en el
recambio de carbohidratos.

Papel probable en los procesos
lisosomales de  degradacion
(Schwartz et al., 1979, 1981;
Schwartz & Frank Austen, 1980).

Proteoglicanos

Serglicina

Expresion elevada en las MCs.
También expresado por otras
células  hematopoyéticas vy
endoteliales.

Promover el almacenamiento de
proteasas y aminas.

Explica la tincion metacromatica
de las MCs (Abrink, Grujic, &
Pejler, 2004).

Citocinas y factores de crecimiento

TNF-a, factor alfa
de necrosis
tumoral

Citocina almacenada en
granulos  pre-formados vy
sintetizada de novo en
respuesta a estimulos de la
inmunidad innata y adaptativa
en las MCs.

Actividad  proinflamatoria vy
reguladora del ciclo celular
(Gordon & Galli, 1990).

IL-4, interleucina-
4

Liberada por
el entrecruzamiento de la
inmunoglobulina tipo E (IgE).

Papel potencial en la polarizacion
de los linfocitos T2 mediada por
las MCs (Bradding et al., 1992).

VEGF, factor de
crecimiento
derivado del
endotelio vascular

Liberado por el
entrecruzamiento de la IgE.

Implicado en los efectos pro-
angiogénicos de las MCs
(Gritzkau et al., 1998; Lindstedt
et al., 2001).




Constituyente Caracteristicas

granular

Funcion propuesta o potencial

TGF-B, factor beta Liberado durante la Implicado en los efectos

de crecimiento desgranulacion. profibréticos y antiinflamatorios

transformante de las MCs (Boesiger et al.,
1998).

NGF, factor de Liberado por el Implicado  en interacciones

crecimiento entrecruzamiento de la IgE. potenciales entre las MCs y las

Nervioso terminaciones nerviosas

periféricas (Leon et al., 1994).

Proteasas especificas de las células cebadas

Triptasas Proteasas de serina. Funciones protectoras 0
Altamente expresadas en MCs. perjudiciales en entornos
Expresion baja en basdfilos. inflamatorios (Glenner & Cohen,
1960).
Quimasas Proteasas de serina. Funciones protectoras 0
Altamente expresadas en MCs. perjudiciales en entornos
inflamatorios (Benditt & Arase,
1959).
CPA3, Metaloproteinasas. Esencial para la proteccion contra

carboxipeptidasa  Altamente expresada en MCs.

ciertas toxinas (Haas, Heinrich, &

A3 Expresion baja en basofilos. Sasse, 1979).
Aminas biogénicas
Histamina Presente en todos los subtipos Induce broncoconstriccion,

de MCs de todas las especies.

vasodilatacion y permeabilidad
vascular.

Papel potencial en la sefializacion
mediada por las MCs en las
terminales  nerviosas  (Riley,
1953; Sjoerdsma, Waalkes, &
Weissbach, 1957).

Niveles elevados en MCs de
roedor.
Niveles bajos en MCs humanas.

Serotonina

Neurotransmisor.

Papel potencial en la sefializacion
mediada por las MCs en las
terminales nerviosas (Rowley,
Benditt, Arase, & Roeper, 1956;
Sjoerdsma et al., 1957; Kushnir-
Sukhov, Brown, Wu,
Kirshenbaum, & Metcalfe, 2007).

Dopamina Niveles bajos.
No se ha reportado en MCs

humanas.

Neurotransmisor.

Papel potencial en la sefializacion
mediada por las MCs en las
terminales nerviosas (Freeman et
al., 2001).

Nota. Adaptada de “Mast cell secretory granules: armed for battle,” por S. Wernersson y G.

Pejler, 2014, Nature Reviews Immunology, 14, p. 3-4.



Tabla 2
Caracteristicas de las células cebadas murinas

Caracteristicas Célula cebada de tejido  Célula cebada mucosal
conectivo

Nombres alternativos Célula cebada tipica Célula cebada atipica
Célula cebada de la Célula cebada de la
cavidad peritoneal mucosa intestinal

Criterios histoquimicos

Fijacion a formaldehido Resistente Sensible

Tincién con azul Safranina Azul alcian

alcian/safranina

Fluorescencia  inducida + _

por sulfato de berberina
Criterios bioquimicos

Proteasas
Quimasas mMCP4, mMCP5 mMCP1, mMCP2
Triptasas mMCP7, mMCP7 —
Carboxipeptidasas CPA3 .
Proteoglicanos Heparina Sulfato E de condroitina
Aminas biogénicas
Histamina 1-7 pg/ 10° células 0.4-0.6 pg/ 10° células
5 - Hidroxitriptamina + +
Metabolitos del acido LTCsy PGD2 LTCs» PGD>

araquidonico
Criterios funcionales

Activada por: + +
IgE-FceRI
Compuesto 48/ 80 + —
Criterios de crecimiento
Proliferacién dependiente . +

de linfocitos T

Nota. CPA3, carboxipeptidasa 3; LTCa, leucotrieno C4; mMCP, proteasa de células cebadas
murinas; PGDg, prostaglandina D,. Adaptada de “Heterogeneity of mammalian mast cells
differentiated in vivo and in vitro,” por H. R. Katz, R. L. Stevens, y K. F. Austen, 1985,
The Journal of Allergy and Clinical Immunology, 76, p. 251-252; “An update on mast cell
heterogeneity,” por J. Bienenstock, 1988, The Journal of Allergy and Clinical Immunology,
81, p. 763-765; “Mast cells,” por D. D. Metcalfe, D. Baram, y Y. A. Mekori, 1997,
Physiological Reviews, 77, p. 1035; “Mast cell secretory granules: armed for battle,” por S.
Wernersson, y G. Pejler, 2014, Nature Reviews Immunology, 14, p. 5.




Tradicionalmente, las MCs de roedores se clasifican con base en criterios
histoquimicos, bioquimicos, funcionales, de crecimiento y localizacion, en dos subtipos:
MCs de tejido conectivo (CTMCs) y MCs mucosales (MMCs) (Figura 1, Tabla 2)
(Bienenstock, 1988). Particularmente, las CTMCs contienen heparina y una cantidad
considerable de histamina, mientras que las MMCs contienen una pequefia cantidad de
histamina, pero no heparina.

Aunque es posible discernir heterogeneidad entre las MCs humanas (HMCs), los
criterios utilizados en el modelo bifenotipico descrito, no son aplicables a las células
humanas (Enerbéck, 1987; Welle, 1997). La clasificacion de las HMCs se fundamenta,
principalmente, en el tipo de proteasas neutras contenidas en sus granulos: HMCs triptasa
positivas (MCt) y HMCs triptasa-quimasa positivas (MCc) (Tabla 3) (Irani, Schechter,
Craig, DeBlois, & Schwartz, 1986).

Tabla 3
Caracteristicas de las células cebadas humanas
Caracteristicas Célulacebada  Célula cebada triptasa-
triptasa positiva quimasa positiva
Proteasas
Quimasas _ CMA1l
Triptasas o/BL, BII/BIII o/BL, BII/BII
Carboxipeptidasas . CPA3
Ultraestructura granular Rollgs _

Proliferacion dependiente de linfocitos T

Inhibida por cromoglicato de sodio +

Nota. CMAL, quimasa 1; CPA3, carboxipeptidasa 3. Adaptada de “Mast cells,” por D. D.
Metcalfe, D. Baram, y Y. A. Mekori, 1997, Physiological Reviews, 77, p. 1035;
“Ultrastructural studies of human basophils and mast cells,” por A. M. Dvorak, 2005, The
Journal of Histochemistry and Cytochemistry, 53, p. 1045; “Mast cell secretory granules:
armed for battle,” por S. Wernersson, y G. Pejler, 2014, Nature Reviews Immunology, 14,
p. 5.




Si bien ambos modelos describen la diversidad fenotipica de las MCs, no todas ellas
parecen adecuarse a las categorias descritas (Aldenborg & Enerbéck, 1988). Recientemente
se han demostrado diferencias en marcadores de superficie, enzimas y componentes
granulares, distintos a las proteasas clasicas, en MCs de pulmoén (Andersson, Mori,
Bjermer, Lofdahl, & Erjefélt, 2009), lo que pone de manifiesto que la heterogeneidad de las
MCs trasciende su clasificacion canonica. Por lo anterior, se ha sugerido la creacién de un
sistema de clasificacion que se base en el contenido granular y en los patrones de expresion
de citocinas y receptores, asociados a la funcion que realizan las MCs en el tejido donde
residen (Frossi, Mion, Sibilano, Danelli, & Pucillo, 2018).

1.1.3 Papel fisiologico: el reconocimiento de patogenos.

Las MCs son reconocidas ampliamente como agentes causantes de las enfermedades
alérgicas, y este enfoque ha enfatizado su papel patologico en el organismo (Galli & Tsal,
2012). No obstante, en un contexto fisioldgico, las MCs tienen un papel importante en el
mantenimiento de la homeostasis tisular (Maurer et al., 2003; Moon et al., 2010) y en la
cicatrizacion de heridas (Noli & Miolo, 2001; Wulff & Wilgus, 2013). Asi, por ejemplo,
dada su intima asociacion con las superficies epiteliales y los vasos sanguineos y linfaticos,
los mediadores que liberan las MCs (Tabla 1) regulan el flujo, la permeabilidad y la
secrecion tisular (Maurer et al., 2003). Ademas, se ha descrito que las MCs modulan la
activacion, el reclutamiento y la proliferacion de los linfocitos T y B (Cardamone, Parente,
Feo, & Triggiani, 2016; Mekori, Hershko, Frossi, Mion, & Pucillo, 2016). Sin embargo, en
las dos ultimas décadas se ha generado una creciente apreciacion por su funcién en el
reconocimiento de patdgenos. Debido a su localizacidn estratégica se ha hipotetizado que
actan como centinelas, censando a los agentes infecciosos e iniciando una respuesta
inmune (Abraham & St. John, 2010).

Los patdgenos activan a las MCs a través de dos mecanismos: 1) la interaccion
directa entre componentes del agente extrafio con los receptores de reconocimiento de
patrones (PRRs)? y; 2) la activacion indirecta, la cual incluye la union de los patdgenos o
sus componentes opsonizados a receptores de inmunoglobulinas y proteinas del

complemento (Rao & Brown, 2008; Johnzon, Ronnberg, & Pejler, 2016).

2 Véase seccion 1.2 Activacion de las células cebadas a través del receptor tipo Toll 4.



Después de haber censado a los patogenos, las MCs ejercen sus efectos protectores
a través de mdaltiples mecanismos antimicrobianos, clasificados en: 1) directos, que se
llevan a cabo principalmente por medio de la lisis celular e; 2) indirectos, que involucran el
reclutamiento o la modulacion de las funciones de otras células inmunes (Johnzon et al.,
2016). Se ha sugerido que la activacion de las MCs por los patégenos, o alguno de sus
componentes, promueve el reclutamiento de células inmunes efectoras que controlan
directamente la infeccién. Por ejemplo, en dos modelos murinos de peritonitis bacteriana se
ha demostrado que las MCs promueven el reclutamiento de neutrofilos hacia el peritoneo,
como respuesta al contacto con un componente bacteriano (Echtenacher, Mannel, &
Hultner, 1996; Malaviya, Ikeda, Ross, & Abraham, 1996). Dicho proceso estd mediado por
el TNF-a secretado por las MCs, promoviendo con ello la eliminacion de las
enterobacterias y la sobrevivencia del organismo.

Ademaés de promover el reclutamiento de neutrdfilos, se ha descrito que las MCs son
capaces de reclutar linfocitos T CD8+ (grupo de diferenciacion 8) al sitio de la infeccion, a
través de un mecanismo que involucra al receptor tipo Toll 2 (véase adelante) (Carlos et al.,
2009).

1.2 Activacion de las MCs a través de Receptor Tipo Toll 4

Para detectar rapidamente al agente infeccioso®, las MCs expresan una amplia variedad de
PRRs (Agier, Pastwinska, & Brzezinska-Btaszczyk, 2018), capaces de censar estructuras
altamente conservadas o patrones moleculares asociados a patogenos (PAMPS) (Janeway,
1989). Este grupo de receptores, codificados por genes de linea germinal, tiene una
diversidad limitada y una funcién independiente de la memoria inmunoldgica en su sentido
clasico. Hasta ahora, se han identificado cuatro familias de PRRs en MCs (Agier et al.,
2018; Redegeld, Yu, Kumari, Charles, & Blank, 2018). Dichas familias incluyen a
proteinas transmembranales como los receptores tipo Toll (TLRs) y los receptores de
lectina tipo C (CTRs), asi como proteinas citoplasmicas como los receptores tipo NOD
(dominio de oligomerizacion por union de nucle6tidos) (NLRs) y los receptores tipo RIG-I
(gen | inducible por &cido retinoico) (RLRs). De estas categorias, los TLRs son las

moléculas mejor descritas y estudiadas en MCs.

