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RESUMEN

Las células invierten energia, en forma de ATP, para mantener el gradiente de 4 6rdenes de magnitud
exclusivo del ion calcio (Ca?*) entre el citoplasma (~100 nM) y el espacio extracelular (~1 mM). Las
células presentan diferentes almacenes intracelulares de Ca* como el reticulo endoplasmico (RE)
que les permite tener eventos de sefializacion locales y efimeros y asi limitar el papel toxico de este
ion. EI RE se rellena con Ca?* por la accion de la bomba SERCA, la cual se alimenta con Ca?* provisto
por diferentes canales de la membrana plasmatica, como los canales Orail que en unién con STIM1
forman la entrada de Ca?* operada por depésito (SOCE). El RE también presenta canales de liberacion
de Ca** (RIPs) y de fuga (Orai3) junto con proteinas luminales que aumentan su capacidad de
acumular Ca?*. Se ha reportado que los incrementos iniciales de la [Ca?*]; inducidos por el factor de
crecimiento VEGF requiere la expresion de los canales Orai3. Estos datos sugieren que el canal Orai3
pudiera participar en los cambios de la [Ca?*]; inducidos por los factores de crecimiento por lo que
decidimos estudiar su papel en la sefalizaciéon por Ca?* inducida por factores de crecimiento
diferentes al VEGF, como seria el hEGF en células HelLa para determinar si el efecto de Orai3 es
generalizado en la sefalizaciéon por Ca?" de los factores de crecimiento. Por otra parte, lo
convencionalmente establecido es que diferentes agonistas pueden actuar en receptores con actividad
de cinasa de tirosina (RTK) activando a la PLCy, lo que genera la produccion de I1P; y la apertura del
RIP;. Se ha observado que el RIP; participa en la respuesta de hEGF ya que cafeina inhibe el
incremento de Ca?* citosolico inducido por este factor en células de glioma.

La aplicacién de 80 ng/mL de hEGF a células HelLa incubadas con 250 nM 6 2 uM de Fura-2 AM
produjo un incremento transitorio de la [Ca®']i en ausencia de Ca?* externo. El area bajo la curva
(ABC) de dicha respuesta fue similar, aunque la capacidad amortiguadora del Fura-2 haya sido
diferente. Esta respuesta se elimind por completo cuando se vaci6 el RE con la combinacion de
tapsigargina (Tg) e histamina (His). EI ABC de la respuesta de [Ca?']i inducida por hEGF fue similar
a la obtenida con His, un agonista tipico liberador de Ca?* del RE. Sin embargo, sélo His disminuy6
el ABC de la respuesta de [Ca?"]i inducida por hEGF, sin afectar la cinética de liberacién y remocion
de la [Ca?*]; producida por hEGF. Estos datos sugieren que His produce un vaciamiento parcial del
RE mientras que el hEGF no lo hace. Se ha propuesto que hEGF activa la PLCy, para verificar esto,
se utilizo un inhibidor de esta enzima (U73122) y su anélogo inactivo como control (U73343). La
incubacion de células HelLa con U73122, ya sea de forma pre-incubada o aguda, inhibi6 la respuesta
de [Ca?*]; de His sin afectar la inducida por hEGF. Esto sugiere que hEGF libera Ca?* del RE sin
requerir un incremento de IPs. Se exploré la posible participacion del canal Orai3 en la respuesta de
hEGF, para tal fin se transfectaron las células con el agente PEl empleando Orai3DN o se
sobreexpresé Orai3. La respuesta a hEGF fue similar a la mock por lo que no encontramos ninguna
evidencia que sugiera la participacion de Orai3 en el mecanismo de liberacion de Ca?* inducida por
hEGF. Por lo tanto, decidimos evaluar la participacion del RIP3; en el mecanismo de liberacién de
Ca?* por hEGF empleando cafeina, que se ha reportado tiene un efecto inhibitorio en la actividad del
RIPs, siendo el RIPs tipo3 el més sensible a este alcaloide. La cafeina inhibié en un 80% los ABC de
hEGF y en un 50% los inducidos por His. No encontramos ninguna evidencia de que estos efectos se
deban a la participacion del receptor de rianodina. Sugerimos que hEGF activa al RIP; por un
mecanismo de sensibilizacion independiente de la actividad de la PLCy.



SUMMARY

Cells invest energy, in the form of ATP, to maintain an exclusive 4-order magnitude gradient of
calcium ion (Ca?") between cytoplasm (~100 nM) and extracellular space (~1 mM). Cells have
different intracellular Ca?* stores, such as the endoplasmic reticulum (ER), which allows them to have
local and transient signaling events, thereby limiting the toxic role of this ion. The ER is refilled with
Ca?" by the action of the SERCA pump, which is fed by Ca?* provided by different plasma membrane
channels, such as Orail channels that, in conjunction with STIM1, form the store-operated Ca?* entry
(SOCE). ER also features Ca?* release (IPRs) and leak (Orai3) channels, along with luminal proteins
that increase its Ca®* storage capacity. It has been reported that the VEGF-induced initial increase in
the [Ca®*]i requires the expression of Orai3 channels. These data lead us to study its role in Ca%
signaling induced by growth factors other than VEGF, such as hEGF in HelLa cells, to determine
wether Orai3 has a generalized role in growth factor-induced Ca?* signaling. Traditionally, the
activation of receptors with tyrosine kinase activity (RTK) recruit the PLCy, producing IPs which in
turn opens the RIP;. This contention is supported, among other things, by the inhibitory effect of
caffeine on the activity of RIP; and the associated hEGF response in glioma cells.

Application of 80 ng/mL hEGF to HeLa cells incubated with 250 nM or 2 uM Fura-2 AM produced
a transient increase in the [Ca?*]i in the absence of external Ca?*. The area under the curve (AUC) of
this response was similar, although the Ca?* buffering capacity of Fura-2 was different. This response
was completely eliminated when the ER was emptied with the combination of thapsigargin (Tg) and
histamine (His). The AUC of the hEGF-induced [Ca?*]; response was similar to that obtained with
His, a typical ER Ca?'-releasing agonist. However, only His decreased the AUC of the [Ca?'];
response induced by hEGF, without affecting the kinetics of release and removal of the [Ca?'];
produced by hEGF. These data suggest that His produces partial ER emptying while hEGF does not.
It has been proposed that hEGF activates PLCy; to verify this, an inhibitor of this enzyme (U73122)
and its inactive analogue (U73343) were used. Incubation of HeLa cells with U73122, either pre-
incubated or acutely, inhibited the His [Ca?*]; response without affecting that induced by hEGF. This
suggests that hEGF releases Ca?* from the ER without requiring an increase in IPs. The possible
participation of the Orai3 channel in the hEGF response was explored; for this purpose, the cells were
transfected with the PEI agent using Orai3DN or Orai3 was overexpressed. The response to hEGF
was similar to mock, so we did not find any evidence suggesting the participation of Orai3 in the
mechanism of Ca?* release induced by hEGF. Therefore, we decided to evaluate the participation of
IPsR in the Ca?* release mechanism by hEGF using caffeine, which has been reported to have an
inhibitory effect on IPsR activity, with IPsR3 being the most sensitive to this alkaloid. Caffeine
inhibited the AUC of hEGF by 80% and those induced by His by 50%. We found no evidence that
these effects were due to participation of the ryanodine receptor. We suggest that hEGF activates
IPsR by a sensitization mechanism independent of PLCy activity.
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1. INTRODUCCION

1.1 Elién calcio (Ca?*) como segundo mensajero intracelular

El i6n calcio (Ca?") destaca como el mensajero celular mas versatil y participa en la
regulacién de funciones celulares que incluyen la contraccion, la secrecion, el metabolismo,
la expresion génica, la supervivencia y la muerte celulares. Un principio fundamental en la
sefializacion de Ca®* es que cualquier alteracion en la concentracion intracelular de Ca?*
([Ca*]i) desencadena una respuesta celular (Berridge et al., 2000). En las células no
estimuladas, el Ca?" citosolico se mantiene a una concentracion de ~100 nM comlnmente

2+

denominada como la concentracion de Ca“* “en reposo™ o "basal". La estimulacion extrinseca
de las celulas puede ser de diferentes tipos como: sefiales hormonales, neurotransmisoras,
factores de crecimiento, anticuerpos, estimulos mecénicos, eléctricos, térmicos, cambios de
pH, alteraciones osmoticas, reactivos citotoxicos, invasiones microbianas o mediante la
transmision de sefiales celulares a través de uniones comunicantes. Por otro lado, la
sefializacion de Ca?* también puede ser intrinseca, manifestandose a través de sefiales
celulares espontaneas en miocitos cardiacos y neuronas en desarrollo (Bootman y Bultynck,

2020).

Las células invierten gran parte de su energia para efectuar cambios en la concentracion de
Ca2*. Una de las razones de mantener baja la [Ca?']ies que la unién de Ca?* con polifosfatos
como los acidos nucleicos, fosfolipidos, nuclettidos y pirofosfato, forma complejos
insolubles en agua, mientras que esto no ocurre con el contraion Mg?*. Por lo tanto, las células
han desarrollado formas de secuestrar este cation divalente peligroso para reducir sus niveles
citosélicos y usar su energia de enlace para la transduccion de sefiales. A diferencia de las
moléculas complejas, el Ca?* no es susceptible a alteraciones quimicas, lo que implica que
para ejercer control sobre él las células deben secuestrarlo ya sea por proteinas u organelos

intracelulares o extruirlo a través de la membrana plasmatica (MP) (Clapham, 2007).

Las principales fuentes de Ca?* son los dep6sitos intracelulares y el medio extracelular. En

el medio externo, las [Ca®']e se encuentran alrededor de 1 mM, lo que implica que el gradiente

1



de Ca®" entre el medio externo y el citoplasma es de cuatro 6rdenes de magnitud. Esto
significa que el transporte del ion a través de la MP, la cual tiene una naturaleza hidrofébica
y resulta impermeable para el Ca?*, sea de dos tipos: mediante transporte pasivo (canales

ionicos) o activo (bombas de Ca?*) (Guerrero et al., 2023).

1.2 Mecanismos de transporte de Ca?* en la membrana plasmatica

Existen diferentes canales ubicados en la membrana plasmatica que estan involucrados en el
movimiento del ion Ca?* al interior de la célula. Estos son: a) canales de Ca?* dependientes
de voltaje (VOCCs, por sus siglas en inglés), los cuales se expresan generalmente en células
excitables; b) canales operados por receptores (ROCs, por sus siglas en inglés); c) canales
operados por segundos mensajeros (SMOCs, por sus siglas en inglés), y d) canales operados
por deposito (SOCs, por sus siglas en inglés), como los canales ORAI. Los canales que
provocan un cambio transitorio del potencial de membrana del fotoreceptor (TRPs, por sus
siglas en inglés) también son una familia de canales que transportan Ca?*. Existen varios
grupos en esta superfamilia, pero tres son los principales: la familia canénica TRPC, la
familia de vaniloides TRPV vy la familia de melastatina TRPM (Berridge et al., 2003).

Diferentes mecanismos de remocion en la membrana plasmatica tienen un importante papel
en la homeostasis del Ca®* y el mantenimiento de las concentraciones en el citoplasma de
~100 nM. La ATPasa de Ca?*de la membrana plasmatica (PMCA, por sus siglas en inglés)
es una bomba tipo P que utiliza energia en forma de ATP para extruir el ion Ca?* en contra
de su gradiente de concentracion. La bomba PMCA tiene alta afinidad por Ca®* y responde
a elevaciones en la [Ca?']i a través de la proteina calmodulina (Krebs, 2022). El
intercambiador Na*/Ca?* (NCX) es un transportador bidireccional de iones presente en la
MP, que también funciona como mecanismo de remocion de Ca?*, transportando un ion Ca?*
fuera de la célula y tres iones de sodio dentro de la célula (Jeffs et al., 2007). Algunos de
estos mecanismos anteriormente mencionados se representan en la Figural.l.
Adicionalmente, en el citoplasma hay proteinas de union a Ca?, codificadas por ~200 genes

y que pueden actuar como amortiguadores que regulan las concentraciones libres de este ion.
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Figura 1.1. Proteinas de transporte del ion Ca?* en la MP. El Ca?* puede ingresar a la célula a
través de diferentes canales presentes en la MP; por ejemplo: los canales operados por receptores,
ROCs, canales TRPs y otros no representados en el esquema como SOCs y SMOCs. En la MP
también existen mecanismos de remocion como el intercambiador NCX y la bomba PMCA. NCX,
Intercambiador Na*/Ca?" (por sus siglas en inglés); PMCA, ATPasa de Ca*" de la membrana
plasmatica (por sus siglas en inglés); ROCs, Canales Operados por Receptores (por sus siglas en
inglés); TRPC, Canal del Potencial transitorio del fotoreceptor canénico (por sus siglas en inglés);
VDCC, Canales de Ca?* dependientes de voltaje (por sus siglas en inglés). Modificado del trabajo de
Gorlach y colaboradores; 2015.