3 El equivalente a la activacion directa anteriormente descrita.



1.2.1 Estructuray funcién de los receptores tipo Toll expresados en MCs.

Los TLRs son proteinas transmembranales de tipo | con un ectodominio rico en
repeticiones de leucina (LRR), responsable del reconocimiento de los PAMPs, un dominio
transmembranal y un dominio intracelular homdlogo al dominio del receptor de
interleucina 1 (IL-1) (TIR) (Medzhitov, Preston-Hurlburt, & Janeway, 1997; Rock,
Hardiman, Timans, Kastelein, & Bazan, 1998). Actualmente, se han identificado 10
miembros (TLR1-10) en seres humanos y 12 (TLR1-9 y TLR11-13) en el genoma murino
(Lee, Avalos, & Ploegh, 2012), siendo el TLR-2 y el TLR-4 los mas estudiados. Cada TLR
tiene como ligando un componente especifico de origen microbiano, e.g. el TLR-4
reconoce al lipopolisacarido (LPS)*, la proteina F del virus respiratorio sincicial (RSV), la
proteina 60 de choque térmico (HSP60) de Chlamydia pneumoniae, entre otros (Molteni,
Gemma, & Rossetti, 2016).

Los TLRs funcionales difieren en su localizacion celular. Por ejemplo, los TLR-1, -
2, -4, -5 y -6 se expresan mayoritariamente en la superficie celular y reconocen
componentes de la membrana plasmatica de los patogenos (Kawai & Akira, 2011),
mientras que los TLR-3, -7, -8 y -9 se expresan exclusivamente en vesiculas intracelulares
y reconocen acidos nucleicos (Blasius & Beutler, 2010). Aungue la mayoria de los TLRs
sefializan como homodimeros, el TLR-2 forma heterodimeros con los TLR1 y -6 (Jin et al.,
2007). De forma general, los TLRs que se localizan en vesiculas intracelulares existen
como dimeros preformados inactivos (Tanji, Ohto, Shibata, Miyake, & Shimizu, 2013),
mientras que los TLRs localizados en la superficie celular permanecen como unidades
monomeéricas y solo la union con su ligando induce tanto la dimerizacion (Jin et al., 2007;
Gay, Symmons, Gangloff, & Bryant, 2014), como su respectiva activacion.

En las MCs, los TLRs son conocidos por su papel relevante con diferentes PAMPSs
in vivo (Supajatura et al., 2002). En especial, la accion del LPS sobre las MCs derivadas de
la cavidad peritoneal, depende de la presencia del TLR-4 funcional (Supajatura et al.,
2001), con lo cual, la funcion fisioldgica de este receptor cobra una importancia muy

relevante en la inmunidad innata.

4 El componente mayoritario de la membrana externa de las bacterias Gram-negativas.
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1.2.2 Vias de transduccion del receptor TLR-4.

A diferencia del resto de los TLRs, el sistema de transduccién del TLR-4 requiere de la
colaboracion de una proteina acarreadora, denominada proteina de union al LPS (LBP), y
de dos correceptores, CD14 y MD2 (factor 2 de diferenciacion mieloide). Brevemente, el
proceso de reconocimiento del LPS por el TLR-4 es el siguiente: el LPS unido a la LBP
interacciona con CD14, el cual, a su vez transfiere el ligando al complejo formado por el
TLR-4 y MD2 (Figura 2) (Gioannini et al., 2004; Wright, Ramos, Tobias, Ulevitch, &
Mathison, 1990).

Dos grandes vias de sefializacion se activan a través del TLR-4. La primera de ellas
requiere del adaptador MyD88 (factor 88 de respuesta primaria de diferenciacion mieloide)
y culmina con la produccion de citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1p, -6 y -12, entre
otras). Esta via dependiente de MyD88 sefializa a través de los factores de transcripcion
NF«kB (factor nuclear kappa B), complejo AP-1 (proteina 1 activadora) e IRF-5 (factor
regulador 5 de interferon) (Lee et al., 2012; Gay et al., 2014). La via independiente de
MyD88 recluta a los adaptadores TRIF (adaptador que contiene el dominio TIR inductor de
interferén beta) y TRAM (molécula adaptadora relacionada con TRIF), sefializa por medio
del factor de transcripcion IRF3 (factor regulador 3 de interferon) y culmina con la sintesis
de interferon beta (IFNB) e 1L-10 (Figura 2).

1.3 Mecanismos de Desgranulacion en las MCs: Comparacion entre la Desgranulacion
Anafilactica y la Desgranulacion Picemal

El fenotipo granular de las MCs esta plenamente asociado con una de sus funciones
primordiales, que es contar con un reservorio de mediadores listos para ser liberados frente
a un estimulo adecuado, proceso denominado como desgranulacion (Wernersson & Pejler,
2014). De hecho, el inicio de las respuestas inmunes, innata y adaptativa, depende de la
descarga de mediadores proinflamatorios en el sitio de la infeccion, en la cual las MCs
representan uno de los elementos necesarios para el desarrollo de este microambiente

inflamatorio (Cardamone et al., 2016).
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Figura 2. Sistema de sefializacion del receptor Toll tipo 4. El lipopolisacarido (LPS)
induce la dimerizacion del TLR4-MD2 e inicia el reclutamiento y ensamblaje de complejos
de sefalizacion constituidos por proteinas adaptadoras que contienen dominios similares al
receptor de IL-1 (TIR). Uno de los complejos se forma por la asociacion entre TIRAP y
MyD88. Esta via activa a los factores de transcripcion NFkB, AP-1 e IRF5 y tiene un papel
importante en la expresion de diversas citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1p, -6 e -12).
El otro complejo se forma por la union entre TRAM y TRIF, una vez que el TLR4 es
internalizado en endosomas. Esta via independiente de MyD88 activa al factor de
transcripcion IRF3 y resulta en la expresion de IFN e IL-10. AP-1, proteina 1 activadora;
IL, Interleucina; IFN, interferon; IRF, factor regulador de interferon; MD2, factor 2 de
diferenciacion mieloide; MyD88, factor 88 de respuesta primaria de diferenciacion
mieloide; NF«kB, factor nuclear kappa B; TIRAP, proteina adaptadora que contiene el
dominio del receptor Toll/IL-1; TNF-a, factor alfa de necrosis tumoral; TRAM, molécula
adaptadora relacionada con TRIF; TRIF, adaptador que contiene el dominio TIR inductor
de IFN-beta. Adaptada de “Fortifying the barrier: the impact of lipid A remodelling on
bacterial pathogenesis,” por B. D. Needham, y M. S. Trent, 2013, Nature Reviews
Microbiology, 11, p. 474; “The history of Toll-like receptors — redefining innate
immunity,” por L. A. O’Neil, D. Golenbock, y A. G. Bowie, 2013, Nature Reviews
Immunology, 13, p. 456.
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Actualmente se han descrito dos mecanismos principales de desgranulacion en las
MCs: la desgranulacion anafilactica (AND) y la desgranulacion picemal (PMD), definidos
de acuerdo con criterios 0 cambios ultraestructurales citoplasmaticos y granulares
(Crivellato, Nico, Mallardi, Beltrami, & Ribatti, 2003). La AND comprende la liberacion
del contenido granular después de la fusion granulo-granulo y/o granulo-membrana
plasmatica (Dvorak et al., 1991). Tales eventos son mediados por la interaccion entre varias
v-SNAREs (del inglés, soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein
receptors) presentes en la membrana del granulo y las t-SNAREs localizadas en la
membrana plasmatica o en algun otro granulo (Woska & Gillespie, 2012). El estimulo
mejor estudiado en MCs y que da por resultado la AND es el que produce el complejo
antigeno/ IgE (Galli et al., 2005), el cual depende del entrecruzamiento del receptor de alta
afinidad para la IgE (FceRI).

Por otra parte, la PMD se define como el vaciamiento progresivo del contenido
granular en ausencia de la fusion granulo-granulo y/o granulo-membrana plasmatica
(Dvorak et al., 1992). En comparacion con la AND, poco se conoce sobre la maquinaria
molecular que subyace a la PMD, sin embargo, se ha propuesto que el mecanismo de la
PMD consiste en la generacion de pequefias vesiculas o gemas, producidas a partir del
granulo, las cuales contienen los mediadores que seran transportados y liberados
(Crivellato, Nico, Gallo, & Ribatti, 2010).

Es importante hacer notar que la activacion o estimulacion de las MCs no
necesariamente induce la AND. Por ejemplo, muchos productos bacterianos, incluyendo
ligandos de los TLRs tales como el LPS o el poli I:C (ligando del TLR-3), o toxinas como
la toxina del cdlera, producen la liberacion de citocinas sin una AND observable (Kulka,
Alexopoulou, Flavell, & Metcalfe, 2004; Matsushima, Yamada, Matsue, & Shimada, 2004;
Supajatura et al., 2002; Zhu & Marshall, 2001). En particular, la secrecion del TNF-a
preformado, mediada por la activacién del TLR-4, ocurre en ausencia de la liberacion de la
enzima B-hexosaminidasa, considerada como el marcador de la AND (Supajatura et al.,
2002).
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1.4 Universalidad vs Especificidad de la Sefial de Ca®* en Células Eucariontes

La universalidad de la sefial de Ca®* resulta evidente en cualquier sistema bioldgico. Sin
embargo, durante los Gltimos afios ha quedado bastante claro que estos mismos sistemas
requieren de mecanismos de transduccion de sefiales mas complejos, que el simple
incremento en la concentracion de segundos mensajeros, que les permitan otorgarle
especificidad a la respuesta. Dentro de los mecanismos que se han propuesto como
complemento para la generacion de respuestas mas complejas se encuentran la localizacion
espaciotemporal de los elementos de las vias de sefializacion (Berridge, Lipp, & Bootman,
2000), otorgandole una atencién especial a las proteinas de andamiaje (Shaw & Filbert,
2009).

1.4.1 Las proteinas de andamiaje como intermediarios en la generacion de

respuestas complejas: AHNAK1 como ejemplo.
Las proteinas de andamiaje se pueden definir como aquellas proteinas que son capaces de
interaccionar simultdneamente con dos o més elementos de las vias de sefalizacion, a
través de varias interacciones proteina-proteina® (Shaw & Filbert, 2009). Estas proteinas
pueden, en principio, ejercer las siguientes funciones: a) actuar como plataformas para el
ensamblaje de moléculas, b) distribuir moléculas de sefializacion en sitios especificos, c)
coordinar sefiales de retroalimentacion positiva/ negativa, d) proteger de la degradacion a
las moléculas de sefalizacion (Shaw & Filbert, 2009). Esta diversidad funcional se
encuentra determinada por su estructura altamente modular, la cual ademéas provee
versatilidad a las vias de sefializacion (Bhattacharyya, Reményi, Yeh, & Lim, 2006).

Debido a su complejidad y versatilidad, las respuestas mediadas por Ca*
representan el ejemplo idoneo de como su diversidad puede ser entendida no solo a partir
del sefialosoma, sino de su localizacién espaciotemporal — ejemplificada por los
microdominios de Ca?* — en la cual estan implicadas diversas proteinas de union a Ca®
(v.g. CaM, calmodulina, o CaMKII, proteina cinasa Il dependiente de Ca?*/calmodulina)

(Kobayashi, Yamada, Fukao, Tsutsuura, & Tohse, 2007) y ciertas proteinas de andamiaje,

5 En la literatura cientifica es posible encontrar el término proteina adaptadora como sinénimo de proteina de
andamiaje. En los casos en que los autores determinen diferencias entre ambos siempre resultan ser minimas e
imprecisas.
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entre las que destaca AHNAKZ1 por su papel en la disponibilidad de canales de Ca?* en la
membrana plasmaética en células no excitables (Matza et al., 2008).

AHNAK1®, también denominada desmoyosina, es una proteina de andamiaje de
aproximadamente 700 kDa, que participa en diversos procesos celulares como la
migracion, arquitectura celular, reparacion de membrana y modulacion de canales ionicos.
AHNAKZ1 presenta una estructura tripartita con un extremo amino terminal (N-terminal) de
251 aminoacidos, un dominio central de aproximadamente 4300 aminoacidos distribuidos
en elementos repetitivos de 128 residuos y un extremo carboxilo terminal (C-terminal)
constituido por 1002 aminoacidos (Figura 3) (Shtivelman, Cohen, & Bishop, 1992).
AHNAKT1 pertenece a la familia de proteinas AHNAK, integrada ademas por AHNAK?2, la
cual comparte la estructura tripartita y el elevado peso molecular de AHNAK1 (Komuro et
al., 2004). Sin embargo, se desconocen las funciones especificas de AHNAK?2.