1.3 El reticulo endoplasmico como principal reservorio de Ca?*

El RE es el principal organelo de almacenamiento de Ca?* intracelular. Este contiene
numerosas proteinas involucradas en el mantenimiento de la homeostasis y la sefializacion
por Ca?*. En el lumen del RE, hay abundantes proteinas de union a Ca®"; por ejemplo,
calrreticulina y calsecuestrina. Un regulador clave de la homeostasis del calcio celular es la
ATPasa de Ca?* del reticulo sarcoendoplasmico (SERCA), que actlia transportando iones
Ca2" desde el citosol al RE. Las bombas SERCA pertenecen a la familia de ATPasas de tipo
P que incluye una serie de ATPasas unidas a membranas, como la ATPasa de Ca?* de
membrana plasmatica (PMCA), la ATPasa Na'/K* y la ATPasa H*/K*. Una caracteristica
comun de estas ATPasas de tipo P es transportar iones metalicos contra el gradiente a través
de lamembrana debido a cambios conformacionales estabilizados por la autofosforilacion de
un residuo de acido aspartico, por lo que se consume ATP (Xu y Van, 2021). La estructura
de la proteina esta altamente conservada, exhibiendo variaciones sélo en la extension de la

region C-terminal a través de isoformas y variantes de splicing. Se han identificado nueve



variantes de splicing de SERCA (SERCA1la-b, SERCA2a-d, SERCA3a-c) codificadas por

tres genes diferentes (ATP2A1-3) en humanos.

La tapsigargina (Tg) se clasifica estructuralmente como una lactona sesquiterpénica, y se
extrae de una planta, Thapsia garganica. Es un inhibidor farmacoldgico selectivo de SERCA
en una variedad de células y se ha descrito que esto se debe a que Tg estabiliza la
conformacién E2 de SERCA evitando asi su ciclo catalitico (Laporte et al., 2004).

En el reticulo endo/sarcoplasmico, ademas de sistemas de captura de Ca?* como la bomba
SERCA, también estan presentes canales de liberacion de Ca?* como receptores de rianodina
(RyR) y receptores de inositol 1,4,5-trisfosfato (RIP3s). Existe una homologia de ~40% entre
RyR e RIP3 en las regiones transmembrana putativas, lo que indica que estos dos canales
evolucionaron a partir de un canal ancestral comudn. Aunque estructuralmente relacionados,
RyR e RIP3 tienen perfiles fisioldgicos y farmacologicos distintos. RyR es un homotetrdmero
que comprende cuatro monémeros de 565 kDa, de aproximadamente 5000 aminoé&cidos cada
uno y se expresa fundamentalmente en células excitables. Este receptor presenta sitios de
union de alta afinidad a Ca?*, a bajas concentraciones citosélicas (~100—200 nM) el receptor
permanece cerrado, y cuando las concentraciones llegan a concentraciones en el orden
submicromolar el Ca?* se une aumentando la probabilidad de apertura del canal (Po). La
actividad del canal es maxima cuando la [Ca?*]ies ~10 uM, y mayores concentraciones

conducen a una reduccion de Po (Santulli et al., 2017).

Existen tres subtipos de RyR en tejidos de mamiferos: RyR1 y RyR2 son necesarios para el
acoplamiento excitacion-contraccion en el musculo esquelético y cardiaco, respectivamente,
y también se expresan en tejidos no musculares y estan regulados durante el desarrollo. El
RyR3 se identifico originalmente en el cerebro, pero se expresa ampliamente en tejidos no
neuronales (Zalk et al., 2015).

Tipicamente, la estimulacion de las células conduce a un aumento agudo de la [Ca?*]i desde
el nivel de reposo de 100 nM, y al final de la estimulacion la concentracion vuelve al estado
de reposo. El nivel de Ca?* citosolico depende de la naturaleza del estimulo, asi como de



factores como la concentracion, intensidad y duracion del estimulo, y la presencia de
proteinas amortiguadoras de Ca?* (Bootman y Bultynck, 2020). Estos estimulos pueden ser
diferentes agonistas, los cuales pueden incrementar la [Ca?']i mediante mecanismos que
involucran al RIP; y Ca®" proveniente del RE. En la seccion 1.4 se abordaran estos

mecanismos Yy se profundizara en estructura, funcion y particularidades del RIPs.
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Figura 1.2. Dindmica del ion Ca?"intray extracelular. Elion Ca?*puede ingresar al interior celular
a través de diferentes canales presentes en la membrana plasmatica. EI Ca?* es extruido por la bomba
PMCA o por el intercambiador NCX. En el principal reservorio intracelular de Ca?*, el RE, también
existen mecanismos de remocion como la bomba SERCA y canales de liberacion como el RyR vy el
RIP;3 que se expresan segun el tipo celular. Se muestra el proceso de liberacion de calcio inducida por
calcio (CICR). En la mitocondria existe el canal MCU y el NCX mitocondrial. Tomado de Dong et
al., 2006.

Aunque el RE es el principal reservorio de Ca?*, otros organelos también son capaces de
captar el ion como por ejemplo el aparato de Golgi, las mitocondrias y los lisosomas
(Raffaello et al., 2016). Se ha reportado que el Ca?* liberado desde el RE puede captarse por
las mitocondrias y promueve la bioenergética y la supervivencia celular al estimular las

actividades de las deshidrogenasas que controlan el flujo de carbonos a través del ciclo de



los é&cidos tricarboxilicos (TCA). Se ha reportado que este organelo también tiene
mecanismos de remocion y liberacion. La captacion de Ca** mitocondrial ocurre a través del
uniportador de Ca?* mitocondrial (MCU) y la salida de Ca?* de este organelo esta mediado
por el intercambiador Na*/Ca?" mitocondrial (Fernandez et al., 2023). Los mecanismos de
liberacion y remocion descritos en esta seccion se representan en la Figura 1.2 que describe

la dindmica del ion Ca?*.

1.4 EIl Receptor de IP3, canal liberador de Ca®* del RE en respuesta a estimulos

En los mamiferos, existen tres subtipos diferentes (1, 2 y 3) del RIPs, que comparten entre
un 60 y un 70% de identidad de secuencia; pueden formar homotetrameros o
heterotetrameros, exhibir diferentes perfiles de expresion espacial y estan involucrados en
diversas vias de sefializacion. Las subunidades de este receptor tienen 2700 residuos de modo
que RIP3 y RyR son los canales ionicos méas grandes conocidos (Bezprozvanny, 2005).
Existen diferentes agonistas que pueden interactuar con receptores acoplados a proteina G
(GPCR, por sus siglas en inglés), o con diferentes receptores de cinasas de tirosina (RTK,
por sus siglas en inglés), que estimulan la enzima fosfolipasa  (PLCP, por sus siglas en
inglés) y PLCy respectivamente, y conducen a la produccion de IPs. La activacion del RIP3

requiere la union tanto de 1Pz como Ca?* en sus cuatro subunidades (Alzayady et al., 2016).
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Figura 1.3. Los RIP;s son estimulados por IP; y Ca?. Se muestra el mecanismo convencional de
produccion de IP3 ante la estimulacién de receptores de tipo GPCR y RTK. El RIP; requiere de la
union de IP; y Ca?* para la apertura del canal y la liberacién de Ca?" intracelular. EI mecanismo que
subyace esta retroalimentacion positiva es conocido como CICR. Tomado de Prole y Taylor, 2019.
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Se ha reportado que el RIP3 presenta dos sitios de unién a Ca2*, un sitio estimulador, que se
encuentra méas cercano al poro del canal que el sitio inhibidor. Se han propuesto diferentes
esquemas para explicar la interaccion entre 1Pz y Ca?*; se propone que IPs podria regular
inicamente el sitio inhibidor (reduciendo la afinidad por el Ca?*) o tanto el inhibidor y el
estimulador (aumentando su afinidad por el Ca?!). Cualquiera que sea el mecanismo
detallado, el resultado es que el IP3 es necesario para que el RIPz responda a la estimulacion
por Ca2*. Esta interaccion tiene implicaciones importantes, ya que permite que el RIPs, en
presencia de IPs, pueda propagar sefiales de Ca®" inducidas por Ca?* de forma
regenerativamente, lo que es el principio del proceso de liberacion de calcio inducida por
calcio (CICR, por sus siglas en inglés) (Prole y Taylor, 2019). Esquemas de dichos

mecanismos se presentan en la Figura 1.3.

Los subtipos del RIPs difieren en sus patrones de expresion entre tejidos, tienen diferentes
afinidades por IPs (RIP3-2 > RIP3-1 > RIPs-3), difieren en sus asociaciones con otras
proteinas y en su modulacion por sefiales adicionales. También parecen diferir en su
capacidad para sostener oscilaciones de Ca?*y las consecuencias funcionales de perturbar los
RIP3 difieren para los diferentes subtipos (Prole y Taylor, 2016). Los receptores de tipo 3
(RIP3-1-3) se expresan predominantemente en celulas que proliferan répidamente y la
expresion de estos esta regulada a la alza en varios tipos de cancer, como el glioblastoma, el

cancer de mama, el cancer gastrico y el cancer colorrectal (Mound et al., 2017).

De forma general las subunidades que forman el canal idnico tetrdmero RIP3z se pueden
dividir en 3 regiones: el dominio citoplasmatico N-terminal grande (CD), el dominio
transmembrana formador del canal (TMD) y el dominio citoplasmatico C-terminal (CTD).
Cada subunidad del RIP3-3 estd compuesta por 2,671 residuos. ElI CD de cada subunidad del
RIPs tipo 3 se asemeja a un tripode con un dominio de enlace central (CLD) en forma de
bisagra, conectado a 3 dominios de solenoide de Armadillo (ARM1-3). EI CLD se encuentra
en el perimetro externo del receptor tetramero. EI dominio N-terminal (ARM1) se extiende
hacia el eje central de simetria de 4 pliegues y se conecta a 2 dominios contiguos B-trébol (j3-
TF1 y B-TF2), formando el dominio de unioén al ligando (LBD). B-TF1 de una subunidad
interactia con B-TF2 de la subunidad vecina formando un borde alrededor del eje de simetria



de 4 pliegues. El segundo dominio ARM (ARMZ2) sobresale de la CLD y esta orientado
paralelo a la superficie de la membrana, interactia con ARM1 de la subunidad vecina 'y forma
la periferia externa del receptor junto con la CLD. El tercer dominio ARM (ARMS3) conecta
los dominios citoplasmaticos con un dominio yuxtamembrana (JD) situado en la cara
citoplasmatica de la TMD. El JD esta formado por el ensamblaje de dos fragmentos separados
por el TMD. Un motivo en U compuesto por una horquilla B y un motivo de hélice a su vez
situado en el extremo C-terminal del dominio ARM3 encapsula un dominio similar a un
pestillo que se extiende desde el extremo C-terminal del TMD. El JD se estabiliza ain mas
por un dominio de dedo de zinc H2C2 formado por los residuos Cys-2538, Cys-2541, His-
2558, His-2563 y un ion zinc (Wu y Chen, 2023).

ARM1 amw'1
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Figura 1.4. Los RIPs-3 presentan un bucle en el sitio de unién a IPs. A. Se muestra la estructura
tridimensional del RIPs-3 resuelta por criomicroscopia electronica. B. Un bucle que se extiende entre
la primera y segunda hélice de ARM2 ocupa el sitio de union a IP3 en la isoforma 3 del RIPs,
estructura que no se presenta en las otras isoformas y que explica la menor afinidad por IP3 de este
receptor. C. Esquema representativo de los dominios que conforman el RIP3-3. Modificado a partir
de Karakas y colaboradores; 2020.

Los tres tipos de RIP3 comparten entre un 60 y un 70% de identidad de secuencia. Se ha
logrado identificar mediante experimentos de criomicroscopia electronica (Cryo-EM, por sus
siglas en inglés) que el RIP3-3 presenta un bucle de alta flexibilidad que ocupa el sitio de
unioén a IP3 en esta isoforma del receptor. Esta estructura de lazo presente de forma diferencial



en el RIP3-3 fue resuelta por el grupo de Karakas y colaboradores en 2020 (Azumaya et al.,
2020).

1.5 El Factor de crecimiento epidérmico humano (hEGF) y su receptor (EGFR)

El factor de crecimiento epidérmico (EGF) fue descubierto por Cohen. Este se aislo por
primera vez de las glandulas submaxilares del ratdn macho adulto, y se observo que estimula
la proliferacion de una serie de tejidos epiteliales tanto in vivo como in vitro (Carpenter y
Cohen, 1979). EI EGF humano es un polipéptido de cadena simple que consta de 53 residuos
de aminoacidos, incluidos seis residuos de Cys que forman tres enlaces disulfuro
intramoleculares que estabilizan a la proteina y mantienen su actividad bioldgica (Ogiso et
al., 2002). Este factor de crecimiento se sintetiza como un precursor que consta de 1217
residuos de aminoéacidos, a partir de los cuales se puede generar la forma madura por
protedlisis. El precursor del EGF es una proteina transmembrana glicosilada con un peso
molecular aparente de 140-150 kDa (Valcarce et al., 1999). Ya que no tiene un peso
molecular Unico, es muy dificil hablar de concentraciones molares de este factor de

crecimiento.

Entre los RTKs que pueden inducir la activacion de PLCy, se encuentra el EGFR, cuyo
ligando es el EGF. Este receptor es miembro de la familia ErbB de receptores con actividad
de cinasas de tirosina y se encuentra entre los receptores mas estudiados tanto en términos de
analisis de estructura-funcion y también como prototipo de oncogén cuyas multiples
mutaciones dan lugar a mutaciones clinicamente relevantes y canceres en varios tipos de
células (Uribe et al., 2021).

El gen del EGFR humano codifica para una proteina de 1210 aminoacidos con una masa
molecular de aproximadamente 134 kDa. Los primeros 24 amino&cidos son el péptido sefial
de esta proteina y a menudo se excluyen de la numeracion estructural. EI dominio de unién
al ligando extracelular del EGFR contiene 620 aminoacidos (25-645) que se dividen en cuatro
subdominios: I (L1), Il (CR1), Il (L2) y IV (CR2). L1y L2 son dominios ricos en leucina y
son responsables de la union del factor de crecimiento. Tanto CR1 como CR2 son regiones

ricas en cisteina con enlaces disulfuro intracatenarios. CR1 desempefia un papel en la
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formacion de homo o heterodimeros de EGFR con otros miembros de la familia ErbB. L1,
CR1y L2 forman una especie de receptaculo que acomoda al ligando para unirse entre L1y
L2. En el complejo dimérico EGF-EGFR, los dos ligandos de EGF se encuentran en el lado

opuesto del dimero y estan separados por 79 A entre si (Ogiso et al., 2002).
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Figura 1.5. El ligando EGF promueve la dimerizacién del EGFR y activa su cinasa de tirosina
para reclutar proteinas y producir cambios en la expresion de genes. Se muestra un esquema de
los dominios que conforman la estructura del EGFR. Se presentan los sitios de fosforilacion del EGFR
y la interaccién de algunas proteinas (enzimas y de andamiaje) con éste. Las tirosinas fosforiladas
actian como sitios de reclutamiento para moléculas de sefializacion posteriores que contienen
dominios SH2 y/o PTB. Se representan los factores de transcripcion que pueden ser activados
mediante las cascadas de sefializacidn rio debajo de la activacion del EGFR y algunas de las funciones
fisiologicas a las que conduce dicha activacion. Modificado de Tasia et al., 2022.

El dominio transmembrana (TM) consta de ~22 aminoacidos que conectan el dominio
extracelular e intracelular del EGFR. El dominio yuxtamembranal vincula el extremo C
terminal del dominio TM con el dominio cinasa del EGFR y desempefia un papel importante
en su dimerizacion y activacion. EI dominio yuxtamembrana es una region flexible y corta
que contiene solo ~ 37 residuos, pero consta de una secuencia de localizacion nuclear, sitio

de union a calmodulina, proteina cinasa C y sitios de fosforilacion de MAPK. El dominio de

10



cinasa de tirosina (TK) del EGFR consta de un l6bulo N-terminal (I6bulo N) y un l6bulo C-
terminal (I6bulo C). El sitio de union de ATP est& ubicado en una hendidura entre los dos
I6bulos, debajo de un bucle de union a fosfato rico en glicina. Finalmente, el dominio C-
terminal del EGFR consta de 229 aminoacidos y desempefia un papel importante en la
regulacién de la activacion del receptor al suprimir la actividad de cinasa en ausencia de
autofosforilacion. Este dominio es rico en prolina, y presenta una estructura flexible (Tasia
etal., 2022).

La union del EGF a la region extracelular del EGFR induce la dimerizacion del receptor, que
acerca los dos dominios citoplasméticos de cinasa de tirosina de los receptores lo suficiente
para que ocurra la autofosforilacion, y se estabilice la actividad intrinseca de cinasa de
tirosina. Como se observa en la Figura 1.5, los residuos de fosfotirosina recién formados se
comportan como sitios de acoplamiento para varias proteinas adaptadoras que posteriormente
inician cascadas de sefializacion intracelular, lo que lleva a la activacion de efectores
posteriores, como la cinasa solubre Src, las vias PI3K/Akt, MAPK, Ras/Raf/Mek/Erk,
JAK/STAT y PLCy1/PKC, por nombrar las mas relevantes (Levantini et al., 2022).

1.6 Los canales Orai se encuentran implicados en SOCE

La entrada de Ca?* operada por depdsito (SOCE), es un mecanismo que vincula las dos
fuentes principales de Ca®* subyacentes a las sefiales de Ca?* citosolico en la célula: el
espacio extracelular y el mayor reservorio: el RE. Después de la liberacion de Ca®
dependiente de agonistas desde el RE, SOCE permite la reposicion de las reservas
intracelulares agotadas y, en consecuencia, es un actor clave en la homeostasis del Ca?*
(Schulte y Blum, 2022).
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Los dos principales elementos moleculares implicados en SOCE han sido bien descritos: los
primeros son miembros de la familia de moléculas de interaccion estromal (STIM), que son
proteinas integrales de la membrana del RE que detectan la disminucion de los niveles
luminales de Ca?" en este organelo y se trasladan a sitios de contacto con la membrana
plasmatica donde se agrupan y reclutan el segundo componente de SOCE. El segundo
componente son los miembros de la familia de canales Orai que median la entrada de Ca®* a
la célula (Emrich et al., 2021). Los mamiferos expresan dos proteinas STIM (STIM1/2) y
tres proteinas Orai (Orail-3), que estan codificadas por cinco genes independientes. Las tres

isoformas de Orai presentan caracteristicas farmacologicas diferentes (Zhang et al., 2020).
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Figura 1.6. Las isoformas 1, 2 y 3 son hexameros y el poro del canal estd formado por seis
regiones TM1. Ay E representan la estructura secundaria de los canales Orai 1y 3 respectivamente.
B y F muestran la estructura terciaria de las subunidades monoméricas de Orai 1y 3. Cy G. Estructura
terciaria de los hexameros de Orai 1y 3. D y H. El esquema muestra el poro del canal de las isoformas
1y 3, el cual esta formado por seis segmentos TM1. Tomado de Tiffner A.y Derler I.; 2021.

Estructuralmente, las tres proteinas Orai consisten en cuatro dominios TM flanqueados por
los extremos N y C citosdlico, y unidos por dos asas extracelulares y uno intracelular. La
Figura 1.6 muestra la estructura secundaria y tridimensional de Orail y Orai3. A pesar de
gue estas isoformas tienen una estructura general comparable, solo comparten un 50-60% de
identidad de secuencia general. En detalle, solo la secuencia de las regiones TM1 es idéntica,

mientras que los otros tres dominios TM son comparables en un 81-87%. Las regiones
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citosélica y extracelular muestran diferencias mayores en la secuencia, y tampoco son
totalmente conservados el extremo N-terminal, el extremo C-terminal, ni las asas extra e
intracelulares (asas 1, 2 y 3). Esto es suficiente para alterar sus propiedades estructurales y
para suponer diferencia en la regulacion de las diferentes isoformas de Orai (Tiffner y Derler,
2021).

Todos los homologos humanos de Orai forman complejos hexaméricos. Dentro del
hexamero, los seis dominios TM1 se encuentran en el centro y forman el poro ionico selectivo
a Ca?" del canal de Orai. En el lado extracelular, el poro i6nico esta formado por una region
que permite la adsorcion de Ca2*, a la que le siguen el filtro de selectividad (E106) vy la
cavidad hidrofébica (L95, F99, V102) (Tiffner y Derler, 2021). En general se ha determinado
que las subunidades de Orai pueden formar complejos homo-hexaméricos o hetero-

hexameéricos para formar el poro del canal (Yoast et al., 2020).

1.7 El Fura-2 AM: un indicador sintético de cociente para determinar Ca?* citosolico

Una estrategia muy exitosa para estudiar el papel del Ca®* en un proceso celular especifico
ha sido el uso de indicadores fluorescentes de Ca®*. En términos generales, estos indicadores
presentan una alteracion en sus propiedades fluorescentes con Ca?* unido. Generalmente,
existen dos clases principales de indicadores de Ca?*: los sintéticos y las proteinas
fluorescentes junto con proteinas que unen Ca?*. Los indicadores de Ca®* se unen y estan en
equilibrio con la [Ca?']i que representa a los iones Ca?* de libre difusion. En este sentido, es
importante recordar que la mayor parte del Ca?* dentro de las células no esta libre, sino que
estd estrechamente unido a proteinas amortiguadoras. Al seleccionar un indicador se debe
considerar cuidadosamente no solo las caracteristicas espectrales de un indicador quimico,

sino también prestar mucha atencion a sus propiedades de union (Russell, 2011).

El indicador Fura-2 AM es un tetracarboxilato fluorescente de alta afinidad y selectividad.
Esta formado por la union de dos moléculas: BAPTA vy estilbeno. EI BAPTA, es un
tretracarboxilato con la capacidad de quelar Ca?*. El estilbeno es la parte fluorescente del
Fura-2, cuyo espectro de excitacion muestra un corrimiento hacia longitudes de onda

menores ante la union de Ca®" al BAPTA. Esta caracteristica hace que el Fura-2 sea un
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indicador de Ca?* de cociente. La constante de disociacion (Kd) o su inversa, la constante de
asociacion (Ka), describe la afinidad con la que el indicador se une a los iones Ca?*. La Kd
tiene unidades molares y corresponde a la concentracion de Ca®* a la que la mitad de las
moléculas indicadoras estan unidas con Ca?* en equilibrio. La Kd del Fura-2 que utilizamos
es 200 nM, la cual se obtuvo de ajustes a la curva de saturacion del indicador realizados en
el laboratorio y es el valor empleado en otros trabajos que han sido previamente publicados
(Mufoz et al.,, 1998). Cuando sea posible, se deben utilizar indicadores para medir
concentraciones de Ca®* entre 0,1 y 10 veces su Kd. Este es el rango en el que los cambios
en la fluorescencia dependientes de Ca?* son mayores. Las longitudes de onda de excitacion
del fura son 340 y 380 nm y su longitud de onda de emision es 510 nm. La fluorescencia a
360 nm no se modifica ante los cambios en la [Ca?*] y por lo tanto es un control que nos
permite calibrar y corroborar que los cambios en fluorescencia se deben a cambios en la
[Ca?*] y no a alguln otro artefacto como cambios en la intensidad de la luz, cambios en la
concentracion del indicador o la unién de algin otro metal al indicador (Guerrero et al.,
2023).
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2. ANTECEDENTES

Li y colaboradores (2015) observaron que la estimulacion con 30 ng/mL del factor de
crecimiento endotelial vascular (vVEGF) provocaba el aumento de [Ca®']i en varios modelos
de células endoteliales como HUVEC, SVEC, CMEC y LEC. Estos autores demostraron
midiendo las [Ca?*]i con el indicador Fura-2 que dicho incremento disminuia ante la ausencia

del canal Orai3 al emplear un siRNA del canal como se aprecia en la Figura 2.1 A.

En la Figura 2.1 B se muestra la estadistica de las respuestas de Ca?* citosélico para los
experimentos realizados por estos autores y se aprecia que usando cualquiera de dos
diferentes siRNAs de Orai3 se podia observar una disminucion de la primera fase de la
respuesta de [Ca?*]i o pico, mientras que no hay cambios en una segunda fase denominada
respuesta sostenida (Li et al., 2015). Estos experimentos demuestran la participacion de Orai3
en el mecanismo de incremento de [Ca?*]i inducido por este factor de crecimiento. Por otra
parte, estos autores proponen que el canal Orai3 viaja del interior de la célula a la MP, sin

considerar que eso toma mucho mas tiempo que el incremento de la [Ca?]i.
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Figura 2.1. Un siRNA de Orai3 disminuye la fase de pico del incremento de las [Ca?']i que
provoca la estimulacion con VEGF en células HUVEC. A. Mediciones de [Ca®']i en células
HUVEC empleando Fura-2 en dos grupos de células transfectadas, el primero con un siRNA control
y el segundo con un siRNA de Orai3. B. Estadistica de la respuesta de [Ca?']ien la fase pico y
sostenida empleando los siRNAs de Orai 3 03 1y O3_2. Tomado de Li J. y colaboradores; 2015.
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Sin embargo, en nuestro laboratorio, Leon Aparicio en el afio 2017 realiz6 experimentos de
microscopia confocal, utilizando el RIP3 tipo 1 como un marcador de reticulo y evallo la
colocalizacion de este canal con las tres isoformas de Orai. Estos experimentos se muestran
en la Figura 2.2 y como se aprecia en la cuantificacion, se observo un alto coeficiente de
Manders que indica colocalizacion entre Orai3 y el RIP3 (Leon-Aparicio et al., 2017). Estos
resultados coinciden con lo observado por Varadarajan y colaboradores en el 2013, que
demostraron la colocalizacion de BAP 31, un marcador del reticulo, con el canal Orai3
(\Varadarajan et al., 2013).
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Figura 2.2. El canal orai3 es un canal de la membrana del RE. A. Imagenes de microscopia
confocal utilizando las isoformas de Orai acopladas a la proteina fluorescente cian (CFP) y el RIP;
tipo 1 marcado con la proteina fluorescente amarilla (YFP). B. Estadistica para la colocalizacién entre
Orail, 2 y 3y el RIP;s tipo 1 empleando el coeficiente de Manders. Tomado de Leon Aparicio y
colaboradores; 2017.