Dominio central con unidades repetidas
Extremo N-terminal (251 aa) (~ 4300 aa) Extremo C-terminal (1002 aa)

i = e ey g e

\\/\ —ia /\//

Sitio de corte para la calpaina 3 Sitios de corte para la granzima B Sitio de unién para subunidad B2
Dominio PDZ Sitios de corte para la caspasa 3 Sitio de unién para la DYSF
Sitio de unién para la PLCy Sitios de unién para las actinas Gy F
Sitio de unién para la PKCa Sitio de unién para la anexina 2/S100A10
Sitio de unién para las R-Smads Sitio de fosforilacion para la PKB

Dos sitios de corte para la calpaina 3

Figura 3. Estructura de AHNAK1. AHNAK1 es una proteina de andamiaje con una
organizacion tripartita y una estructura altamente modular. Se indican varios de sus sitios
de corte y union. aa, aminoacidos; DYSF, disferlina; PDZ, PSD95/Discs-large/Z01; PLCy,
fosfolipasa C gamma; PKB, proteina cinasa B; PKCa, proteina cinasa C alfa; R-Smads,
proteinas Smad reguladoras. Adaptada de “AHNAK: The giant Jack of all trades,” por T.
A. Davis, B. Loos, y A. M. Engelbrecht, 2014, Cellular Signalling, 26, p. 2.

Estudios recientes han demostrado que en cardiomiocitos la proteina AHNAK1 se

asocia con la subunidad B de los canales de Ca?* tipo L (LTCC) (véase mas adelante) en la

& El nombre deriva del hebreo, que significa gigante.
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membrana plasmatica y es fosforilada por la proteina cinasa A (PKA), en respuesta a la
activacion de los receptores -adrenérgicos (Haase et al., 2005). Por otra parte, en células
no excitables como los linfocitos T, se ha demostrado que AHNAKZ1 es importante para la
sefializacion eficiente de Ca?" y la activacion del factor nuclear de linfocitos T activados
(NFAT), debido a su participacion en la translocacion de los LTCC hacia la membrana
plasmética, probablemente a través de su interaccion con la subunidad B2 de los LTCC
(Matza et al., 2008). En MCs, la adicion de LPS induce la asociacion de las isoformas
clasicas de la proteina cinasa C (PKC o/B) con la fosfatasa 2A (PP2A) y su correspondiente
disociacion de AHNAK1 (Martin-Avila et al., 2016). Si bien se reconoce la participacion
de AHNAKZ1 en el sistema de transduccion de sefiales del TLR-4, su funcion especifica en
MCs se desconoce, por lo que resulta plausible que AHNAKT1 participe en la distribucion
de los LTCC y en la regulacion de la sefial mediada por Ca?* en MCs.

1.5 El Ca?* en la Secrecion de Mediadores en MCs

El Ca?* es un segundo mensajero versatil que regula una gran variedad de mecanismos
celulares como la proliferacion, diferenciacion, excitabilidad, exocitosis y apoptosis
(Berridge et al., 2000; Clapham, 2007). Tiene la particularidad de no ser sintetizado por las
células, ya que no puede ser modificado quimicamente y, para regular su funcion, la célula
debe quelarlo o compartamentalizarlo.

Como se menciond en parrafos anteriores, la activacion de las MCs puede producir
la desgranulacién y/o la sintesis de novo de citocinas y de mediadores derivados del acido
araquidénico. Todos estos procesos requieren, en mayor 0 en menor grado, de un
incremento en [Ca®']i. De hecho, la AND inducida en MCs por el entrecruzamiento del
receptor FceRI constituy6 uno de los primeros fendmenos bioldgicos dependientes de Ca?*
descritos (Foreman, Mongar, & Gomperts, 1973; Kanno, Cochrane, & Douglas, 1973) y
ademas, mantenidos por la polaridad de la membrana plasmatica (Mohr & Fewtrell, 1987).

Respecto a las vias implicadas en la movilizacién de Ca?*, se considera que la
entrada de Ca?" extracelular es absolutamente necesaria para el proceso de la AND (Beaven
et al., 1984; Church, Pao, & Holgate, 1982; Foreman, Hallett, & Mongar, 1977b, 1977a).

En este mismo sentido, se ha demostrado que el grado de liberacion de la histamina se
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correlaciona con la cantidad de Ca®* (Foreman et al., 1977b) o Sr** (Hide & Beaven, 1991)’
introducidos en las MCs. Ademas, dicha liberacion se bloquea efectivamente por bajas
concentraciones de lantano (La®*") o manganeso (Foreman & Mongar, 1973), confirmando
que ciertos canales de Ca?* participan en la secrecion de mediadores en MCs.

Otro de los procesos estrictamente dependiente de Ca?* es el reclutamiento de las
isoformas clasicas de la proteina cinasa C (PKC) y de los componentes de la via de
sefializacion ERK/cPLA/5-LOX (cinasa regulada por sefiales extracelulares/fosfolipasa Az
citosolica/5-lipoxigenasa) inducidos por diversos agonistas (Chang, Nelson, & Parekh,
2006; Chang, Di Capite, Nelson, & Parekh, 2007).

Ademas de inducir la AND, el entrecruzamiento del receptor FceRI conduce a la
sintesis de novo de varias citocinas, incluido el TNF-a. En una linea celular obtenida de la
leucemia basofilica de rata (RBL), tanto la produccion como la secrecion del TNF-a
dependen de la movilizacion de Ca?* (Baumgartner, Yamada, Deramo, & Beaven, 1994a).
La transcripcion de este tipo de citocinas proinflamatorias depende en parte de la activacion
de la via Ca?*/calcineurina/NFAT (Andrade et al., 2011).

Finalmente, una de las caracteristicas menos estudiadas del proceso de secrecion,
pero sumamente interesante, es la existencia de una liberacion de mediadores preferencial
en funcién de la amplitud y duracion de la sefial de Ca?*, por ejemplo, entre la histamina y
la PGD> (van Haaster et al., 1995).

1.6 Mecanismos de Movilizacién de Ca** en MCs
1.6.1 Entrada de Ca?" dependiente del vaciamiento de almacenes
intracelulares: adios al canon.
El mecanismo candnico de internalizacion de Ca?* en células clasicamente consideradas
como no excitables, como las MCs, corresponde a la entrada de Ca?* dependiente del
vaciamiento de almacenes intracelulares (SOCE) (Parekh & Penner, 1997; Parekh &
Putney, 2005). Los canales que median este proceso son activados por el vaciamiento del
reticulo endoplasmico (ER), a través de la accion de segundos mensajeros que promueven
la movilizacion intracelular de Ca?* (Putney, Broad, Braun, Lievremont, & Bird, 2001),

siendo el inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) un componente esencial de este proceso (Putney,

7 Actlia como ion sustituto de Ca?".
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1987). La activacion de estos canales, ademas, se puede inducir farmacol6gicamente a
través de compuestos, como la tapsigargina (Tg), que inhiben la accién de la ATPasa-Ca?*
del ER (SERCA) (Alvarez, Montero, & Garcia-Sancho, 1994).

La SOCE, definida en términos electrofisioldgicos, generalmente se asocia con la
corriente prototipo que pasa a través de los canales de Ca?* activados por la liberacion de
Ca?* (CRAC), lcrac (Hoth & Penner, 1992). El aparato molecular que media la Icrac
consiste basicamente de dos elementos: la molécula 1 de interaccion estromal (STIM1) y el
modulador 1 de Ca?* activado por la liberacion de Ca** (ORAI1). STIM1 sensa la deplecion
en la [Ca?*] del ER (Liou et al., 2005; Roos et al., 2005) e interacciona con la subunidad
que constituye el poro del canal, ORAI1, localizada en la membrana plasmatica (Feske et
al., 2006; Vig et al., 2006; S. L. Zhang et al., 2006).

La SOCE, al igual que la entrada de Ca?* dependiente de voltaje (VOCE), fueron
mecanismos inicialmente clasificados en funcion de la excitabilidad celular. De esta
manera, el canon dictaba que las células no excitables estaban condenadas al uso de la
SOCE, mientras que las células excitables podian, en principio, recurrir a la entrada de Ca?*
independiente de voltaje, ya que este tipo de corriente habia sido identificada en neuronas
(Mathes & Thompson, 1994).

No obstante, actualmente se reconoce que las MCs utilizan mecanismos
independientes de la SOCE que se encuentran involucrados en el incremento de la [Ca?*]iy,
por tanto, en la regulacion de las respuestas descritas. En particular, se ha demostrado que
la activacion del receptor FceRI, pero no la Tg, induce la entrada de Ca?* por un
mecanismo independiente de la SOCE (Suzuki, Yoshimaru, Inoue, Nunomura, & Ra,
2008). Este mecanismo es poco sensible al 2-aminoetoxifenil borato (2-APB) y al
SK&F96365, ambos antagonistas de la SOCE, lo cual implica que estos canales de Ca*

son distintos a los que median la Icrac.

1.6.2 Entrada de Ca?" dependiente de voltaje: ¢marcadores de la excitabilidad?
Una vez establecida la caracterizacion molecular de la Icrac, Se ha vuelto bastante claro
que, mas alla de la SOCE, las células no excitables y, en especifico, las células del sistema
inmune, deben poseer un vasto conjunto de canales i6nicos que permitan regular con fineza

la complejidad de las respuestas mediadas por Ca?* (Matza et al., 2008). Evidencia reciente
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sugiere que este conjunto incluye a componentes de los canales de Ca?* activados por
voltaje (Cay), originalmente considerados como el marcador molecular de la excitabilidad
(Davenport, Li, Heizer, Schmitz, & Perraud, 2015), asi como miembros de la familia de
receptores de potencial transitorio (TRPs) (Ma et al., 2008; Schappe et al., 2018).

1.6.2.1 Clasificacion de los canales de Ca?* activados por voltaje.

Los Ca, median la entrada de Ca?* desde el espacio extracelular en respuesta al cambio en
el potencial de membrana o despolarizacion. Estos canales son ubicuos en las células
excitables, donde actian como transductores al convertir una sefal eléctrica —
despolarizacion — en una sefial quimica — incremento en la [Ca2*]i. En general, no se
inactivan rapidamente, con lo cual se favorece la entrada sostenida de Ca®'. Esta
caracteristica se considera indispensable para el mantenimiento de la secrecion en glandulas
secretoras y 6rganos endocrinos (Conley, Brammar, & Brammar, 1999).

Originalmente, los Cav se clasificaron en base a sus propiedades electrofisioldgicas
y farmacoldgicas. Una de las caracteristicas biofisicas méas relevantes fue el grado o umbral
de despolarizacion necesario para su activacion (Hagiwara, Ozawa, & Sand, 1975; Llinds &
Yarom, 1981). De acuerdo con este criterio, se propusieron dos categorias: a) canales de
Ca?" activados por una despolarizacion elevada (HVA) vy; b) canales de Ca?* activados por
una despolarizacion baja (LVA) (Figura 4). Andlisis farmacologicos posteriores permitirian
una clasificacion mas exhaustiva que incluiria a cinco clases o tipos de canales: T (LVA),
N, P/Q, Ry L (todos HVA) (Nowycky, Fox, & Tsien, 1985; Llinds, Sugimori, Lin, &
Cherksey, 1989; Randall & Tsien, 1995; Bourinet et al., 1999) (Figura 4).

A mediados de la década de 1990 se propuso una nomenclatura clonal como sistema
de clasificacion (Birnbaumer et al., 1994). Este esquema se basé en la clonacion de los
cDNA (ADN complementario) que codifican para los distintos tipos de canales, en
particular la subunidad a1 que conforma el poro del canal (véase mas adelante), siguiendo
la terminologia acufiada por Snutch et al. (1990), i.e. clase A, B, C, etc. (Figura 4).
Actualmente, la Union Internacional de Farmacologia (IUPHAR) sugiere el uso de una
nomenclatura sistematica o racional, similar a la propuesta para los canales de potasio (K*)
activados por voltaje (Kv) (Catterall, Perez-Reyes, Snutch, & Striessnig, 2005; Ertel et al.,

2000). De acuerdo con este sistema, los canales de Ca?* se nombran utilizando el simbolo
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quimico del principal ion que permean (Ca*), sequido del regulador fisiologico (voltaje)
como subindice (Cav). Ademas, se emplean identificadores numéricos (1-3) que
corresponden a la subfamilia genética de la subunidad a1 (Ertel et al., 2000). Por tanto, la
subfamilia Cay1 (Cay1l.1 — Cay1.4) incluye a los canales con las subunidades ass, aic, 01p Y

a1, que median corrientes de Ca?* tipo L (Figura 4).
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Figura 4. Homologia de la subunidad a; de los Cay. Se muestra la relacion filogenética
entre los 10 tipos de subunidades a1 de los Cay, codificados por los genes CACNAILX. Se
indican las nomenclaturas fenomenologicas (HVA y LVA; T, R, N, P/Q y L), clonal (ass,
aic, etc.) y sistematica (Cavx,y). HVA, canales de Ca?* activados por una despolarizacion
elevada. LVA, canales de Ca?" activados por una despolarizacion baja. Adaptada de
“Voltage-gated calcium channels and their auxiliary subunits: physiology and
pathophysiology and pharmacology,” por A. C. Dolphin, 2016, The Journal of Physiology,
594, p. 5371.

1.6.2.2 Estructura de los Cay.
Los Cay pertenecen a la superfamilia de canales ionicos activados por voltaje, entre los que
se incluyen a los canales de sodio (Na*) y potasio (K*), Nay y Ky respectivamente (Yu &
Catterall, 2004). Los Cay estan constituidos por una subunidad as, codificada por los genes
CACN1x, de los cuales se han identificado 10 tipos en mamiferos (Figura 4) (Catterall et
al., 2005). Los Cay1 y Cav2 son capaces de formar complejos multiméricos constituidos por

una subunidad o1 0 poro del canal, una subunidad extracelular 02/0, una subunidad
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citoplasmatica B y, al menos en musculo esquelético, una subunidad transmembranal y
(Figura 5) (Takahashi, Seagar, Jones, Reber, & Catterall, 1987).

1.6.2.2.1 Subunidad a1: poro del canal.

La subunidad o1 de los Cay dicta las propiedades electrofisioldgicas y farmacoldgicas de
estos canales. La estructura primaria de la subunidad o1 consta de cuatro dominios
homélogos (I-1V) concatenados, constituidos por seis hélices transmembranales (S1-S6)
(Figura 5A) (Tanabe et al., 1987). Recientemente se demostrd, mediante estudios de
criomicroscopia electronica, que los dominios I-IV estan organizados en el sentido de la
manecillas del reloj (Figura 5B) (Wu et al., 2015, 2016). Las hélices S1-S4 de cada motivo
homologo conforman el dominio sensor de voltaje (VSD), de las cuales, la hélice S4
contiene residuos de arginina (R) y lisina (K) cargados positivamente en cada tercera o
cuarta posicion, representando el sensor de voltaje (Figura 5A-B) (Wu et al., 2015, 2016).
Las hélices S5-S6 y las asas que las conectan (asas P) constituyen el poro del canal. A su
vez, el filtro de selectividad estd constituido por un sitio extracelular del dominio
transmembranal (TMD) que comprende un locus EEEE (&cido glutamico) (Ellinor, Yang,
Sather, Zhang, & Tsien, 1995).

1.6.2.2.2 Subunidad p.

Si bien la subunidad a1 constituye la unidad estructural y funcional minima de los Cay, las
subunidades accesorias B y a2y modifican sus propiedades biofisicas e incrementan la
localizacion del poro del canal en la membrana plasmatica (Dolphin, 2012).

Hasta ahora se han identificado cuatro subunidades B (1-4), codificadas por los
genes CACNB1-4. La estructura primaria de la subunidad  consta de una region central,
altamente conservada, flanqueada por extremos carboxilo y amino variables (De Waard,
Pragnell, & Campbell, 1994; Birnbaumer et al., 1998; Hanlon, Berrow, Dolphin, &
Wallace, 1999). A su vez, la region central esta constituida por los dominios de homologia
a Src 3 (SH3) y el dominio guanilato cinasa (GK), conectados por una region HOOK (Chen
et al., 2004; Van Petegem, Clark, Chatelain, & Minor, 2004).
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Figura 5. Estructura de los Cav. (A), la subunidad o1 consta de 24 hélices
transmembranales (S, cilindros) organizadas en cuatro dominios homologos (I-1V). Las
hélices S1-S4 de cada dominio constituyen el dominio sensor de voltaje (VSD). EI dominio
de poro (PD) comprende las hélices S5-S6 y el asa que los conecta (asa P). Las hélices S4
de cada dominio (multiples +) constituyen el sensor de voltaje. La subunidad B interacciona
con el asa intracelular que conecta los dominios [ y II de la subunidad a1. La subunidad 020
consta de una subunidad extracelular o> unida por medio de un puente disulfuro a la
subunidad transmembranal 6. (B), vista superior de la subunidad ai. ElI modelo es una
organizacion pseudotetramerica, mostrando al centro el poro del canal y en la periferia a los
VSD (I-1V). Adaptada de “Calcium channel auxiliary 026 and B subunits: Trafficking and
one step beyond,” por A. C. Dolphin, 2012, Nature Reviews Neuroscience, 13, p. 545;
“How and why are calcium currents curtailed in the skeletal muscle voltaje-gated calcium
channels,” por B. E. Flucher, y P. Tuluc, 2017, The Journal of Physiology, 595, p. 1453.

La asociacion entre las subunidades o1 y P se establece entre el dominio de
asociacion a (AID), localizado en el asa intracelular que conecta a los dominios I y Il de la
subunidad a1 (Pragnell et al., 1994; De Waard, Witcher, Pragnell, Liu, & Campbell, 1995),
y el bolsillo de unién al AID (ABP) situado en el dominio GK de la subunidad p (Chen et
al., 2004; Van Petegem et al., 2004). Una de las principales consecuencias de esta
interaccion sobre la funcion de los Cay es el incremento en la localizacion de la subunidad
a1 sobre la superficie celular. Entre los mecanismos responsables de este incremento, se ha
propuesto que la interaccién entre ambas subunidades induce un cambio conformacional
entre las asas intracelulares de la subunidad a1, que sustituye la sefial de retencion en el ER,
por una sefial de liberacion, favoreciendo su translocacion membranal (Fang & Colecraft,
2011). Otra serie de estudios propone que la subunidad B previene la ubiquitinacion y
degradacion de la subunidad a1 por el proteosoma (Altier et al., 2011; Waithe, Ferron,
Page, Chaggar, & Dolphin, 2011).
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1.6.2.3 Canales de Ca?" tipo L.

La familia Cav1 estd constituida por cuatro miembros (Cay1.1-1.4) codificados por los
genes CACNA1S, -C, -D y -F (Figura 3). Los Cayl también se denominan LTCC o
receptores de dihidropiridinas (DHPR), en alusién a sus corrientes entrantes de larga
duracion y su alta sensibilidad a las 1,4-dihidropiridinas (DHP), respectivamente (Nowycky
et al., 1985).Las DHP pueden actuar como agonistas (v.g. BayK8644) o antagonistas (v.g.
nifedipina) de los LTCC al modular alostéricamente la subunidad o1, desplazando el
equilibrio hacia los estados abierto (agonista) o cerrado (antagonista). Los sitios de union
de las DHP a la subunidad az comprenden los residuos de aminoécidos localizados en la
hélice S6 de los dominios Il 'y IV y la helice S5 del dominio Il (Hockerman, Peterson,
Johnson, and, & Catterall, 1997; Hofmann, Lacinova, & Klugbauer, 1999; Tang et al.,
2016).

A pesar de que los LTCC comparten sus propiedades farmacologicas, difieren en su
distribucion tisular. Los Cav1.1 y los Cay1.4 se expresan primordialmente en el muasculo
esquelético y en la retina, respectivamente. En contraste, la expresion de los Cay1.2 y
Cav1.3 es mas ubicua en celulas excitables e incluso pueden expresarse simultaneamente en
la misma célula (Zamponi, Striessnig, Koschak, & Dolphin, 2015).

Aunque es bien conocido que las celulas del sistema inmune no sufren una
despolarizacion masiva de la membrana plasmatica, existe evidencia suficiente para afirmar
que los LTCC estdn presentes en celulas no excitables. Los primeros estudios
farmacoldgicos que sugirieron la participacion de los LTCC en células del sistema inmune
se realizaron en linfocitos T. En estos experimentos in vitro se demostrd que antagonistas
de los LTCC bloquean la proliferacion de los linfocitos T humanos o células
mononucleares de sangre periférica o bien, disminuyen el incremento en la [Ca?*]; al ser
estimuladas con mitdgenos (Birx, Berger, & Fleisher, 1984; Gelfand, Cheung, Grinstein, &
Mills, 1986; Dupuis, Aoudjit, Ricard, & Payet, 1993). Estudios posteriores han revelado
que en MCs derivadas de médula dsea (BMMCs) y RBL-2H3 se expresan cantidades
considerables del RNA mensajero (RNAm) para la subunidad aic del Cay1.2 y, en menor
cantidad, para la subunidad oaip del Cay1.3 (Yoshimaru, Suzuki, Inoue, & Ra, 2009).
Ademas, se ha demostrado que la subunidad aic Se expresa en la superficie de las MCs
(Yoshimaru et al., 2009).
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2. Planteamiento del Problema

La mayoria de nuestras concepciones relacionadas con el proceso de exocitosis en MCs,
particularmente el incremento de la [Ca®'];, provienen de estudios de la activacion del
receptor FceRI. No obstante, la informacion que existe sobre los mecanismos
transduccionales que conectan la activacion del receptor TLR-4 con la secrecion de TNF-a
es escasa. De hecho, el mecanismo candnico de sefializacion del TLR-4 vigente se reduce a
la induccion de la sintesis de novo de citocinas, a través del factor de transcripcion NF-kB.
Ese mecanismo sugiere de manera implicita, que la estimulacion de las MCs por el LPS da
como resultado una produccion efectiva de citocinas en ausencia de la liberacion del
contenido granular.

Al confrontar la tesis anterior con las evidencias experimentales disponibles resulta
bastante obvio que nuestro marco de referencia es insuficiente para explicar la secrecion del
TNF-o inducida por LPS.

De esta forma, en esta tesis abordamos el sistema de transduccion de sefiales que
subyace a la liberacion del TNF-o inducida por la estimulacion del TLR-4 en MCs. En
particular, caracterizamos la participacion de los LTCC y de la proteina AHNAK1 en la
movilizacion de Ca?** en BMMCs. Para ello, evaluamos la participacion de los LTCC en el
acoplamiento estimulacion-secrecion inducida por LPS en las BMMCs, utilizando
antagonistas  selectivos de dichos canales. De igual manera, caracterizamos
electrofisiologicamente la corriente mediada por los LTCC en BMMCs, para finalmente
determinar la localizacion de la proteina AHNAKI y de las subunidades o y B de los

LTCC.
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3. Hipotesis
1. El LPS inducird la aparicion de una corriente mediada por los LTCC en MCs,
contribuyendo a la entrada de Ca®" extracelular necesaria para la secrecion del TNF-a
estimulada por LPS.

2. La proteina AHNAK1 participara en la expresion membranal de la subunidad B de los
LTCC en MCs.

4. Objetivos
4.1 Objetivo General

Caracterizar el papel de los LTCC y de la proteina AHNAKZ1 en el sistema de transduccion

de sefiales que se activa por el LPS en las MCs.

4.2 Objetivos Particulares
Utilizando BMMCs:
1. Analizar la participacion de los LTCC en la secrecion de TNF-o estimulada por LPS.
2. Evaluar la activacion de los LTCC en respuesta a la estimulacion por LPS.
3. Determinar la localizacion celular de la proteina AHNAKZ1 y de las subunidades a y 8
de los LTCC en BMMC:s tratadas con LPS.
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5. Materiales y Métodos

5.1 Animales

Se utilizaron ratones C57BL/6J (25-35 g) (stock 000664, The Jackson Laboratory, Bar
Harbor, ME) de sexo indistinto, alimentados con dieta comercial estdndar y agua ad
libitum. Los animales se mantuvieron bajo ciclos de luz-oscuridad de 12 h, a una
temperatura de 23 £ 2 °C y con humedad relativa controlada. Todos los procedimientos con
animales fueron aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio (CICUAL) Institucional del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados
(Cinvestav) del Instituto Politécnico Nacional.

5.2 Cultivo de BMMCs

Se extrajo la médula osea del fémur de los ratones y se cultivo en medio RPMI 1640
(HEPES 20 mM, NaCl 135 mM, KCI 5 mM, CaCl, 1.8 mM, MgCl> 1 mM, glucosa 5.6
mM) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) suplementado con: suero fetal bovino (FBS) al 10 %,
100 TU/mL de penicilina, 100 ug/mL de estreptomicina (todos de Gibco) y albumina sérica
bovina (BSA) al 0.05 % (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Adicionalmente, se agregaron 20
ng/mL de IL-3 (PreproTech, Rocky Hill, NJ) para inducir la diferenciacion de los
precursores a MMCs.