Los canales Orai3 y Orail presentan diferencias estructurales (Tiffner y Derler, 2021) y
tambien quedd demostrado que diferencias en su localizacion mayoritaria, lo que plantea la
posibilidad de una funcion diferente para ambas isoformas. El 2-APB (2-aminoetoxidifenil

borato) habia sido caracterizado como inductor de fuga de Ca?* del RE dependiendo de la
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concentracion utilizada del farmaco por Leon Aparicio y colaboradores, en este mismo afio
(Leon-Aparicio et al., 2017), y se empled como herramienta en la demostracion de que el
canal Orai3 es un canal de fuga del RE. Estos autores realizaron registros de Ca?* citosolico
y luminal en las mismas células, empleando los indicadores Fura-2 y Mag-Fluo-4, como se
muestra en la Figura 2.3. En los experimentos mostrados se emplearon dos grupos de células

Hela, el primer grupo transfectado con siRNA control y el otro con siRNA de Orai3.
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Figura 2.3. El canal Orai3 es un canal de fuga del RE. A. Registros de Ca?* citosélico y luminal
en las mismas células. Los registros se realizaron en una solucién que contenia 1.8 mM de Ca?*. Se
aplicé a los 10 min un estimulo de 2-APB (50 uM) y a los 20 min de Tg (1uM). B. Estadistica para
el efecto de Tg en la [Ca?*];, se aprecia que no hubo cambios en estas dos condiciones. C. Estadistica
para la salida de [Ca?*]uminai, provocado por el 2-APB, la cual se ve afectada ante la ausencia del canal
Orai3. Tomado de Leon Aparicio y colaboradores; 2017.

Para el protocolo de registro se aplicd un estimulo con 50 uM de 2-APB, en este mismo
trabajo se demostrd que tiene efectos diferenciales en las diferentes isoformas de Orai, y se
plantea que provoca la apertura de Orai3. Posteriormente, se afiadié Tg para provocar el
vaciamiento del RE. Como podemos apreciar en la Figura 2.3 C, en las células en las que se
utiliz6 el siRNA de Orai3, estaba disminuida la salida de Ca?* del RE, lo que sugiere que el

canal Orai3 es un canal de fuga de este compartimento (Leon-Aparicio et al., 2017).
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El hEGF, otro factor de crecimiento diferente de VEGF también provoca incrementos en la
[CaZ*]i, en diferentes modelos celulares que expresan el EGFR; por ejemplo: en células de
glioblastoma y A431 (Bryant et al., 2004), en células de hepatoma humano (Fu et al., 1994),
y también en el modelo de células HeLa (Uyemura et al., 2005), de interés para nuestro
proyecto. En este sentido, lo convencionalmente establecido es que la produccién de IPs via

PLCy conducen a la activacion del RIP3 y a la consecuente liberacion de Ca?*,

U73122 es un aminoesteroide descrito como un inhibidor de PLC. Los efectos de este
inhibidor han sido previamente reportados para PLCy en células de fibroblastos orbitales
(Roh et al., 2023) y en células T CD4 del sistema inmune (Kumari et al., 2015). También,
como se observa en la Figura 2.4, se ha reportado la inhibicion de la respuesta provocada por

EGF y carbacol en células HSY al emplear U73122 (Zhang et al., 2002).
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Figura 2.4. U73122 es un inhibidor de PLCy y de las oscilaciones de Ca?" de EGF. En células
HSY el uso del U73122 (5 uM), un inhibidor de PLC, pre-incubado durante 10 min, elimina la
respuesta de Ca?* que se produce en suspensiones de células. A. Se muestran trazos representativos
de los registros de la [Ca?*]i empleando Fura-2 en células HSY estimuladas con 5 nM de EGF en
células control (lineas negras) y células pre-incubadas con U73122 (lineas grises). B. Se muestran
trazos representativos de los registros de la [Ca?*]i empleando Fura-2 en células HSY estimuladas con
100 uM de carbacol en células control (lineas negras) y células pre-incubadas con U73122 (lineas
grises). Tomado de Zhang y colaboradores; 2002.
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Por otra parte, en el 2010 Kang y colaboradores observaron en células de glioma U178MG
empleando el indicador Fura-2, que la respuesta de Ca?* producida por hEGF podia ser
inhibida por cafeina (Kang et al., 2010). El efecto inhibitorio de cafeina no se observé
solamente en la respuesta de EGF, sino que pudo observarse para otros agonistas productores
de IP3 como TFLLR (Figura 2.5). Este ultimo es un peptido (treonina-fenilalanina-leucina-
leucina-arginina) agonista selectivo para el receptor activado por proteasa-1 (PAR1). PAR-1
es un receptor acoplado a proteina G que se expresa en multiples tipos celulares en el sistema
nervioso, con la expresion mas prominente en las células gliales (Han et al., 2011). El hecho
de que cafeina inhibe la respuesta inducida tanto por receptores tipo RTK como GPCR,
gener0 la pregunta de si se debe a un efecto en el RIP3 directamente. En este sentido estos
mismos autores realizaron un experimento en un modelo de células HEK293T, en el que
sobreexpresaron los tres tipos de RIPs, y evaluaron la inhibicion de las respuestas de Ca?* en
presencia de cafeina para cada grupo, como se muestra en la Figura 2.6. Estos experimentos
sugieren la participacion del RIPs-3 en el mecanismo de inhibicion de la respuesta de Ca®

por cafeina.
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Figura 2.5. EGF produce incrementos de [Ca?*]ien células de glioblastoma. En células U178MG
puede observarse un transitorio de Ca?* en respuesta a la estimulacion con 100 ng/mL de EGF que se
inhibe con cafeina, de forma dependiente de la dosis. Tomado de Kang y colaboradores; 2010.

La cafeina es un modulador clasico de la actividad del RyR (Murayama et al., 2018). En este
proyecto se empleé un modelo de células HelLa y teniendo en cuenta la accion que ejerce
cafeina en el RyR es necesario considerar su expresion en este tipo celular. La evidencia de
la expresion de RyR en varios tejidos excitables y no excitables se ha obtenido

principalmente utilizando métodos moleculares o farmacoldgicos. Para otras células no
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excitables existe el problema de que las técnicas moleculares han identificado la expresion
de ARNm de RyR, pero la evidencia funcional ha sido confusa, ya que algunos agentes
activadores de RyR no logran evocar respuestas en estas células. Por ejemplo, en las células
epiteliales del pulmoén y en los linfocitos T de Jurkat, que parecen expresar RyR3, se han

observado efectos de la rianodina, pero no de la cafeina (Hakamata et al., 1994).
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Figura 2.6. El RIP3-3 es el més sensible a la inhibicion por cafeina. En células HEK 293T se
sobreexpresan las tres isoformas del RIP; y el porcentaje de inhibicién en la respuesta de Ca* del
agonista en aquellas en las que se sobreexpreso el RIPs tipo 3 fue mayor. Tomado de Kang y
colaboradores; 2010.

La expresion de RyR en Hela no esta totalmente esclarecido, ya que a pesar de estar presente
el mensajero en este tipo celular, la proteina no muestra las caracteristicas farmacoldgicas
convencionales presentes en las células excitables. Las células HeLa son PCR positivas para
el RyR2 y en un ensayo de union empleando rianodina marcada se muestra que hay union a
la proteina, aunque muy baja en comparacién a células excitables de cerebro de conejo como

se muestra en la figura 2.7 (Bennett et al., 1996).

El RyR en estas células no excitables no muestra las mismas caracteristicas farmacologicas
que en células excitables convencionales ya que no responden a estimulos de cafeina. En los
experimentos que se muestran en la Figura 2.9 se utilizaron concentraciones de 2 a 40 mM
de cafeina y no se observo respuestas de Ca®* en estas células. La liberacion de Ca?* en

respuesta a la aplicacion de histamina descarta que se deba al vaciamiento del deposito.
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Figura 2.7. El mensajero de RyR2 esta presente en células HeLa. A. En la evaluacién de la
expresion de RyR en diferentes modelos celulares no excitables solo fue posible observar su presencia
en células HeLay LLC-PK1. B. Un ensayo de union a rianodina muestra que si hay presencia de RyR
en células HeLa. Tomado de Bennett y colaboradores; 1996.

Con la finalidad de identificar las isoformas del receptor de Ryanodina que se estarian
expresando a nivel ARN mensajero (ARNm) en células HelLa cultivadas en nuestro
laboratorio, el Dr. Leonardo Gallegos realizé ensayos de RT-PCR (Figura 2.8). En el caso
del RyR1 se observa otra banda, lo que parece indicar que los oligonucle6tidos empleados
no eran lo suficientemente especificos, pero los datos sugieren que efectivamente las células
HeLa expresan la version truncada de los RyRs, particularmente de la isoforma 3, esto fue
confirmado por ensayos de restriccion enzimatica. La posible explicacion es que aquellos
investigadores que realizan PCR con oligonucleétidos de la region N-terminal o central no
observan la presencia de ARNm, mientras que al emplear oligonucledtidos de la region C-

terminal hay amplificacion.

Sin embargo, segun Bennett y colaboradores, la rianodina tiene un efecto en estas células
como se muestra en el experimento de la figura 2.9 B, donde se estimularon a las células
HelLa con ATP de forma repetitiva en ausencia o presencia de rianodina. Fue posible observar
que aquellas en las que estaba presente la rianodina presentaban respuestas de Ca®*

disminuidas (Bennett et al., 1996).
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Figura 2.8. Identificacion y verificacion de la isoforma de RyR presente en células HelLa. Se
muestran los productos amplificados esperados de 567, 885 y 857 pb para RyR1, 2 y 3,
respectivamente pero sélo del canal truncado (Regién COO-). No se detecté amplicones utilizando
oligos de la region central, RyR1 (378 pb), RyR2 (584 pb) y RyR3 (797 pb). Control de actina (Act;
539 pb). Tomado de la tesis para obtener el grado de Maestro en Ciencias del Dr. Leonardo M.
Gallegos; 2013.

En células embrionarias de la médula suprarrenal PC12 se ha observado que la bradicinina
(BK, por sus siglas en inglés), produce una sensibilizacion que provoca el incremento de la
[Ca?*]i por la posterior estimulacion con EGF. En este modelo se ha evaluado la participacion
de 2-APB y rianodina en la respuesta de EGF, y las conclusiones de los autores son que la
rianodina no afecta la liberacion de Ca?* inducida por este factor de crecimiento, pero si el 2-
APB (Figura 2.10), aunque es una baja concentracion de rianodina la empleada por estos
autores. Como mostramos anteriormente en nuestros antecedentes, este Ultimo provoca el
vaciamiento de RE por su accion en el canal Orai3, aunque los autores lo emplean como un
inhibidor del RIP3 (Hur et al., 2005).
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Figura 2.9. El RyR2 presente en células HelLa no tiene las propiedades farmacoldgicas
convencionales. A. Empleando cinco concentraciones de cafeina (2, 5, 10, 20, 40 mM) no fue posible
observar respuesta de Ca?* citosolico en células HeLa, pero la aplicacién de Histamina (100 uM)
provoca liberacion de Ca?* del RE. B. El empleo de rianodina (10 puM) atenGa las respuestas de Ca?*
citosolico ante la estimulacién repetitiva con ATP (100 uM). Tomado de Bennett y colaboradores;
1996.
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Figura 2.10. Efectos del 2-APB y la rianodina en la sensibilizacion de las células PC12. Las
células PC12 cargadas del indicador Fura-2 se estimularon con BK (1 uM), seguidas de incubacion
con 2-APB (75 uM) o rianodina (1 pM) durante 3 min, y finalmente se estimularon con EGF (20
nM). Se midi6 la amplitud méaxima del aumento de [Ca?*]; inducido por EGF y es apreciable que la
rianodina no afecta las respuestas de EGF, pero si el 2-APB. Tomado de Hur E. y colaboradores;
2005.

Actualmente, no existe una caracterizacion de la respuesta de Ca?* citosélico de EGF y se
vuelve muy importante esclarecer los mecanismos involucrados en la misma. Todos estos

datos mostrados anteriormente nos conducen a las preguntas: ¢ Es universal que el canal Orai3
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esta involucrado en la respuesta de Ca®" que producen los factores de crecimiento? ¢;La
respuesta de hEGF implica Ca®* proveniente de depésitos intracelulares como RE, donde se
encuentra Orai3? ¢Estan involucrados en estas respuestas de Ca2* los canales de liberacion

clasicos RIPs y RyR? Teniendo en cuenta estas interrogantes se desarrollo el presente trabajo.
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3. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 JUSTIFICACION

El EGF induce incrementos de la [Ca?*]i en diferentes modelos celulares que expresan su
receptor de membrana, el EGFR. Estos incrementos se deben a la activacion de canales de
Ca?" ya sea de la membrana plasmatica o de los dep6sitos intracelulares. En el caso de las
células HelLa, el hEGF induce un incremento transitorio de la [Ca?*]i en ausencia de Ca®*
externo. Esto sugiere que hEGF libera Ca?* de compartimentos intracelulares. El proyecto
contempla caracterizar dicha respuesta, asi como dilucidar los canales de liberacion

implicados en este modelo celular (RIP3, RyR u Orai3).

3.2 HIPOTESIS

El incremento de la [Ca?*]; inducido por la estimulacion con hEGF en células Hela se debe

a la activacion de la PLCy, produccion de IPs y la subsecuente activacion del RIPs.

3.3 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la respuesta de [Ca?']; inducida por hEGF en células HelLa y estudiar la fuente

de Ca?*involucrada y la participacion de diferentes canales de liberacion en dicha respuesta.

3.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar la respuesta de [Ca?']i inducida por hEGF en diferentes condiciones de
amortiguamiento de Ca?* citosolico (250 nM y 2 uM de Fura-2 AM) en células HeL a.

2. Caracterizar la respuesta de [Ca?*]i inducida por hEGF empleando tapsigargina en
combinacién con histamina para provocar el vaciamiento del RE en ausencia de Ca?*
externo en células HelLa.

3. Comparar la respuesta de [Ca?*]; inducida por hEGF con la inducida por agonistas

como la histamina en células HelLa.
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Evaluar la participacion de PLCy en la liberacion de Ca?* inducida por hEGF
empleando un inhibidor (U73122) y su anélogo inactivo (U73343), de forma aguda y
pre-incubada.

Estandarizar las condiciones de transfeccion empleando el agente PEI y evaluar el
efecto del canal no funcional Orai3 E81A (dominante negativa) en las respuestas de
[Ca?*]; inducida por hEGF.

Utilizar inhibidores permeantes del RIPs en la liberacion de Ca®* inducida por hEGF
como son la cafeina o0 Xestospongina.

Evaluar la participacion del RyR en el mecanismo de liberacion de Ca?* provocado

por la estimulacion con hEGF en este modelo celular.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1  Soluciones y reactivos

La histamina (His), tapsigargina (Tg), factor de crecimiento epidérmico humano (hEGF) y
cafeina se obtuvieron de Sigma-Aldrich. El indicador de Ca?* Fura-2/AM fue comprado a la
compafiia Invitrogen (Molecular Probes). El inhibidor de PLC U73122 y su analogo inactivo
U73343 fueron obtenidos de Biomol Research Lab. La Histamina fue disuelta en agua MiliQ,
el hEGF en &cido acético 10 mM y los compuestos hidréfobicos en dimetil sulfoxido
(DMSO) anhidro. La cafeina fue diluida en solucién salina con 1.8 mM de Ca®*. Los
compuestos que fueron afiadidos durante un registro se prepararon a una concentracion mil
veces mayor que las concentraciones experimentales finales que se describen. En el caso de

hEGF la solucion concentrada fue de 12.5 uM.

4.2 Cultivo celular.

Se utilizé como modelo la linea celular HeLa CCL-2 (células tumorales derivadas de cancer
cervicouterino humano) obtenidas de ATCC. Las células se cultivaron en cajas petri de 60
mm X 15 mm (Corning). Se emple6 medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s) con alta
Glucosa, suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 0.5% de antibi6tico (100
unidades/mL de penicilinay 100 pg/mL de estreptomicina). Las células se crecieron a 37°C,

con 5% de CO3 en una incubadora Nuaire.

Para el pase celular se siguié el protocolo que se describe a continuacion. Las células se
observaron al microscopio Optico y una vez alcanzado el 90% de confluencia, se retiré el
medio de cultivo y se lavaron con 1 mL de PBS 1X. Posteriormente, se empled tripsina al
0.05%, durante 1 minuto (min) a 37°C para despegar las células de la caja petri empleando
el flujo de medio fresco. Estas se sembraron en una nueva caja que contenia 5 mL del medio
DMEM suplementado con 10% SFB y 0.5% de antibiotico, teniendo en cuenta que las células

se duplican en 24 horas.
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4.3  Transfeccion de células HeLa empleando los agentes Lipofectamina®2000,
FUGENE HD®y PEI (1X)

Lipofectamina®2000

Para llevar a cabo la transfeccion con agentes de naturaleza lipidica se utilizd
Lipofectamine® 2000 de la empresa Thermo Fisher Scientific, esta lipofectamina es un
reactivo compatible con Opti-MEM®, reactivo que permite optimizar la transfeccion. En dos
tubos (A y B) de microcentrifuga se colocan 100 pL de Opti-MEM®. En el tubo “A” se
adicionan 8 pL de lipofectamina y 300 pL de Opti-MEM®. En el tubo “B” se adicionan 4 pg
de los plasmidos problema y 300 pL de Opti-MEM. Se le aplicé por tres segundos una ligera
homogeneizacion con la micropipeta. En este caso los plasmidos de interés fueron Orai3
nativo y Orai3 DN (dominante negativa, E81A). Posteriormente el contenido de “B” se
adicion6 a “A” y se homogenizé con ligeros reflujos realizados con la pipeta. Se dej6 incubar
a temperatura ambiente durante 20 minutos. Una vez que el cultivo de células HelLa alcanz6
el 80% de confluencia celular, se retird el medio DMEM (suplementado como fue descrito
anteriormente) de las cajas y se afiaden 3 mL de Opti-MEM. Una vez transcurrido el tiempo
de incubacion, la mezcla se adiciond a la caja de cultivo y se homogenizé con ligeros
movimientos circulares. Posteriormente, la caja se incubé a 37 °C, en una atmoésfera de 95%
aire / 5% CO2 durante 6 h y se cambi6 el medio Opti-MEM a medio DMEM suplementado.
Una vez transcurridas las 48 h post-transfeccion, se llevaron a cabo los registros de Ca?*

correspondientes, como se describira en las secciones siguientes.

FUuGENE HD®

Debido a que la Lipofectamina 2000 es citostéatica, el otro agente de naturaleza lipidica que
se utilizo fue FUGENE HD® de la empresa Promega. Para realizar la transfeccion, con una
relacion 1:3, se colocaron 100 puL de medio DMEM libre (sin suplementar) y 4 pg de Orai3
DN en un tubo de microcentrifuga. Se le aplicé por tres segundos una ligera homogeneizacion
con la micropipeta. Luego se afiadié 12 pL del agente FUGENE HD®. Posteriormente, se
mezclé gentilmente con la micropipeta y la mezcla se incub6 durante 15 min a temperatura
ambiente. Una vez que el cultivo de células HeLa alcanz6 el 80% de confluencia celular, se

retird el medio DMEM (suplementado como fue descrito anteriormente) de las cajas y se
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afiadié 3 mL de medio DMEM sin suero. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion del
plasmido y FUGENE, la mezcla se adiciond a la caja de cultivo y se homogenizé con ligeros
movimientos circulares. Posteriormente, la caja se incubd a 37 °C, en una atmoésfera de 95%
aire / 5% CO; durante 6 h y se cambi6 el medio a medio DMEM suplementado. Una vez

transcurridas las 24 h, se llevaron a cabo los registros de Ca?* correspondientes.

PEI (1X)

La polietilenimina lineal (PEI) es un polimero ampliamente utilizado para empaquetar ADN
en particulas de tamafio nanométrico para su posterior endocitosis por la célula blanco. El
polimero lineal estad formado por aminas cuaternarias separadas por grupos etileno:(Curtis et
al., 2016)

CH2-(NH2"-CH2-CHa)n-NH2"-CH,-CH3

El PEI fue gentilmente donado por el Dr. Juan Carlos Gomora Martinez del Instituto de
Fisiologia Celular de la UNAM.

Para realizar la transfeccion (relacion 1:3) se emplearon dos tubos (A y B) de
microcentrifuga. En el tubo “A” se adiciond 4 pg de plasmido Orai3 DN y 4 ug del plasmido
vacio, llevandolo a un volumen final de 250 pL de NaCl (150 mM). En el tubo “B” se
adiciond 24 pL de PEI, a un volumen final de 250 pL de NaCl (150 mM). Ambos tubos se
homogeneizaron con vértex y spin durante 1 s. Posteriormente se agregd la mezcla del tubo
“B” al “A” y se volvieron a homogeneizar con vortex y spin. La mezcla se incubd durante
25 minutos a temperatura ambiente. Una vez el cultivo de células HeLa alcanzo el 80% de
confluencia celular, se retir0 el medio DMEM (suplementado como fue descrito
anteriormente) de las cajas y se afiadié medio DMEM sin suero ni antibi6tico. Una vez
transcurrido el tiempo de incubacion, la mezcla se adicion6 a la caja de cultivo y se
homogenizo con ligeros movimientos circulares. Posteriormente, la caja se incubé a 37 °C,
en una atmasfera de 95% aire / 5% CO> durante 6 h y se cambid el medio a medio DMEM
suplementado. Una vez transcurridas las 24 h, se llevaron a cabo los registros de Ca?*
correspondientes. En el caso del experimento control (Mock), se llevo a cabo de manera

similar el procedimiento, s6lo que, en este caso, se adiciond 8 ug del vector vacio.
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4.4  Registros de Ca?* citosélico empleando el indicador Fura 2-AM

Las células se tripsinizaron y colectaron en 1 mL de medio fresco en un tubo Eppendorf de
1.6 mL. Estas se centrifugaron a 400xg durante 3 min a temperatura ambiente, posteriormente
se desechd el sobrenadante y se colecto la pastilla, la cual se resuspendio en Solucién Salina
(SS): 121 mM NaCl, 5.4 mM KCI, 0.8 mM MgClz, 1.8 mM CaClz, 6 mM NaHCOs, 25 mM
HEPES y 5.5 mM de glucosa, pH 7.3, temperatura ambiente. La viabilidad celular se
comprob6 mediante un ensayo de exclusion de azul de tripano, empleando una dilucion 1:10
con azul de tripano al 0.4% en solucion de registro, siendo siempre superior al 95% la
supervivencia celular. Las células se contaron en camara de Neubauer y se ajust6 su densidad
a 1 millon de células por mL de solucion de registro. Se afiadio el indicador Fura-2 AM a las
concentraciones de 250 nM, 1 UM y 2 uM, como se describira para cada experimento y se
incubaron las células protegidas de la luz durante una hora a temperatura ambiente. Las
células se centrifugaron nuevamente a 400 g durante 3 min a temperatura ambiente para
eliminar el exceso de indicador y se colocaron en un volumen final de 2.5 mL de SS. Los
registros de fluorescencia se realizaron empleando como longitudes de excitacion del Fura-
2,340 nm, 360 nm y 380 nm, y empleando como longitud de emision, 510 nm. Estos registros

se hicieron en el espectrofluorometro DeltaRAM V PTI.

Para los registros se emplearon las siguientes concentraciones finales de los reactivos
indicados que se utilizaron afiadiendo 2.5 pL de una solucién concentrada 1000x: 80 ng/mL
de hEGF, 1 uM de Tg, 100 uM de Histamina, 5 UM de U73122, 5 uM de U73343, 3 mM
xestospongina. En el caso de 20 mM de cafeina sola o con 50 uM de rianodina se disolvieron

en la SS ya que su limite de solubilidad no nos permite afiadirla concentrada.

4.5 Calibracion de Fura-2 AM

Como se describi6 previamente en este documento el Fura- 2 AM es un indicador sintético
de cociente que puede medir [Ca®']i. Para la calibracion de este indicador, luego de
culminado el experimento y ya aplicados los estimulos de interés, se afiadié digitonina al
0.01%, un detergente que permeabiliza las células y nos permite que el Ca?* acceda al Fura-
2 y asi obtener la saturacion del mismo. Posteriormente se afiadié 10 mM de EGTA, lo que

permite determinar la fluorescencia en ausencia de calcio, y finalmente, para apagar la
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fluorescencia del indicador y determinar la autofluorescencia se emple6 11 mM de

Manganeso (Figura 4.1).