El medio de cultivo se recambio6 cada 5-7 dias, colectando las células no adherentes
y resuspendiéndolas en medio de cultivo fresco a una concentracion minima de 1 x 10°
celulas/ mL. Los cultivos se mantuvieron en una incubadora Binder a 37 °C con una
atmdsfera de CO; al 5 %.

En cada uno de los experimentos se utilizaron cultivos de 5-6 semanas. De manera
rutinaria, las BMMCs se sensibilizaron con 100 ng/mL de IgE monoclonal anti-DNP (clona
SPE-7) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) durante 18-24 h a 37 °C. Posteriormente, las
células se lavaron con medio de cultivo fresco o solucion Tyrode/BSA (HEPES 20 mM,
NaCl 135 mM, KCI 5 mM, CaCl, 1.8 mM, MgCl, 1 mM, glucosa 5.6 mM y 0.5 g/L de
albimina bovina (BSA) [pH 7.4]) (todos de Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).
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5.3 Cuantificacion de la Secrecion de TNF-a

Las BMMCs sensibilizadas se resuspendieron en medio de cultivo fresco a una densidad
final de 2 x 10° células/ mL a 37 °C. Se efectuaron cursos temporales de estimulacion con
500 ng/mL de LPS serotipo 026:B6 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) a tiempos: 0, 2y 4 h.
Posteriormente, las células estimuladas se centrifugaron a 5000 revoluciones por minuto
(rpm), durante 5 min, a 4 °C. Los sobrenadantes se decantaron y almacenaron a — 80 °C
hasta la cuantificaciéon del TNF-a, mediante el ensayo por inmunoabsorcion ligado a
enzimas (ELISA).

Para el grupo pretratado con nifedipina (10 uM), esta se adiciond 15 min antes de la
estimulacion con LPS a 37 °C. La recoleccion de los sobrenadantes se llevo a cabo como se
describio anteriormente.

Finalmente, el TNF-a secretado se cuantifico mediante el kit de ELISA N° cat. 900-

K54 (PreproTech, Rocky Hill, NJ), de acuerdo con las especificaciones del fabricante.

5.4 Inmunofluorescencia y Microscopia Confocal

Las BMMCs sensibilizadas se resuspendieron en medio de cultivo fresco a una densidad
final de 1 x 10° células/ mL a 37 °C. Se efectuaron cursos temporales de estimulacion con
500 ng/mL de LPS serotipo 026:B6 a los siguientes tiempos: 0 min, 5 min, 15 min, 30 min,
1 h, 2 h, 3hy4h. Posteriormente, las células estimuladas se centrifugaron a 1500 rpm
durante 2 min a temperatura ambiente y se resuspendieron en una solucién amortiguadora
de fosfatos 1X (PBS) a una densidad final de 1 x 10° células/ condicion a 37 °C.

Una vez concluido el proceso de lavado, las BMMCs se transfirieron a una laminilla
electrocargada y se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4 % (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO), durante 20 min, a temperatura ambiente. Después de varios lavados con PBS 1X, las
células se incubaron con solucion de bloqueo [3 % de BSA, 5 % de suero de burro
(Biowest, Riverside, MO) y 0.1 % de Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) disueltos
en PBS 1X] durante 2 h, a temperatura ambiente. Posteriormente, las muestras se incubaron
en presencia de los anticuerpos primarios disueltos en solucion de bloqueo, durante toda
noche a 4 °C.

Para determinar la colocalizacion entre la subunidad accesoria de los LTCC y la

proteina de andamiaje, se incubd en primera instancia el anticuerpo primario para la
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subunidad B, de los LTCC (Alomone Labs, Jerusalén), a una dilucion de 1:1000, seguido
por el anticuerpo secundario Alexa Fluor 488, anti-ratdn IgG H+L (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA), a una dilucién de 1:500. Cumplido lo anterior, se realizd un
doble marcaje empleando el anticuerpo primario para la proteina AHNAK1 (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX) y su respectivo anticuerpo secundario Alexa Fluor 568 anti-
conejo 1gG H+L (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA), ambos a una dilucion de 1:500.

De manera paralela, un segundo grupo de células se incub6 con el anticuerpo
primario para la subunidad aic de los LTCC (GeneTex, Irvine, CA) y su respectivo
anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 anti-conejo (IgG H+L) (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA), ambos a una dilucion de 1:500. Todos los anticuerpos secundarios
utilizados se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente y protegidos de la luz.

Para la visualizacion de los nucleos, todas las muestras se incubaron con una
dilucion de 1:500 de 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA). Por altimo, las preparaciones se montaron con el medio para fluorescencia
1,4-diazabiciclo [2.2.2] octano (DABCO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).

Las preparaciones se observaron en el microscopio confocal Carl Zeiss LSM800
(Jena, Alemania) equipado con un objetivo de inmersion de 63X y con el programa
informatico ZEN v2.3 (blue edition). Las imagenes se analizaron y procesaron para su

presentacion con el programa informatico ZEN v2.3 (blue edition).

5.5 Patch-Clamp
1 - 1.5 x 108 BMMCs/ mL se distribuyeron en una caja de 48 pozos, habitualmente 1 mL/
pozo, colocando un cubreobjeto recubierto con poli-L-lisina (10 pg/mL) (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO). Los experimentos se llevaron a cabo 18 h después de haber colocado las
laminillas y 24 h posteriores a la sensibilizacion de las células. Se efectuaron cursos
temporales de estimulacion con 500 ng/mL de LPS serotipo 026:B6 a tiempos: 0, 2y 4 h,
previo cambio de medio de cultivo.

Las laminillas se transfirieron a la cdmara de registro (volumen de 400 pL)
perfundida continuamente, a una razén de 1-2 mL/min, con una solucion externa estandar
que contenia (en mM): NaCl (140), KCI (2.8), MgCl. (2), HEPES (10), glucosa (5.6),

CaCl2 (10), pH = 7.4 (ajustado con HCI). Las BMMCs se visualizaron con un microscopio

28



Nikon FN-S2N (Nikon, Tokio), acoplado a una cémara infrarroja de contraste de
interferencia, con un objetivo de inmersion 40X y se seleccionaron aquellas células que
estuvieran aisladas y que tuvieran dimensiones similares. Las pipetas se elaboraron con
vidrio de borosilicato (Sutter Instruments, Novato, CA) y tuvieron una resistencia de 3-4
MQ cuando se llenaron con una solucion interna estandar que contenia (en mM):
metanosulfonato de cesio (145), NaCl (8), MgClz (1), MgATP (0.5), NaGTP (0.3), EGTA
(1) y HEPES (10), pH = 7.4 (ajustado con HCI).

Los registros se llevaron a cabo en la configuracion de fijacion de voltaje a
temperatura ambiente, utilizando el amplificador Axoclamp 200B (Axon Instruments,
Union City, CA). Las sefales fueron filtradas a 5 KHz, digitalizadas a 10 KHz con la
Digidata 13322 (Axon Instruments, Union City, CA) y almacenadas con el programa
informatico pCLAMP v8.3 (Molecular Devices). Los registros se analizaron con el
programa informéatico pPCLAMP v10.7 (Molecular Devices).

El sello entre la membrana celular y la pipeta se realizd con la solucién externa
estandar, en la cual, ademas se determinaron: la capacitancia (Cm) Yy la constante de tiempo
(). Para aislar la corriente de Ca?*, se ajusto la solucion extracelular sustituyendo los 140
mM de NaCl por 120 mM de N-metil-D-glucamina (NMDG) y adicionando 20 mM de
cloruro de tetraetilamonio (TEA-CI). Para obtener las curvas 1-V, se aplicaron rampas de
voltaje de — 100 mV a + 60 mV con una duracién de 250 ms, empleadas cada 10 s desde un
potencial fijo de — 20 mV.

La osmolaridad de todas las soluciones se ajustd a 300 £ 10 mOsm, utilizando el

osmometro de presion de vapor Vapro 5520 (Wescor, Logan, UT).
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6. Resultados

6.1 La Nifedipina Inhibe la Secrecion del TNF-a Estimulada por LPS en BMMCs

Debido a que evidencia reciente indica que la secrecion del TNF-a inducida por LPS en
BMMCs requiere de la movilizacion de Ca** (Madera-Salcedo, Cruz, & Gonzalez-
Espinosa, 2013), nosotros hipotetizamos que uno de los elementos implicados en dicha
movilizacion eran los LTCC. Asi pues, decidimos analizar el efecto de la nifedipina,
antagonista selectivo de los LTCC, sobre la secrecion maxima de TNF-a estimulada por
LPS en BMMCs. Como se muestra en la figura 6, observamos que el pretratamiento con
nifedipina inhibe la liberacion del TNF-a a las 4 h en BMMCs sensibilizadas y estimuladas
con LPS (control 395.871 £ 46.704 vs nifedipina 163.284 + 48.368). Este resultado nos
sugiere que los LTCC regulan positivamente la secrecion del TNF-a inducida por LPS.

5004 =3 Control
= Nifedipina

0 4
Tiempo post-LPS (h)

Figura 6. Efecto de la nifedipina sobre la secrecion del TNF-o estimulada por LPS en
BMMCs. Las MCs (2 x 10° fueron incubadas durante 15 min con nifedipina (10 puM) o
vehiculo, antes de ser estimuladas con LPS (500 ng/mL). La concentracion del TNF-o en
los sobrenadantes se cuantifico mediante ELISA. Cada punto representa la media + el error
estandar de la media (S.E.M.) de tres experimentos independientes. * p<0.05; ANOVA de
dos vias, Holm-Sidak.
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6.2 El LPS Induce una Corriente Entrante de Ca?* Mediada por LTCC en BMMCs

Tradicionalmente, los LTCC se asocian con las células excitables, ya que se activan por un
cambio en el potencial de membrana o despolarizacion. Sin embargo, las células del
sistema inmune no sufren una despolarizacion masiva de la membrana plasmatica, lo cual
ha llevado a cuestionar la funcionalidad de los LTCC en células no excitables. Para
verificar que los LTCC regulan la entrada de Ca?* extracelular en BMMCs, monitoreamos
las corrientes ionicas después de la estimulacion con LPS en experimentos de patch-clamp

en célula completa, en su configuracion de fijacion de voltaje.
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Figura 7. Propiedades pasivas de las BMMCs. Graficos de barras (media = S.E.M. y los
datos individuales) que resumen las propiedades pasivas de los grupos experimentales. Cm,
capacitancia membranal de las BMMCs no estimuladas (0 h) (n clutasicultivos = 11/6),
estimuladas por 2 h (n células/cultivos = 15/8) y por 4 h (n células/cultivos = 25/7)-

Se registraron 51 BMMCs provenientes de cultivos independientes con
caracteristicas morfoldgicas similares, mantenidas en fijacién de voltaje a — 20 mV. Para el
registro de las corrientes no se considerd el cambio en la resistencia de acceso. Una vez
abierta la célula, se permitié que el sello se estabilizara durante 3-5 min. Posteriormente, se
determinaron algunas propiedades pasivas de membrana manteniendo las células a un
potencial de — 20 mV. En la figura 7 se muestran los valores de las propiedades pasivas de

las células registradas. En BMMCs no estimuladas (0 h), la capacitancia membranal (Cm)
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fue de 10.858 + 0.601 pF, con una constante de tiempo de 196.605 + 35.352 ps. El
tratamiento con LPS durante 2 h y 4 h no modifico significativamente la Cm, ni la constante
de tiempo.

La figura 8A muestra tres curvas |-V representativas obtenidas de BMMCs
sensibilizadas y posteriormente estimuladas con LPS durante: 0, 2y 4 h. El potencial de las
BMMCs se fijé a — 20 mV y se aplicaron rampas de voltaje de — 100 mV a + 60 mV, cada
10 s. La estimulacién con LPS durante 2 y 4 h increment6 significativamente la amplitud de
la corriente entrante en 6 de 17 células registradas a las 2 h y en 10 de 33 células registradas
a las 4 h (amplitud de la corriente en pA, 0 h =-23.192 + 2.253; 2 h = -47.526 + 8.623; 4 h
= -57.703 + 5.551; Figura 8B).
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Figura 8. Induccion de una corriente entrante por la estimulacién con LPS en
BMMCs. (A) Curvas I-V representativas de BMMCs estimuladas con LPS (500 ng/mL) a
tiempos de 0, 2 y 4 h. Se aplicaron rampas despolarizantes de — 100 mV a + 60 mV cada 10
s, desde un potencial fijo de — 20 mV. (B y C) Graficos de barras (media = S.E.M. y los
datos individuales) que resumen la amplitud y el area de las corrientes entrantes registradas
en BMMCs estimuladas con LPS a tiempos de 0 h (n ceulasicuttivos = 8/5), 2 h (N celutasicuttivos =
6/5) y 4 h (N calasicuttivos = 10/7). * p<0.05; (B) ANOVA de una via, Holm-Sidak y (C)
ANOVA de una via en rangos, Dunn.
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De manera consistente con esta observacion, los grupos estimulados con LPS
durante 2 y 4 h presentaron un incremento significativo en el &rea de la corriente entrante
con respecto a las BMMCs no estimuladas (0 h) (&rea de la corriente en pA ms, 0 h = -
1580.821 + 236.303; 2 h =-4563.589 + 1042.544; 4 h = -5871.687 £ 744.208; Figura 8C).
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Figura 9. Selectividad ionica de la corriente entrante inducida por LPS en BMMCs.
(A) Curvas I-V representativas de BMMCs estimuladas con LPS (500 ng/mL) durante 2y 4
h (negro). Después de la induccion de la corriente en presencia de Ca?* (10 mM) lcaz+, el
ion se sustituyé por Ba** (10 mM), resultando en un aumento en la amplitud de la corriente
entrante, Isa+. Se aplicaron rampas despolarizantes de — 100 mV a + 60 mV cada 10 s,
desde un potencial fijo de — 20 mV. (B y C) Graéficos de barras (media + S.E.M. y los datos
individuales) que resumen la amplitud y el area de las corrientes lca+ € Iga+ registradas en
BMMCs estimuladas con LPS durante 2 h (n csiulasicuttivos = 3/2) Y 4 h (N celulasieuttivos = 2/2).