Para obtener las concentraciones de calcio libre en el citoplasma, primeramente, se resto el
fondo (valores que se obtienen al emplear manganeso) a los valores de fluorescencia
obtenidos en el registro para las diferentes longitudes de onda. Los cocientes de fluorescencia
se determinaron a partir de la fluorescencia obtenida al afiadir digitonina (Rmax) y EGTA

(Rmin). Finalmente, se utilizo6 la ecuacion de Grynkiewicz:

Kd * B * (R — Rmin)
Rmax — R

Calcio (nM) =

Donde los parametros representan:

Kd: Constante de disociacion del Fura-2 (200 nM)

B: Cociente de fluorescencia F380 en ausencia de calcio y F380 en condiciones de saturacion
del indicador

Rmin: Cociente de fluorescencia F340/F380 en ausencia de calcio

Rmax: Cociente de fluorescencia F340/380 en condiciones de saturacion del indicador

R: Cociente de fluorescencia F340/F380 en el registro

En el caso de los parametros Rmin y Rmax fueron multiplicados por la constante 0.75, el
cual representa una constante de viscosidad del medio y se obtuvo al realizar experimentos

midiendo la variacion de la fluorescencia para A=340 y A=380 dentro y fuera de la célula

(Poenie, 1990).

4.6  Ajuste de la respuesta de hEGF a una ecuacion biexponencial

Se realizd el ajuste de la respuesta de hEGF a una ecuacién biexponencial en los protocolos
de registro EGTA-hEGF-Histamina o EGTA-Histamina-hEGF, o sea cuando este fue el
primer o el segundo estimulo. Para ello se empled el software Microsoft Excel® Professional
Plus 2019.
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Figura 4.1. Registro de ¢élulas HeLa CCL2 empleando 500 nM de Fura-2 AM. Se muestran
representados con flechas blancas los momentos en los que se aplicaron los estimulos afadidos
durante el registro. Se emple6é 2 mM de EGTA al inicio, posteriormente se aplic6 80 ng/mL de hEGF,
ATP (10 uM) en combinacion con Tg (1 pM), CaCl; (2 mM), Digitonina al 0.01%, EGTA (10 mM)
y Manganeso (11 mM). Se muestran las longitudes de excitacion del Fura-2 (Aexc 340 nm, en rojo;

Aexc 360 nm, en naranja; Aexc 380 nm, en amarillo).

Se tomaron 100 puntos que representan mediciones de [Ca?']i en el tiempo de la respuesta
de hEGF, tanto en presencia o ausencia de histamina. Estas mediciones se ajustaron a la

ecuacion biexponencial que se presenta a continuacion:

In(2) 1n(2)
A= Ao (1(—8(_t+b)* t1 )« et ) +C

Donde los parametros representan:

Ao: Maxima respuesta de calcio en ausencia de remocion (nM)
t: tiempo (segundos)
b: tiempo inicial (segundos)

t1: tiempo medio de liberacion de calcio (segundos)

32



t2: tiempo medio de remocion de calcio (segundos)

C: [Ca2"]; a tiempo infinito o en estado estacionario final (M)

Finalmente se calculd el cuadrado de la diferencia entre el dato (se usé un minimo de 100
datos) y el valor de la ecuacion para ese tiempo y la suma total del cuadrado de las diferencias.
Teniendo en cuenta este valor se utilizo la Herramienta Solver para minimizar la suma de
cuadrados y asi tener los valores que mejor ajustan las variables Ao, b, t1, toy C. La idea de
utilizar tiempos medios en vez de constantes cinéticas es que estos valores se pueden verificar

facilmente en el grafico del ajuste.

4.7  Evaluacion del amortiguamiento de Fura-2 en la respuesta inducida por
hEGF

En estos ensayos se evaluaron dos condiciones de amortiguamiento por el indicador Fura-2:
bajo y alto. Se emplearon 250 nM y 2 uM respectivamente. Para comparar las respuestas de
[Ca?*]i se determind el area bajo la curva (ABC) durante los 120 segundos de dichas
respuestas y descontando la [Ca?*]i basal promedio. La amplitud se determiné como la

diferencia entre la [Ca?*]i basal y el promedio de los siete puntos con la maxima respuesta.

4.8  Ensayos con el inhibidor U73122 y su analogo inactivo U73343

En estos ensayos las células se registraron empleando dos protocolos diferentes. En uno de
ellos el inhibidor y el analogo inactivo se aplicaron en agudo (durante el registro), en el otro
se aplicaron de forma pre-incubada (se incubaron las células por 1 hora junto con el Fura-
2/AM). En ambos casos se aplicaron 5 pM de U73122 y de U73343. Posteriormente, las
células se lavaron y se colocaron en SS. Los registros se realizaron como se detalla en la

seccion 4.3.

4.9  Ensayos en Solucién Salina con cafeina

Para el ensayo se emplearon células control, las cuales se registraron en la SS como se
describe en la seccidn 4.3. Para la condicion en estudio las células, luego de lavado el exceso
de indicador, se colocaron en solucion de cafeina: 121 mM NaCl, 5.4 mM KCI, 0.8 mM
MgCl,, 1.8 mM CaClz, 6 mM NaHCOs, 25 mM HEPES y 5.5 mM de glucosa, pH 7.3,
temperatura ambiente y 20 mM de cafeina. Se realiz6 el registro de fluorescencia en un
volumen final de 2.5 mL de solucidn salina con cafeina.
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4.10 Ensayos de participacion del RyR

Las células se lavaron del exceso de indicador y se pre-incubaron durante 10 minutos en una
solucién de cafeina 20 mM, en el caso de las células control. En el caso de las células
problema, se afiadié solucién de cafeina 20 mM y 50 uM de rianodina. Las células se lavaron

y se colocaron en SS sin cafeina ni rianodina para los registros de fluorescencia.

4.11 Anadlisis estadistico de los resultados

Todos los resultados representan al menos tres experimentos independientes. Los graficos
representativos y el analisis estadistico se realizaron con el programa GraphPad Prism
version 5.01. Los promedios se expresan como media + error estandar de la media (n, nimero
de experimentos independientes). Se realizaron las pruebas de normalidad D’Agostino y
Pearson y Shapiro-Wilk, y luego de comprobar que habia una distribucién normal, los datos
fueron analizados por la prueba-t de Student ya sea pareado o no pareado, segun se indique,
donde *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 son estadisticamente significativos.
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5. RESULTADOS

5.1  Registros de Ca?* citosolico en respuesta a hEGF en células HeLa y efecto de
dos concentraciones diferentes de Fura-2 AM

Ya que esta descrito que EGF no es un gran productor de IP3 (Matsuda et al., 2001), nos
propusimos encontrar las condiciones adecuadas para medir la respuesta de [Ca®*]i inducida
por hEGF, evaluando dos concentraciones diferentes del indicador Fura-2 AM, ya que estaria
modificando la capacidad amortiguadora de Ca?* del citoplasma y esto dificultaria observar
una respuesta. Para ello, se incubaron las células con 250 nM y 2 uM de Fura-2 AM, para
determinar si un menor amortiguamiento (250 nM) facilitaria observar las respuestas de
[Ca?*]i a EGF. Comprobamos que las concentraciones de Ca?* intracelular eran mayores en
la condicion de 2 uM de indicador comparando las cuentas/segundos correspondientes a la
longitud de onda de 360 nm, que se obtienen en los registros en bruto (Datos mostrados en
Anexos). Se observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.001) en las
cuentas/segundos de 360 nm en el caso de bajo amortiguamiento (18170 + 1119
cuentas/segundos) respecto a alto amortiguamiento con Fura-2 (55840 + 2932

cuentas/segundos).

En la Figura 5.1 se muestran los trazos representativos y los graficos de los experimentos
realizados. Los estimulos se aplicaron en ausencia de calcio externo ya que se adiciond
EGTA (2 mM) al tiempo indicado en el trazo. En el primer protocolo se afiadié hEGF (80
ng/mL, que equivale a una concentracion molar estimada de 12.5 nM), histamina (100 pM)
en combinacion con Tg (1 uM), para provocar el vaciamiento del RE, y al final Ca?* (2 mM)
para observar SOCE. El otro protocolo se realizé a la inversa, se aplicé primeramente el

estimulo con Histamina mas Tg y posteriormente hEGF, culminando con la adicion de Ca?*.

Un primer analisis fue comparar las respuestas de hEGF e histamina combinada con Tg como
los primeros estimulos. Pudimos apreciar que las [Ca?*]i basales fueron significativamente
(p<0.01) mayores con 250 nM de Fura-2 AM (102.80 + 4.76 nM, n=16) con respecto a 2 uM
(82.32 + 4.37 nM, n=16).
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Figura 5.1. Registro de Ca?"* citosolico en células HeLa CCL2 empleando 250 nM y 2 uM de
Fura-2 AM. Ay B. Se muestran trazos representativos de los registros de la [Ca?*]; en los que se
empled un millén de células incubadas previamente con 250 nM (linea azul) 6 2 uM (linea roja) del
indicador Fura-2 AM. En A se aplicd una concentracion final de 2 mM de EGTA donde se indica,
posteriormente se afiadio 80 ng/mL de hEGF, seguido de Histamina (100 pM) en combinacidon con
Tg (1 uM) y de CaCl, (2 mM). En B se emple6 2 mM de EGTA al inicio, posteriormente se aplicd
Histamina (100 uM) en combinacién con Tg (1 uM), 80 ng/mL de hEGF y CaCl, (2 mM). C. Gréaficos
mostrando los valores promedio de la [Ca?*]i basal (nM) y las amplitudes de las respuestas de [Ca?*];
(nM) (eje y izquierdo) y el ABC (eje y derecho) cuando las respuestas a hEGF o a Histamina+Tg son
los primeros estimulos. D. Efecto de las diferentes concentraciones de Fura-2/AM en el ABC de

SOCE segun los protocolos aplicados. n=8, p*<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001.

No hallamos diferencias al determinar la estadistica del ABC en la respuesta de hEGF
utilizando estas dos concentraciones de Fura-2, y se observaron diferencias significativas en

las respuestas de histamina+Tg entre 250 nM (519.60 + 48.61 nM-min) y 2 uM (398.40 +
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27.96 nM-min). También, en las amplitudes maximas de las respuestas de hEGF entre menor
(279.20 £ 27.34 nM) y mayor (182.70 £ 12.66 nM) amortiguamiento de indicador. También,
observamos diferencias en las respuestas maximas de histamina+Tg en 250 nM (886.90 +
99.77 nM) comparado con 2 UM (471.20 + 38.48 nM) de Fura-2/AM. La entrada de Ca®*

debida a SOCE no se vio afectada por la concentracion de Fura-2/AM,

5.2  Efecto del vaciamiento del RE empleando un agonista productor de IPsy Tg
en la respuesta de hEGF

La respuesta de [Ca?*]i inducida por hEGF se observé en ausencia de Ca?" externo, lo que
indica que el ion proviene de compartimentos intracelulares. Para determinar la naturaleza
del deposito se vacid el RE con la combinacion de histamina+Tg. En este caso las respuestas
de la [Ca®']; representan la liberacion irreversible de Ca?* por la combinacion del RIP3

activado por histamina y la inhibicion de la bomba SERCA con Tg del RE (Figura 5.2A).

El ABC de las respuestas de [Ca?*]i inducidas por histamina+Tg sugiere que el hEGF no
produce un vaciamiento sostenido del RE. Sin embargo, la amplitud de la respuesta de [CaZ*];
debida a histamina+Tg si se vio afectada por la presencia de hEGF puesto que la primera
respuesta (886.90 + 99.77 nM) fue mayor que la observada después de hEGF (643.90 + 78.28
nM) en 250 nM de Fura-2/AM y para 2 uM se observo también la reduccion entre la primera
(471.20 £ 38.48 nM) y la segunda respuesta (339.40 £ 24.82 nM), aunque mostré una mayor

significancia debido a una menor variabilidad con alto Fura-2/AM (Figura 5.2D).

La estadistica del ABC de la respuesta de Ca?* producida por la adicion de hEGF mostré de
forma reproducible la completa inhibicion cuando fue el segundo estimulo afiadido al minuto
20 (9.10 £ 0.88 nM-min), respecto a cuando fue el primero (206.80 + 19.05 nM-min) para
250 nM; y para 2 UM de Fura-2/AM (186.60 + 9.26 y 5.59 + 0.55 nM-min; respectivamente;
Figura 5.2C). En el caso del pico de la respuesta de [Ca®']i se observd el mismo
comportamiento que en las ABC, mostrando diferencias significativas para las diferentes
condiciones de amortiguamiento de 250 nM (4.04 £ 1.71 nM y 279.20 + 27.34 nM) y para 2
MM (0.66 + 0.51 nM y 182.70 + 12.66 nM). Esto nos permite concluir que hEGF esta
liberando Ca®* del RE.
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Figura 5.2. Efecto del vaciamiento del RE en el incremento de Ca?* citosélico inducido por
hEGF en células HeLa CCL2 empleando 250 nM y 2 uM de Fura-2 AM. A Se muestran trazos
representativos de los registros con 250 nM del indicador Fura-2/AM. y B. Se muestran trazos
representativos de los registros con 2 UM del indicador Fura-2/AM. C. Se muestra la estadistica del
ABC para las respuestas de hEGF e Histamina+Tg cuando eran el primer o segundo estimulo
(Mostrado como 1y 2) en presencia de 250 nM y 2 uM de Fura-2. D. Estadistica de la Amplitud de
Ca? para las respuestas de hEGF e Histamina+Tg cuando eran el primer o segundo estimulo. n=8,

p*<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001.