Para caracterizar el tipo de corriente entrante inducida por LPS en BMMCs,
llevamos a cabo experimentos de sustitucion idnica con Ba?* (10 mM). El Ba?* utilizado
como ion sustituto del Ca?*, provee una serie de beneficios para el analisis de los LTCC, ya
que: 1) incrementa la amplitud de la corriente de Ca?*, ya que tiene una mejor conductancia

a través de los LTCC, 2) bloquea eficientemente canales de K™ y 3) disminuye los procesos
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de transduccion secundarios, asociados al Ca2*, v.g. la inactivacion de los LTCC
dependiente de Ca?*.

Como se muestra en la figura 9A, la corriente entrante inducida por la estimulacion
con LPS durante 2 y 4 h fue llevada a cabo efectivamente por el Ba?*. Sin embargo, el
incremento en la amplitud de la corriente entrante de Ba?* no fue significativo con respecto
a la amplitud de la corriente entrante de Ca?* para ambos grupos (Icaz+ en pA, 2 h = -42.793
+2.933 VS Igao+ 2 h =-56.527 + 8.031; Icaz+ 4 h =-56.042 + 17.393 vS lgao+ 4 h =-64.272
8.667; Figura 9B). Consistente con esta observacion, el incremento en el area de la
corriente entrante de Ba?* no fue significativo con respecto al area de la corriente entrante
de Ca?* (area lca+ en pA ms, 2 h = -3743.494 + 142.683 vs lgaz+ 2 h = -5552.935 +
856.453; lcaz+ 4 h =-5096.129 + 1717.769 vs lga2+ 4 h = -6540.564 + 994.307; Figura 9C).
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Figura 10. Induccion de una corriente tipo L por la estimulacion con LPS en BMMCs.
(A) Curvas I-V representativas de Icaz+ Lps Obtenidas en BMMCs estimuladas durante 2 y 4
h (negro). En color gris se muestra el bloqueo de la lca2+, Lps por el antagonista selectivo
nifedipina (10 uM). (B y C) Graficos de barras (media = S.E.M. y los datos individuales)
que resumen la amplitud y el rea de la lca2+ €n condicién control (blanco) y tratada con el
antagonista selectivo nifedipina (gris). (D) Se indica el porcentaje de la corriente sensible a
nifedipina con respecto a su control. Namero de células utilizadas, 2 h Negiutasicuttivos = 3/3 'y 4
h Neglulasicuttivos = 8/5. ** p<0.01; t-Student pareada en rangos.
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Para determinar el tipo de corriente de Ca?" inducida por LPS en BMMCs,
llevamos a cabo experimentos utilizando el antagonista selectivo de los LTCC, nifedipina.
La perfusion de nifedipina (10 puM) disminuy6 significativamente la amplitud y el area de
la corriente entrante con respecto al control, Gnicamente en el grupo de BMMCs
estimuladas durante 4 h con LPS (Icaz2+ en pA, 4 h = -58.119 + 6.212 vs lca2+ nNifedipina 4 h
= -38.301 + 6.205, figura 5B y; area lca2+ en pA ms, 4 h = -6065.577 + 870.559 vs lca+
nifedipina 4 h = -3765.907 + 864.484, Figura 10C). Sin embargo, no existio diferencia
significativa en el porcentaje de corriente sensible a nifedipina inducido en BMMCs
estimuladas durante 2 hy 4 h con LPS (2 h = 37.173 + 3.498; 4 h = 33.201 + 7.034). Estos
resultados, en combinacion con los datos obtenidos de la sustitucion ionica, nos sugieren

que la corriente inducida por LPS esta mediada por LTCC.

Tiempo de estimulacion con LPS

0 min 5 min 15 min 30 min 1h 2h 4 h
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Figura 11. Localizacién celular de las proteinas AHNAKI1 y de la subunidad B2 en
BMMCs. Las MCs (1 x 10°) fueron estimuladas con LPS (500 ng/mL) a los tiempos
indicados (0 — 4 h), posteriormente fueron fijadas y sometidas a microscopia confocal
utilizando anticuerpos especificos anti-AHNAK1 y anti-subunidad B2. Se muestran
iméagenes representativas de cortes ecuatoriales de al menos 5 células analizadas (n = 1).
Barra de escala =5 pm.



6.3 EI LPS no Induce Colocalizacion entre las Proteinas AHNAKZ1 y la Subunidad f>
de los LTCC en BMMCs
Debido a que datos de experimentos realizados en linfocitos T han demostrado que
AHNAKTL participa en la translocacion membranal de la subunidad a1 de los LTCC,
mediante su interaccion con la subunidad reguladora 2 (Matza et al., 2008), decidimos
poner a prueba la hipo6tesis de que un mecanismo similar pudiera estar detrds de la
aparicion de la corriente de Ca?" tipo L en BMMCs, después de un tratamiento de cuatro
horas con LPS. Para ello, decidimos determinar la localizacion celular de estas proteinas en
las BMMCs sensibilizadas y estimuladas con LPS.

Como se muestra en la figura 11, a cualquiera de los tiempos analizados (0 — 4 h),
tanto AHNAKI1 como la subunidad B2 de los LTCC se localizaron en el citoplasma de las

BMMCs, sin mostrar colocalizacion o polarizacion, ain en presencia del estimulo.

Tiempo de estimulacion con LPS
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Figura 12. Localizacién celular de la subunidad aic en BMMCs. Las MCs (1 x 10°)
fueron estimuladas con LPS (500 ng/mL) a los tiempos indicados (0 — 4 h), posteriormente
fueron fijadas y sometidas a microscopia confocal utilizando anticuerpos especificos anti-
subunidad aic. Se muestran imagenes representativas de cortes ecuatoriales de al menos 10
células analizadas (n = 3). Barra de escala = 5 pm.
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6.4 El LPS no Modifica el Patron de Distribucion de la Subunidad aic de los LTCC en
BMMCs

Para solventar el dilema anterior y dado que no contdbamos con los anticuerpos dirigidos
contra las subunidades B1, -3 ¥ -4, que nos permitieran probar otras posibles interacciones
con AHNAKI, decidimos evaluar la localizacion de la subunidad asc, la cual se expresa en
la superficie de las MCs (Yoshimaru et al., 2009).

La microscopia de inmunofluorescencia confocal muestra que la subunidad aic se
agrupa en paquetes discretos o vesiculados distribuidos en el citoplasma y en el nucleo de
las células control (Figura 12). Dicha localizacion no se ve afectada por el tratamiento con
LPS. Estos resultados nos sugieren que la translocacion de la subunidad aic de los LTCC
hacia la membrana plasmatica no es el mecanismo involucrado en la modulacion de la
corriente mediada por los LTCC e inducida por LPS.
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7. Discusion

El Ca?* es un segundo mensajero versatil que regula una gran variedad de fenémenos
celulares como la migracion, la contraccion, la exocitosis y la transmision sinaptica. En
sentido mas amplio, el Ca?" define los limites de los procesos bioldgicos, esto es, la
fertilizacion y la apoptosis. En sistemas especializados en secrecion, como las MCs, se ha
propuesto que el Ca®* es un elemento esencial para su activacion, sin embargo, los
elementos implicados en su regulacién estan poco explorados. Recientemente se reporto
que el BAPTA-AM [&cido 1,2-bis(2-aminofenoxi)etano-N, N, N’, N’-tetra acético tetrakis
(acetoximetil éster)], un quelante de Ca?", inhibe la liberacion del TNF-o estimulada por
LPS en BMMCs sensibilizadas con IgE, sugiriendo que dicho proceso requiere de la
movilizacion de Ca?* (Madera-Salcedo et al., 2013). En este trabajo, investigamos la
participacion de dos elementos que conforman la red de sefializacion del Ca?*, los LTCC y
la proteina de andamiaje AHNAKZ1, para el control de la secrecion en MCs. Nuestros
principales hallazgos en BMMCs fueron: a) la nifedipina, antagonista selectivo de los
LTCC, inhibid la secrecion del TNF-a inducida por LPS; b) el LPS indujo la expresion de
una corriente de Ca?* sensible a nifedipina y; c¢) el LPS no modificd el patron de
distribucién de la subunidad aic de los LTCC.

7.1 El Ca** en la Secrecion del TNF-a

La secrecion de citocinas, en general, y la liberacion del TNF-o en MCs, en particular, ha
sido estudiada principalmente en un contexto ligado a la activacion del receptor FceRI en
diversas lineas celulares (Ishizuka et al., 1997; Zhang, Baumgartner, Yamada, & Beaven,
1997; Csonga, Prieschl, Jaksche, Novotny, & Baumruker, 1998). En tales circunstancias, se
ha demostrado que la secrecion del TNF-a requiere de la entrada de Ca?*, de la activacion
de la PKC y de la integridad del aparato de Golgi (Baumgartner, Yamada, Deramo, &
Beaven, 1994b; Nakata & Hide, 1998; Pelletier et al., 1998; Jeong et al., 2002). A partir de
estas observaciones iniciales, se ha determinado que la secrecion del TNF-a inducida por la
activacion del TLR-4 también requiere de la movilizacion de Ca?* (Madera-Salcedo et al.,
2013), indicando, por tanto, que este ion no es un elemento accidental, sino que es un

importante activador de la liberacion del TNF-a, de manera independiente al estimulo.
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No obstante, poco se conoce sobre los elementos implicados en la regulacién de la
entrada de Ca?* en MCs. Hoy en dia, esta plenamente aceptado que la SOCE es el
mecanismo principal — ;Unico? — responsable de la entrada de Ca?* en MCs, probablemente
porque se asume que la estimulacion antigénica a través del FceRI y la deplecion de Ca?*
inducida farmacol6gicamente son similares. Sin embargo, recientemente se reportd que la
nifedipina (1 uM), antagonista selectivo de los LTCC — elemento ligado a la VOCE —,
disminuye el incremento en la [Ca?*]i inducida por el complejo IgE/Ag en BMMCs (Suzuki
et al., 2008; Yoshimaru et al., 2009). Ademas, mediante estudios funcionales se report6 que
la nifedipina disminuye significativamente la produccion del TNF-a e IL-13 e, incrementa
la desgranulacion anafilactica (Yoshimaru et al., 2009). Nuestros resultados muestran por
primera vez, que la nifedipina (10 pM) es capaz de disminuir, hasta valores basales, la
secrecion del TNF-a inducida por la estimulacion con LPS en BMMCs sensibilizadas con
IgE (véase Figura 6). Estos resultados en conjunto sugieren que la secrecion del TNF-a es
regulada positivamente por receptores sensibles a DHP (DHPR) y, que no esta plenamente
asociado al estimulo en cuestion. Es decir, existen vias comunes de sefializacion implicadas
con la liberacion del TNF-a inducida por diversos estimulos en MCSs.

Contrario a lo reportado por Yoshimaru, Suzuki, Inoue & Ra (2009), nuestros
resultados muestran que la nifedipina inhibid la secrecion del TNF-o, mientras que en su
estudio dicho farmaco no inhibié por completo el fenémeno (80 % de inhibicidén con
respecto al control). Esta diferencia en el efecto sobre la respuesta secretora se puede
explicar a partir de la naturaleza del estimulo utilizado — IgE/Ag vs LPS — o la
concentracion del antagonista empleado — 1 vs 10 uM — Un andlisis mas exhaustivo
deberia considerar el tipo de modelo celular utilizado. En nuestro estudio, se emplearon
BMMCs murinas, cuyo TNF-a se encuentra almacenado en los granulos secretores (TNF-a
preformado), mientras que Yoshimaru, Suzuki, Inoue & Ra (2009) se valieron de una linea
celular de MCs, RBL-2H3, que solamente es capaz de sintetizar TNF-o de novo.

En este mismo modelo celular, se ha reportado que la sintesis (0 produccion) del
TNF-a se induce tanto por ionomicina, ion6foro de Ca*, como por forbol-miristato-acetato
(PMA), activador de la PKC. Sin embargo, la liberacion del TNF-a requiere de la
activacion concomitante de la PKC y de la estimulacion con ionomicina (Baumgartner et

al., 1994b; Pelletier et al., 1998; Jeong et al., 2002). Si bien en el presente trabajo no
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analizamos el papel del Ca* a nivel transcripcional, transduccional o postransduccional del
TNF-a, se sabe que la secrecion tardia (4 — 6 h) del TNF-a inducida por LPS en BMMCs es
sensible a actinomicina D, inhibidor de la transcripcion, y brefeldina A, inhibidor del
transporte de proteinas (Madera-Salcedo et al., 2013), por lo que seria interesante evaluar si
el Ca** movilizado a través de los DHPR modula diferencialmente cada uno de estos
niveles de regulacion del proceso de secrecion del TNF-a.

7.2 Mecanismo de Activacion de los LTCC en Células no Excitables
El debate central sobre la participacion de los DHPR como canales de Ca?* en MCs y, en
general en células no excitables, se relaciona con el hecho de que estos canales se activan
con una fuerte despolarizacion en células excitables, mientras que el potencial de
membrana de las BMMCs sensibilizadas con IgE en este estudio, fue de alrededor de — 20
mV. Si bien, nosotros demostramos que la nifedipina, antagonista selectivo de los DHPR,
inhibio la secrecion de TNF-a inducida por la estimulacion del TLR-4 en BMMCs, para
algunos autores este tipo de efectos no esta relacionado directamente con el papel de los
Cay, sino con un efecto sobre los canales de K* (Randriamampita, Bismuth, Debré, &
Trautmann, 1991). En tales condiciones, la inhibicidn de estos canales disminuiria la fuerza
impulsora electroquimica, lo cual depende del potencial de equilibrio del Ca?".

Por tal motivo, nosotros decidimos verificar que los DHPR regulan la entrada de
Ca?" extracelular en BMMCs, monitoreando las corrientes ionicas después de la
estimulacién con LPS en experimentos de patch-clamp. Nuestros resultados muestran que
la estimulacion de las BMMCs con LPS durante 2 y 4 h indujo un incremento en la
amplitud de la corriente entrante en 35 % (6/17) y 30 % (10/33) de las células analizadas a
los tiempos correspondientes. Ademas, los experimentos de sustitucion iénica con Ba?*
demostraron una selectividad para el Ca?*. Aunado a ello, en promedio, el 40 % de la
corriente entrante fue sensible a nifedipina (10 uM), sugiriendo que la estimulacion con
LPS en BMMCs induce la activacion de DHPR o LTCC. En un aspecto méas amplio,
nuestros resultados sugieren que la sensibilidad al voltaje de los LTCC en MCs depende de
la estimulacion del receptor TLR-4, resultado que concuerda con la mayoria de los estudios
realizados en células no excitables, en los que la simple despolarizacion quimica

(incremento en la concentracion extracelular de K*) no fue suficiente para inducir la
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activacion de los LTCC y favorecer la entrada de Ca?* (Stokes, Gordon, & Grafton, 2004;
Yoshimaru et al., 2009). El incremento en la concentracion extracelular de K* despolariza
la membrana plasmatica de las células excitables, porque previene que el K intracelular
salga, impidiendo la repolarizacion y favoreciendo la despolarizacion membranal que
activara a los LTCC. Tal mecanismo probablemente esté ausente en MCs, ya que no se ha
reportado la expresion de Ky (Ashmole & Bradding, 2013; Feske et al., 2015), aunado a
ello se ha observado que el propio incremento en la [Ca?*]i inducido por la estimulacion del
receptor FceRI activa canales de K* activados por Ca®* (Kca) (Duffy et al., 2004).

Hasta la fecha, solamente dos publicaciones han aportado evidencias que sustenten
la idea de que los Cay en células no excitables son sensibles a voltaje (Hijioka, Rosenberg,
Lemasters, & Thurman, 1992; Omilusik et al., 2011). En uno de ellos, se registraron
corrientes con propiedades electrofisiologicas caracteristicas de los Cay1.4 obtenidas en
sistemas heterélogos (Omilusik et al., 2011). Sin embargo, debemos reconocer que las
células del sistema inmune no sufren una despolarizacion masiva de la membrana
plasmatica. Algunos autores relacionan la ausencia de sensibilidad o dependencia a voltaje
con la estructura molecular de los Cay1.

Los grupos de investigacion de Richard Flavell, Wilfred Jefferies y Gillian Grafton
han descrito formas truncadas de todos los LTCC (Cay1.1-1.4) en linfocitos T, que se
generan a través de un procesamiento por corte y empalme alternativo (Stokes, Gordon, &
Grafton, 2004; Kotturi & Jefferies, 2005; Matza et al., 2016). Algunas variantes carecen de
uno de los cuatro sensores de voltaje descritos para la subunidad a1 (Kotturi & Jefferies,
2005). Sin embargo, sélo recientemente se demostré que la variante para el Cay1.1, descrita
por Matza y cols. (2016), es capaz de conducir Ca?*. Datos obtenidos mediante analisis de
Western Blot, sugieren que la subunidad oic expresada en BMMCs tiene una estructura
similar al Cay1.2 expresado en cardiomiocitos de raton (Ramirez-Moreno Itzel Guadalupe,
datos no publicados), por lo que seria interesante secuenciar el RNA mensajero (mRNA) de
la subunidad aic, para verificar si existen modificaciones menores que puedan afectar la
sensibilidad a voltaje de los Cay1.2 presentes en BMMCs.

La induccién de la corriente sensible a nifedipina durante 2 y 4 h, sugiere que la
liberacion del TNF-a resultante de la estimulacion del receptor TLR-4 en BMMCs es un

proceso activo que requiere de la entrada constante de Ca?* desde el espacio extracelular,

41



de manera similar a la secrecion del TNF-a inducida por la estimulacion del receptor FceRI
en células RBL-2H3 (Baumgartner et al., 1994b; Pelletier et al., 1998; Jeong et al., 2002).
De hecho, el presente trabajo constituye el primer reporte sobre la induccion de una
corriente entrante de Ca?", tras la activacion del receptor TLR-4 en BMMCs. Previamente,
Madera-Salcedo y cols. (2013) no fueron capaces de detectar cambios en la [Ca?']i en
respuesta a la estimulacion con LPS en BMMCs, probablemente porque sus mediciones
fueron realizadas en una poblacion celular y no en MCs individuales. De un total de 50
células, el 32 % respondieron al LPS (500 ng/mL) con la induccién de una corriente
sensible a nifedipina. Una proporcion similar de respuesta al LPS (47 %) fue reportada en
macrofagos, en la que ademas, se observo heterogeneidad en el incremento en la [Ca2'];
(Letari, Nicosia, Chiavaroli, Vacher, & Schlegel, 1991).

7.3 Canales lonicos Activados en BMMCs en Reposo y Estimuladas

Las MMCs en reposo expresan una corriente de K* rectificadora entrante (Lindau &
Fernandez, 1986; McCloskey & Qian, 1994), que establece un potencial de membrana en
reposo de aproximadamente — 70 mV (Wischmeyer, Lentes, & Karschin, 1995). En
contraste, el potencial de membrana en reposo de las BMMCs sensibilizadas en este estudio
fue de alrededor de — 20 mV, similar al reportado para las CTMCs (Hill, Martin, & Miller,
1996). La diferencia entre los valores reportados puede ser un efecto directo del cesio (Cs™)
presente en la solucién intracelular o bien, ser una consecuencia de la sensibilizacion con
IgE. En relacién con el segundo argumento, se han identificado diversas corrientes ionicas
inducidas por secretagogos en MCs, entre las que se incluyen conductancias cationicas no
selectivas de Ca?" y Na* (Fasolato, Hoth, Matthews, & Penner, 1993). En nuestro estudio,
todas las BMMCs en reposo, esto es, células sensibilizadas con IgE, pero no estimuladas
con LPS, mostraron corrientes rectificadoras salientes a potenciales positivos, con un
potencial de inversién de aproximadamente — 20 mV. Si bien en el presente trabajo no
analizamos la naturaleza de estas corrientes, la cinética de la curva I-V sugiere que la
corriente es llevada a cabo predominantemente por cloro (CI). Asimismo, evidencias
previas respaldan esta afirmacién. Por ejemplo, en condiciones de reposo, una corriente
similar se presenta en MCs peritoneales y BMMCs de rata (Hill et al., 1996), asi como en
HMCs y RBL-2H3 mediante la estimulacion con IgE (Matthews, Neher, & Penner, 1989;
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Romanin, Reinsprecht, Pechtl, & Schindler, 1991; Duffy, Lawley, Conley, & Bradding,
2001). Un segundo tipo de corriente de CI" inducida por la estimulacion con IgE, incluye
corrientes de CI- dependientes de Ca?*, identificadas en diversas HMCs (Duffy, Lawley, et
al., 2001; Duffy, Leyland, Conley, & Bradding, 2001).

En este mismo sentido, el tratamiento con LPS durante 2 y 4 h no sélo fue capaz de
inducir un incremento en la corriente entrante, sino que, también modul6 positivamente el
componente saliente de las curvas I-V. Este hallazgo, en conjunto con la continuidad en la
constante de tiempo (t) de las BMMCs frente a la estimulacion con LPS sugiere que, la
activacion del TLR-4 modula la expresion de canales, probablemente de CI°, que no
determinan el potencial de membrana en reposo de las BMMCs. No obstante, es necesario
destacar que la activacion del TLR-4 en monocitos humanos induce la aparicion de una
corriente de potasio de rectificacion entrante (Ikir) (Kim et al., 2015) y que la solucion
intracelular de registro utilizada en este trabajo contenia Cs*, por lo que es probable que
nuestras condiciones experimentales estén infravalorando o desestimando modificaciones
reales en algunas propiedades pasivas de las BMMCs.

A diferencia de lo reportado en diversas lineas celulares de macrofagos (McKinney
& Gallin, 1990; Nelson, Jow, & Jow, 1992; Visentin, Agresti, Patrizio, & Levi, 1995), la
estimulacion con LPS no incrementd la Cm de las BMMCs. La discrepancia puede
atribuirse a la funcion que desempefia cada tipo celular en la proteccion del organismo
frente a un patdgeno. Los macrofagos fagocitan a los agentes infecciosos y para ello es
indispensable que dispongan de una superficie membranal suficiente. Por su parte, la
activacion de las MCs, mediante ligandos bacterianos, induce la liberacion de citocinas,
como el TNF-a, en ausencia de la fusién granulo-membrana plasmatica. Por tanto, nuestros

resultados apoyan la idea de que la secrecion del TNF-a ocurre a través de la PMD.

7.4 El Receptor TLR-4 y su Acoplamiento a la Entrada de Ca?*

Los mecanismos de transduccién de sefiales del TLR-4 han sido ampliamente descritos en
funcién de la sintesis de citocinas proinflamatorias y no en base al mecanismo de secrecién,
intimamente ligado con el incremento en la [Ca?*]i. Probablemente porque dichos estudios
se han realizado en modelos celulares no especializados en secrecion, a diferencia de las

MCs. A partir de estos estudios, se ha determinado que la estimulacion de diversos TLRs
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induce un incremento en la [Ca?*]; (Letari, Nicosia, Chiavaroli, Vacher, & Schlegel, 1991;
Seabra, Stachlewitz, & Thurman, 1998; Wheeler et al., 2000; Martin, Pingle, Hallam,
Rybak, & Ramkumar, 2006; Zhou, Yang, & Li, 2006; Ye et al., 2012; Kenny et al., 2013;
Buyck et al., 2013; Vogel et al., 2015; Huang, Showalter, Xu, Czernliecki, & Koski, 2017,
Su et al., 2017; S. Tang et al., 2017). De igual forma, se reportd que la secrecion de TNF-a
estimulada por la activacion del TLR-4 en BMMCs, requiere de la movilizacion de Ca?
(Madera-Salcedo et al., 2013). Sin embargo, el mecanismo implicado en la regulacion del
Ca?* esta poco explorado.