A raiz de estos experimentos, decidimos utilizar 1 uM de Fura-2/AM ya que no se observo
una amplificacion de la respuesta con bajo Fura-2, ademas que bajas concentraciones de este
inducidas por agonistas.

las respuestas

indicador producen mas variabilidad en
Adicionalmente, en el laboratorio, aunque son datos no publicados, se ha evaluado que no

hay diferencia entre el uso de 1 6 2 uM de Fura-2.
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5.3  Comparacion de las respuestas de [Ca?*]i a la adicion de hEGF e histamina en

ausencia de Ca®* externo.

Ya que hEGF libera Ca?* del RE al igual que histamina, decidimos corroborar si hubiese
desensibilizacion heterdloga entre estos dos agonistas. Para ello seguimos dos protocolos en
ausencia de Ca?*externo. En el primer protocolo, se aplicd hEGF seguido de histamina, y en
el segundo, se invirtio el orden de los agonistas (Figura 5.3A). En este caso, solamente
realizamos la estadistica de ABC pues la amplitud maxima mostré muy pocos puntos para

que fuera confiable.

Los resultados mostraron diferencias estadisticamente significativas, mediante una prueba-t
de Student no pareada, en ABC debida a hEGF si éste era el primer (279.00 = 33.77 nM-min)
o0 segundo estimulo (186.80 + 26.56 nM-min). Sin embargo, el ABC de histamina no se afect6
por la presencia de este factor de crecimiento a pesar de que el ABC de hEGF es similar al
de histamina (Figura 5.3B). Estos experimentos nos permiten concluir que hEGF e histamina

comparten el mismo depdsito intracelular en el que provocan la liberacion de Ca?.
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Figura 5.3. La estimulacion con histamina reduce la respuesta de hEGF pero el hEGF no afecta
la respuesta de histamina. A. Se muestran los trazos representativos de los registros en los que se
aplico EGTA (2mM), Histamina (100 uM) y hEGF (80 ng/mL) (linea azul) y EGTA (2 mM), hEGF
(80 ng/mL) e Histamina (100 uM) (linea roja) en presencia de 1 uM del indicador Fura-2 AM. B.
Estadistica del ABC para las respuestas de hEGF e Histamina cuando eran el primer o segundo
estimulo (1y 2). n=5, p*<0.05.
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5.4  Lahistamina no afecta la cinética de liberacion de Ca?* inducida por el hEGF

pero si su amplitud.

Ya que la histamina redujo la respuesta de hEGF decidimos hacer un ajuste no lineal para
determinar si habia un cambio en las constantes cinéticas o en el tamafio del deposito al cual
accede el hEGF. Se realiz6 la determinacion de los pardmetros cinéticos correspondientes
mediante el ajuste a una ecuacion biexponencial como se describié en la seccion de

Materiales y Métodos (Figura 5.4A, B).
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Figura 5.4. La disminucion en la respuesta de [Ca?]i inducida por hEGF en presencia de
histamina no se debe a cambios en los parametros cinéticos. A. Ajuste a la ecuacion biexponencial
de la respuesta de hEGF como primer estimulo. B. Ajuste a la ecuacion biexponencial de la respuesta
de hEGF como segundo estimulo. C. Estadistica de los tiempos medios de liberacidn (t1) y remocion
(t2) para las respuestas de hEGF cuando era el primer (puntos rojos) o segundo estimulo (puntos
azules). D. Estadistica de la m&xima respuesta de calcio en ausencia de remocion para las respuestas
de hEGF cuando era el primer (puntos rojos) o segundo estimulo (puntos azules). n=5, **p<0.01.

Al determinar los tiempos medios de liberacion (t1), que corresponde a la primera fase de la

respuesta, o de remocion (t2), que corresponde a la segunda fase de la respuesta, no se
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encontraron diferencias cuando hEGF fue el primer o segundo estimulo (Figura 5.4C).
Podemos entonces concluir que histamina disminuye la respuesta de hEGF sin cambios en la

cinética de liberacion y remocion de Ca?* inducidos por hEGF.

Sin embargo, el pardmetro que representa el tamafo (Ao) del RE que esté liberando el hEGF,
si fue significativamente menor después de histamina (Figura 5.4D). Esto sugiere que solo la
histamina produce un vaciamiento parcial del RE que se refleja en una menor respuesta a

hEGF.

5.5  Efecto del U73122, un inhibidor selectivo de PLC, aplicado de forma aguda

y pre-incubado en la respuesta de hEGF

Posteriormente, evaluamos la participacién de PLCy en la respuesta de Ca?* inducida por
hEGF. Para ello, empleamos un inhibidor de PLC (U73122) y su analogo inactivo U73343
como control. Se utilizaron dos protocolos en los que se afiadieron estos reactivos de forma
pre-incubada (1 h, Figura 5.5A) o aguda (5 min, Figura 5.6A) en el experimento con la
secuencia siguiente, EGTA (2 mM), histamina (100 uM) y hEGF (80 ng/mL).

Preincubado hEGF
His B

A 6007 EGTA

300-
Células preincubadas con —kkk

400- U73343 o U73122 200- % .

200 100

[} [} °
0 L U73343  U73122 , U73343 U73122,

5 min " Histamina hEGF
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Figura5.5. Efecto del inhibidor de PLC U73122 aplicado de forma pre-incubada en la respuesta
de [Ca?']; inducida por hEGF e histamina. A. Trazos representativos de registros de células
incubadas durante 1 h con 5 uM de U73122 (trazo azul) y células incubadas durante el mismo tiempo
con 5 uM de U73343 (trazo rojo). B. Estadistica de las ABC de las respuestas de Ca?* de histamina
y hEGF en presencia del analogo inactivo U73343 (azul) y el inhibidor de PLC U73122 (rojo)
afiadidos de forma pre-incubada, n=3. ***p<0.001.
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El afiadir U73122 de forma pre-incubada (Figura 5.5B) o aguda (Figura 5.6B) resultd en una
inhibicion de la respuesta de histamina pero no en aquellas incubadas con U73343. A pesar
de que esto indica que U73122 esta funcionando correctamente, no logramos observar efectos

de éste en la respuesta de Ca?* de hEGF.

Es importante mencionar que no podemos incrementar la concentracion de estos inhibidores
puesto que, al ser de naturaleza lipofilica, el analogo inactivo U73343 disminuye el ABC
debido al hEGF. Realizamos la comparacion entre las células nativas sin farmacos
adicionados y en aquellas pre-incubadas con U73343 y con U73122 y encontramos que los
ABC fueron estadisticamente menores debido a la presencia de los reactivos (Figura 10.3,
Anexo). Esto concuerda con el hecho de que la respuesta a hEGF es poco robusta y sensible

a dafios en la membrana plasmatica.
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Figura 5.6. El inhibidor de PLC U73122 no requiere una preincubacién prolongada para
inhibir la respuesta de [Ca?*]iinducida por histamina. A. Trazos representativos de registros de
células en las que se aplicd en el tiempo indicado 5 uM de U73122 6 5 uM de U73343. B. Estadistica
de las ABC de las respuestas de Ca?* de histamina y hEGF en presencia del analogo inactivo U73343
(azul) y el inhibidor de PLC U73122 (rojo) afiadidos de forma aguda, n=4, ***p<0.001.

5.6 Participacion del canal Orai3 en la respuesta de [Ca?*]i inducida por hEGF

El canal Orai3 participa en la respuesta a VEGF (Li et al., 2015) y ademas este canal puede
liberar Ca?* del RE (Leon-Aparicio, et al., 2017), por lo cual decidimos explorar su posible

participacion en la liberacion de Ca?* citosélico inducida por hEGF. Inicialmente se realizd
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la transfeccion de las células con Lipofectamina-2000, después se utilizo6 FUGENE y por

ultimo se implemento el uso de PEI como se indico en la seccion de Materiales y Métodos.
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Figura 5.7. Agentes de transfeccion de naturaleza lipidica afectan la respuesta nativa de hEGF
en células Hela. A. Se observan trazos representativos de registros de células HeLa CCL-2 nativas
(linea negra), células transfectadas con el plasmido vacio (linea azul) y células transfectadas con
Orai3 DN (linea roja) empleando el agente Lipofectamina-2000 B. Se observan trazos representativos
de registros de células HeLa CCL-2 nativas (linea negra), células transfectadas con el plasmido vacio
(linea azul) y células transfectadas con Orai3 DN (linea roja) empleando el agente de transfeccion
FUGENE. C. Se observa la gréfica representativa de registros de células HeLa CCL-2 nativas (linea
negra), células transfectadas con el plasmido vacio (linea azul) y células transfectadas con el plasmido
que codifica para el canal Orai3 (linea roja) empleando el agente Lipofectamina-2000 n=1.
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En estos experimentos se empled Orai3 DN (E81A) que es una mutante con actividad nula
de canal y al mismo tiempo un fuerte inhibidor de SOCE. Esto ultimo nos permite utilizar la
inhibicion de SOCE como un indicador de la eficiencia de transfeccion. Cuando el vehiculo
de transfeccion fue de naturaleza lipidica, la exposicion a hEGF fue en presencia de Ca®*
externo. En todos los casos se empled 80 ng/mL de hEGF, se aplico 1 uM de Tgy 2 mM de
Ca2* para evaluar SOCE. Se observo que los agentes de transfeccion inhibieron la respuesta
a hEGF en comparacién con las células no transfectadas (nativo), aun asi, no parece haber

un efecto de la sobreexpresion de Orai3 o Orai3 DN respecto al plasmido vacio (Figura 5.7).
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Figura 5.8. La transfeccion de células HeLLa CCL-2 con el polimero cationico polietilenimina
permite observar repuestas de Ca?* de hEGF iguales en células nativas y células transfectadas.
Se observan los trazos representativos de registros de células HeLa CCL-2 nativas (linea negra),
células transfectadas con el vehiculo vacio (linea azul) y células transfectadas con Orai3 DN (linea
roja) empleando el agente PEI. n=1.

Fue necesario estandarizar las condiciones de transfeccion con el agente PEI (polietilenimina
no lipidica). Logramos estandarizar un protocolo que permitio observar respuestas iguales a
las nativas. En estos experimentos ya no hay inhibicion de la respuesta con el plasmido vacio
en comparacion con la nativa y sin embargo a pesar de que si tenemos evidencia de

transfeccion de O3DN, no se inhibidé de forma significativa la respuesta a hEGF. Estos
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experimentos junto con los anteriores sugieren que el canal Orai3 no tiene una participacion

importante en la respuesta de [Ca?*]i inducida por hEGF (Figura 5.8.).

5.7  Efecto de la cafeina en la respuesta de [Ca?*]i inducida por los agonistas
histamina y hEGF

Aunque la ausencia de efecto del inhibidor de PLC U73122 sugiere que la respuesta de [Ca?*];
inducida por hEGF no requiere un incremento de IP3, alin queda por evaluar la participacion
del RIPs en esta respuesta. Como mostramos en nuestros antecedentes, Kang y colaboradores
sugieren que el farmaco cafeina es un inhibidor del receptor de IP3 tipo 3. En nuestros
experimentos empleamos el mismo protocolo utilizado hasta el momento, pero esta vez las

celulas fueron registradas en una solucion SS que contenia 20 mM de cafeina (Figura 5.9A).
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Figura 5.9. Efecto de cafeina en la respuesta de [Ca*]iinducida por hEGF e Histamina. A.
Trazos representativos de registros de células en SS (linea azul) o SS conteniendo 20 mM de cafeina
(linea roja). B. Estadistica de las ABC de las respuestas de Ca** de histamina y hEGF en solucidn
control (azul) y en presencia de 20 mM de cafeina (rojo), n=6, ***p<0.001.

Pudimos observar mediante una prueba-t de Student no pareada que la cafeina reduce de
forma significativa las respuestas de histamina (136.33 + 3.67 nM-min) respecto al control
(226.30 £ 14.60 nM-min). También las respuestas de hEGF disminuyeron de 180.20 + 23.20
nM-min a 39.90 £ 6.461 nM-min como se muestra en la figura 5.9B. Debido a la diferencia
en los efectos que observamos de U73122 en la respuesta de Ca?* citosdlico de histamina y

hEGF nos preguntamos si los efectos de cafeina eran similares para ambos agonistas.
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Figura 5.10. Inhibicién de las respuestas de Ca?* citosolico de los agonistas histamina y hEGF.
Gréfica representativa del porcentaje de inhibicion de las respuestas de Ca?* citosélico de Histamina
(circulos) y hEGF (triangulos) en células registradas en solucion con 20 mM de cafeina respecto a
células que fueron registradas en SS normal como control, n=6, ***p<0.001.