A diferencia de nuestros resultados de electrofisiologia, la mayoria de los estudios
sugieren que el incremento en la [Ca?*]i inducido por la activacion del TLR-4 en
macrdfagos, estd mediado por elementos que conforman la SOCE (PLCy-1P3-STIM1) (Ye
et al., 2012; Zhou et al., 2006; Tang et al., 2017). Asimismo, evidencia reciente sugiere que
la estimulacion del TLR-4 puede activar vias independientes a la SOCE y VOCE, entre las
que se ha implicado la activacion de canales TRPM7 (receptor de potencial transitorio de
melastatina 7) (Schappe et al., 2018). Los receptores TRPM7 se expresan en MCs y
median corrientes con curvas I-V no lineales, con un componente rectificador saliente
(Wykes et al., 2007). En principio, la estimulacion del TLR-4 podria regular positivamente
a los receptores TRPM7 presentes en nuestras BMMCs y estar contribuyendo a la secrecién
del TNF-a. No obstante, es poco probable que las corrientes registradas tras la estimulacion
con LPS presenten un componente mediado por los canales TRPM7, debido a que el
magnesio (Mg?*) y el ATP (trifosfato de adenosina) intracelular presentes en la pipeta son
capaces de inhibir estos canales (Nadler et al., 2001).

Por otra parte, recientemente se reporté en una linea celular de macréfagos,
RAW264.7, que la estimulacion del TLR-4 induce oscilaciones en la [Ca?*]i parcialmente
dependientes de los DHPR y cuya apertura se encuentra subordinada a la activacién de la
cinasa ERK (Su et al., 2017). Resultados similares se han obtenido en MCs y linfocitos T, a
través de la activacion de dos receptores estructuralmente relacionados entre si, el receptor
FceRl1 y el receptor de linfocitos T (TCR). Por ejemplo, en células RBL-2H3, la nifedipina
disminuyé considerablemente el incremento inicial en la [Ca?']i inducido por la
estimulacion del receptor FceRI, pero tuvo un efecto minimo sobre el incremento sostenido

de Ca?" (Yoshimaru et al., 2009). Omilusik y cols. (2011) compararon el efecto de la Tg
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sobre el incremento en la [Ca?*]i de los linfocitos T CD4* y CD8" Cacnaf’ vs WT.
Notablemente, las subpoblaciones de linfocitos T CD4'CD44"°, CD8'CD44" vy
CD8*CD44" mostraron una disminucion en el incremento en la [Ca?*]i inducida por Tg,
concluyendo que los Cay1.4 podrian ser necesarios para regular la SOCE (Omilusik et al.,
2011). En este mismo sentido, se ha demostrado que STIM1 regula reciprocamente los
canales que median la Icrac Yy los Cayv1.2. La activacion de STIML1, a través de la deplecién
del Ca®" de las pozas intracelulares, inhibe a los Ca,1.2 internalizandolos y, promueve la
activacion de los canales Orai en la membrana plasmatica (Park, Shcheglovitov, &
Dolmetsch, 2010; Wang et al., 2010). La internalizacion de los Cay1.2 inducida por STIM1
se establece a través de la interaccion de los segmentos CAD (dominio de activacion
CRAC) (Park et al., 2010) o SOAR (region de activacion STIM-Orai) (Wang et al., 2010)
de STIM1 y el carboxilo-terminal de los Cay1.2.

En suma, estos hallazgos sugieren una asociacion funcional y fisica entre los
elementos de la SOCE y la VOCE. Por tanto, con base en nuestros resultados nosotros
hipotetizamos que la estimulacion del receptor TLR-4 en BMMCs desencadenara un
mecanismo similar a la liberacion de Ca?" inducida por Ca?* (CICR), en la que el Ca®*
introducido por los Cay, activard a los receptores de rianodina (RyR) localizados en la
membrana del ER promoviendo el vaciamiento de las pozas intracelulares y favoreciendo la
activacion de STIM1-Orai. EI mecanismo propuesto es consistente con el hecho de que la
nifedipina inhibié en su totalidad la secrecion del TNF-a inducida por LPS en BMMCs,

esto es, los Cay actlian corriente arriba de otros canales de Ca®*.

7.5 Localizacién Subcelular de AHNAK1 y de las Proteinas Accesorias de los LTCC

La subunidad a: de los Cayl y Cav2 muestra poca o nula localizacion en la membrana
plasmatica y, produce corrientes pequefias 0 ninguna en células excitables, cuando la
subunidad a1 se expresa en ausencia de la subunidad B. En linfocitos T, evidencia sugiere
que la proteina de andamiaje, AHNAKL, se requiere para la inserciébn membranal de la
subunidad a1, probablemente a través de su interaccion con la subunidad 2 (Matza et al.,
2008). Por tal motivo, decidimos poner a prueba la hipdtesis de que un mecanismo similar

podria estar detras de la aparicion de la corriente de Ca?* sensible a nifedipina en BMMCs.
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Nuestro resultados muestran por primera vez, la distribucién subcelular de la
proteina AHNAKL1 y la subunidad accesoria B2 de los LTCC en BMMCs. Previamente,
mediante estudios de coinmunoprecipitacion, se determind la participacion de AHNAK1 en
el sistema de transduccion de sefiales del receptor TLR-4 (Martin-Avila et al., 2016). En
ese estudio se establecié que, la activacion del TLR-4 induce la disociacion entre las
isoformas clasicas fosforiladas de la proteina cinasa C (p-PKCo/p) y AHNAKI1 (Martin-
Avila et al., 2016). Nuestros resultados de microscopia de inmunofluorescencia confocal
muestran que la proteina AHNAKZ, en condiciones basales, se localiz6 a lo largo de la
membrana plasmatica con una distribucion difusa en el citoplasma, concordando con el
patrén previamente reportado en osteoblastos (Shao et al., 2009). No obstante, no mostro
colocalizacion con la subunidad B2, ni se modifico su patron de distribucion, en presencia
del estimulo.

Ademas, nuestro estudio es el primero en mostrar la localizacion subcelular de la
subunidad B2 de los LTCC en BMMCs en particular y, en células del sistema inmune en
general. La microscopia confocal muestra que dicha subunidad se agrupa en paquetes
discretos o vesiculados distribuidos en todo el citoplasma, pero, con una expresion baja.
Estos datos concuerdan con el estudio de Yamasaki y cols. (2012), en el que determinaron
que las BMMCs expresan cantidades bajas del mMRNA para las subunidades B2 y Pa.

Un primer andlisis de estos resultados nos sugeriria que nuestra hipdtesis no se
comprueba, sin embargo, debemos resaltar que de acuerdo con lo reportado por Yamasaki y
cols. (2012), las BMMCs expresan las subunidades B2 y Bs4 a nivel transcripcional, las
cuales pudieran tener una funcion redundante sobre la expresion membranal de la
subunidad a1 a través de la proteina AHNAK1. Ademas, la entrada de Ca?* inducida por la
activacion del TCR se encuentra disminuida en linfocitos T CD4" y CD8*, carentes de las
subunidades B3 y B4 (Badou et al., 2006; Jha et al., 2009). Al mismo tiempo, no podemos
descartar la participacion de AHNAKZ1 en la activacion o modulacion de los Cay en
BMMCs, ya que, estructuralmente contiene un dominio PDZ en su extremo amino-
terminal, que es importante para la organizacién espacial de canales i6nicos (Doyle et al.,
1996). Asimismo, AHNAK funciona como un inhibidor de los Cay1.2 en cardiomiocitos
(Alvarez et al., 2004; Haase et al., 2005), modulando la inactivacion dependiente de voltaje

de estos canales (Alvarez et al., 2010).
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7.6 Distribucion Subcelular de la Subunidad a1 de los LTCC y su Mecanismo de
Activacion

La evaluacion de todas las posibles interacciones que en principio puedan estar
estableciéndose entre las subunidades o1 y p de los LTCC en las BMMCs, resulta en
términos practicos, inviable. Ademas, si el mecanismo que estaba detras de la aparicion de
la corriente tipo L en BMMCs involucraba la insercion del poro del canal en la membrana
plasmatica, nos resulté més factible analizar la distribucion de la subunidad aic de los
LTCC en BMMCs.

Nuestros resultados muestran por primera vez que, la subunidad aic de los LTCC se
distribuye predominantemente en el citoplasma y nucleo y, en pocas ocasiones, a lo largo
de la membrana plasmatica. La estimulacion con LPS, ain durante 4 horas, no modifico
esta distribucion basal de la subunidad aic. Esto podria, explicar por queé la expresion de la
subunidad aic en la superficie celular, detectada por citometria de flujo, fue tan baja en
BMMCs (Yoshimaru et al., 2009). Nuestros resultados sugieren ademas que la expresion
membranal de la subunidad aic no es el mecanismo que subyace a la aparicion de la
corriente tipo L en este modelo celular. Ante tal escenario, es necesario subrayar que dos
estudios independientes han reportado que en BMMCs se expresa el mRNA que codifica
para la subunidad oip de los LTCC (Yoshimaru et al., 2009; Yamasaki et al., 2012).
Asimismo, Yamasaki y cols. (2012) reportaron el patron de distribucion de la subunidad
a1p, que es muy similar a la localizacién de la subunidad aic reportada en este trabajo. Por
tanto, se puede hipotetizar que la estimulacion con LPS en BMMCs modulara
diferencialmente la expresion en la superficie celular de la subunidad a1p, pero no la de la
subunidad aic de los LTCC y, que este mecanismo serd el responsable de la modulacion de
la corriente tipo L. Sin embargo, no podemos descartar que un mecanismo alternativo a la
translocacion e insercion de la subunidad o1 esté involucrado en la activacion de los canales
Cav1.2 en las BMMCs. Nosotros nos inclinamos por un mecanismo independiente del
voltaje, que involucre una modificacion quimica de los Cayl.2 y que ademds sea
compatible con la CICR descrita en parrafos anteriores. En células de masculo liso arterial,
la PKCa agrupa a los LTCC para que operen en un modo de alta probabilidad de apertura,
generando sitios de entrada de Ca?" persistentes, denominados chispitas (sparklets, en

inglés) de Ca?* (Navedo, Amberg, Votaw, & Santana, 2005). Este modo de apertura de alta
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probabilidad del canal, opera de manera independiente de los cambios en el potencial de
membrana, e incluso del potencial de membrana en reposo (Amberg, Navedo, Nieves-
Cintron, Molkentin, & Santana, 2007; Navedo et al., 2005). EI modelo es compatible con
nuestros datos de electrofisiologia, en los que la induccién de la corriente fue dependiente
de la activacion del TLR-4. Asimismo, se ha reportado que las isoformas clésicas de la
PKC regulan positivamente la secrecion del TNF-a estimulada por LPS en BMMCs
(Martin-Avila et al., 2016), por lo que seria interesante evaluar si un mecanismo de
activacion de los Cayv1.2 dependiente de la PKC esté presente en BMMCs.

Por otra parte, la subunidad o1 de los LTCC citoplasmatica puede tener una funcién
especifica y no solamente actuar como un reservorio para el recambio de nuevos canales en
la superficie celular. Yamasaki y cols. (2012) reportaron que tras la activacion del receptor
FceRl, la subunidad aip de los LTCC indujo la liberacion de zinc (Zn) desde el ER
(‘Yamasaki et al., 2012). Esta ola de Zn potencia la capacidad de union del NFkB al DNA,
controlando positivamente la sintesis de citocinas. Recientemente, este equipo de
investigacion reportd que tras la activacion del receptor TLR-4, se induce la liberacion de
Zn desde el ER a través de los LTCC, regulando la expresion genética de citocinas
proinflamatorias como la IL-6 (Uchida, Xiang, Arai, Kitamura, & Nishida, 2018). En suma,
estos hallazgos obligan a replantearnos experimentos clave, entre ellos la cuantificacion de
la secrecion de citocinas en presencia de BAPTA-AM?® o nifedipina, que nos permitan

eliminar o discernir la contribucion exclusiva del Zn al proceso de secrecion.

8 La constante de disociacion (Kq) del complejo Zn?*/ BAPTA (Kq = 7.9 nM) (Benters et al., 1997) es menor
que la del complejo Ca?*/BAPTA (Kq = 110 nM) (Tsien, 1980).
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8. Conclusiones
1. La activaciéon del TLR-4 induce la aparicion de una corriente mediada por LTCC que
contribuye a la entrada de Ca®" extracelular necesaria para la secrecion del TNF-o
estimulada por LPS en BMMCs.
2. A partir de los datos obtenidos no es posible concluir que la proteina AHNAKZ1 participe
en la expresion membranal de la subunidad § de los LTCC en BMMCs.

9. Perspectivas

1. Determinar el mecanismo de activacion de los LTCC.
2. ldentificar el(los) componente(s) de la corriente rectificadora saliente inducida por LPS.

3. Explorar la(s) posible(s) funcion(es) de la subunidad a1 de los LTCC que pudiera estar

ejerciendo desde compartimientos intracelulares.
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