Realizamos un analisis del porcentaje de inhibicion de ambas respuestas, notando que la
cafeina inhibid la respuesta a histamina en 50.85 + 2.25% (n =6), mientras que la respuesta

de hEGF present6 una mayor inhibicion (79.42 + 1.0%) como se observa en la Figura 5.10.

Por otra parte, pudimos observar que el empleo de cafeina producia efectos en la sefial del
Fura-2. Primeramente, realizamos la estadistica del basal y del EGTA para las células control
y aquellas registradas en solucién con cafeina. En el software PTI se obtuvieron los
promedios basales y del EGTA durante los 5 min de cada una de estas mediciones. Fue
posible observar diferencias estadisticamente significativas para los basales entre células
control (88.76 + 7.20 nM) y registradas en cafeina (116.00 + 4.40 nM). También pudimos
observar diferencias en la [Ca®"]i observada en presencia de EGTA en células control (59.32
+5.70 nM) y registradas en cafeina (76.86 = 6.30 nM) como se muestran en la Figura 5.11A.

Notamos que los parametros de la ecuacion de Grynkiewicz: Rmax, Rminy 3 también se ven
modificados por la presencia de cafeina. Se realizé la estadistica de la variacion del parametro
Rmax entre las células control (12.03 + 0.67) y las células registradas en solucién con cafeina

(7.54 + 0.48), y pudimos apreciar diferencias significativas, al igual que en Rmin entre el
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control (0.350 £ 0.003) y la condicion evaluada (0.310 + 0.007), véase figura 5.11B. Esto
permite decir que si existe un efecto de cafeina en las sefiales de fluorescencia del Fura-2 en
nuestras condiciones de registro. Estos datos sugieren que la cafeina reduce la fluorescencia
de 340, por lo que decidimos verificar si el parametro § también estaba disminuido (Figura
5.11C). Ya que el parametro B también se redujo podemos decir que cafeina modifica la
sensibilidad a Ca* del Fura-2, pero esto no lo podemos corregir por lo que se usé la misma

Kd de 200 nM.
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Figura 5.11. Efectos de cafeina en los parametros de la ecuacion de Grynkiewicz: Rmax, Rmin
y B. A. Gréfica representativa del promedio basal de Ca?" citosélico y del estado estacionario
alcanzado con EGTA en células control (azul) y células registradas en solucion de cafeina 20 mM
(rojo). B. Gréfica representativa de los parametros Rmax (eje y izquierdo) y Rmin (eje y derecho) en
células control (azul) y células registradas en solucién de cafeina 20 mM (rojo) C. Grafica
representativa del parametro 3 en células control (azul) y células registradas en solucion de cafeina
20 mM (rojo). n=6, p*<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001.
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5.8  Participacion del RyR en la respuesta de Ca?* citosolico provocada por la
estimulacion con hEGF

Con el objetivo de evaluar la participacion del RyR en la respuesta de hEGF disefiamos un
control, en el que el primer grupo de células se incubaron durante 10 min previos al registro
en SS con cafeina 20 mM y el segundo grupo de células se incubaron en SS con cafeina 20
mM vy rianodina (50 puM) y en ambos casos las células se lavaron antes de someterse al
registro de fluorescencia en SS (Figura 5.12A). La rianodina (ICso = 10 nM, para el RyR1 de
musculo esquelético) actta uniéndose al estado abierto de los receptores de rianodina. Este
alcaloide se une a la regién del poro cuando se abre e impide su cierre, a concentraciones
submicromolares deja al canal en un estado subconductante continuo, mientras que, en
concentraciones mas altas, la rianodina bloquea el paso de iones, aunque el canal esté en
estado abierto (Ujvéry, 2010).

Este protocolo nos permitiria ver que, si el RyR esta presente de forma funcional y participa
en la respuesta de hEGF, entonces la respuesta de [Ca®']i deberia verse inhibida
completamente (GOmez-Viquez et al., 2005). Nuestros resultados fueron consistentes con las
conclusiones de Hur y colaboradores en 2005, los cuales mostramos en nuestros
antecedentes, y que no presentan efectos de la rianodina en la repuesta de hEGF en células
PC12. En nuestro caso, no encontramos diferencias estadisticamente significativas entre las
dos condiciones evaluadas, por lo que pensamos que puede que no exista participacion del
RyR en este mecanismo o pudiese que no exista en células HeLa un RyR con las mismas
propiedades farmacoldgicas que las presentes en células excitables, también teniendo en
cuenta que se ha reportado la existencia de receptores de rianodina truncados en diferentes
tipos celulares (Figura 5.12B).
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Figura 5.12. El RyR no parece estar involucrado en la respuesta de hEGF en células HeLa. A.
Trazos representativos de registros de células preincubadas durante 10 minutos en SS con 20 mM de
cafeina (linea azul) o células pre-incubadas en SS con 20 mM de cafeina'y 50 UM de rianodina (linea
roja). B. Estadistica de las ABC de las respuestas de Ca?* de hEGF en condiciones control, donde las
células se preincubaron con cafeina y sin rianodina y en presencia de 50 UM de rianodina (rojo), n=3.
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6. DISCUSION

El EGF produce incrementos de la [Ca®]i en diferentes tipos de células (Fu et al., 1994;
Bryant et al., 2004; Uyemura et al., 2005); sin embargo, esta respuesta no es tan robusta como
la de otros agonistas productores de IPs. El argumento para dicha afirmacion es que la
respuesta inducida por este factor de crecimiento se inhibe de forma inespecifica con
facilidad. En nuestro laboratorio intentamos observar respuestas poblacionales de hEGF en
celulas HEK293T sin éxito o resultaron muy pequefias. Otro grupo de investigacion,
empleando el indicador B-GECOL1 en células HeLa individuales observaron dos poblaciones:
un grupo que presenta respuestas de Ca* y otra poblacion que no genera estas sefiales; sin
embargo, cuando los autores utilizan diferentes biosensores que miden la actividad de
diferentes cinasas como Lyn y ERK se logra observar sefalizacion, la cual existe
independientemente de la respuesta de Ca?* generada (Mehta et al., 2018). Esto apoya el
hecho de que EGF no produce respuestas de Ca?* robustas ya que no todas las células llegan

al umbral que dispara la onda de [Ca?*]i global.

Ademas, en nuestro laboratorio observamos que la transfeccion de células HelLa con agentes
como FUGENE o Lipofectamina-2000 disminuian la respuesta de hEGF respecto a aquellas
no transfectadas (incluso transfectando un vector vacio), probablemente por la accion de
estos agentes de naturaleza lipidica en la membrana plasmaética, donde se encuentra el EGFR.
Estos datos apoyan la idea de que es una sefial muy fragil. Queda pendiente la interrogante:
¢Por qué los laboratorios que evalian sefializacion no observan estas afectaciones al
transfectar? Aunque si se conoce que para observar un efecto de hEGF en el aumento del
[Ca?*]i se requieren concentraciones mucho mayores que para determinar efectos en la
sefializacion; por ejemplo, otros investigadores han observado activacion de PKCy al
estimular células HeLa con 10 ng/mL de EGF sin que existan efectos en la [Ca®']i (Sawano
et al., 2002), lo cual resulta interesante pues la PKCy es de las clésicas que necesitan Ca®*y
DAG para activarse. En nuestros experimentos empleamos altas concentraciones de hEGF
(80 ng/mL), teniendo en cuenta que otros autores mediante BRET (Transferencia de Energia

por Resonancia de Bioluminiscencia) han determinado que utilizando estas concentraciones
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del factor de crecimiento la asociacion del EGFR a proteinas de andamiaje y su sefializacion

se encuentran saturadas (Schiffer et al., 2007).

Teniendo en cuenta las caracteristicas descritas anteriormente, nos preguntamaos si era posible
visualizar una respuesta mayor provocada por la estimulacién con hEGF en células HelLa y
para ello evaluamos las condiciones de bajo y alto amortiguamiento con Fura-2/AM (250 nM
y 2 UM, respectivamente), datos que se muestran en la Figura 5.1. Es dificil determinar la
concentracion intracelular de Ca?* exacta y si se mantiene la relacion de ocho veces mas
concentracion de Fura-2 en el caso de alto amortiguamiento, aunque si tenemos en cuenta
una relacion lineal entre fluorescencia y cuentas/segundos, de acuerdo a los datos que
mostramos en los anexos para ambas condiciones, solo hay una cantidad 3 veces mayor de
Fura-2 intracelular en la condicion de alto amortiguamiento. Sin embargo, podemos decir
que hay una mayor concentracion intracelular de Fura-2 en aquellas células incubadas con 2
MM del indicador, teniendo en cuenta que en los registros en bruto se aprecia que las
cuentas/segundos de la longitud de onda de 360 nm son mayores. Es importante tener en
cuenta que los indicadores de Ca®* como este tetracarboxilato, debido a la cantidad que se
necesita dentro de la célula para tener una sefial adecuada, se convierten en amortiguadores
exo6genos que compiten con los end6genos, mientras que los procesos lentos como es el
secuestro de Ca®* por el RE rivalizan con la difusion del Ca?*y los indicadores (Pérez, 2016).
Efectivamente, pudimos observar una mayor amplitud maxima de la respuesta de hEGF con
baja cantidad de Fura-2/AM, la masa total de Ca?*, que corresponde al ABC, obtenida con
dichas concentraciones de Fura-2 no presentd diferencias. EI hecho de que observamos la
misma ABC vy diferente amplitud de Ca?* significa que con las dos condiciones de
amortiguamiento observamos la misma masa neta de Ca®*, pero probablemente la cinética de
liberacion o remocién, o ambas, sea diferente entre ambas condiciones. Finalmente,
decidimos trabajar con 1 uM de Fura-2/AM para el resto de los experimentos, ya que
observamos la misma ABC ante la estimulacién con hEGF y menos variabilidad empleando

alto amortiguamiento con Fura-2.

Un aspecto importante en la caracterizacion de la respuesta de hEGF fue observar la respuesta

de [Ca?"]i en ausencia de Ca?* externo lo que sugiere que hEGF libera Ca?* de un deposito
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intracelular. Para conocer la naturaleza de dicho depdsito evaluamos el efecto de Tg,
inhibidor de la bomba SERCA, en combinacion con histamina, un agonista productor de IPa.
Los receptores de histamina que se conocen (H1, H2, H3 y H4) son todos miembros de la
familia GPCR y transducen sefiales extracelulares a traves de las proteinas G: Gq, Gs y Gi/o.
En nuestro laboratorio se ha trabajado previamente empleando la histamina para estimular
células de musculo liso de la vejiga del cobayo (Rueda et al., 2002). También, las células
HeLa expresan el receptor H1, la histamina provoca la salida de Ca?* del RE debido a la
activacion de la PLCB, que incrementa los niveles de IP3 y esto a su vez activa al RIP3
(Aguilar-Maldonado et al., 2003).

La aplicacion de 80 ng/ml de hEGF no mostr6 ningun efecto inhibitorio en la posterior
respuesta de [Ca?*]i inducida por histamina y Tg, mientras que si se afiadié primero histamina
y Tg se inhibié completamente el aumento de [Ca?*]; debido al hEGF en células HeLa (Figura
5.2). En nuestro laboratorio empleamos también la combinacion ATP (10 uM) con Tg (1
HUM) y en estas condiciones también observamos la completa inhibicion de la respuesta de
hEGF posterior a la aplicacion en agudo de estas sustancias. El vaciamiento del RE con una
estrategia diferente, como es el uso de 200 uM de 2-APB, un farmaco que provoca la fuga
de Ca®" debido a la activacion del canal Orai3, resultd en la completa inhibicion de la
respuesta de [Ca?*]i inducida por hEGF. Podemos concluir que en nuestras condiciones de
registro el hEGF libera Ca®* del RE y no pudimos detectar la participacion del Ca®*
extracelular. Esto concuerda con lo observado en células de hepatoma humano BEL-7404
(Fu et al., 1994) también se ha propuesto que el RE es la principal fuente de liberacion de
Ca?* por hEGF.

En estos experimentos pareciera que el depésito sensible a la combinacion de histaminay Tg
tiene un mayor tamafo que el depdsito de hEGF, o una segunda hipdtesis seria que el RE no
es homogéneo y se accede al Ca?* almacenado de forma diferente. En un experimento similar,
donde otros autores emplearon un protocolo en el que afiadieron ATP, un agonista productor
de IP3 que actla sobre receptores purinérgicos, y Tg (en este orden o viceversa) pudieron
comprobar que el vaciamiento del depdsito con Tg inhibia la respuesta de ATP sin que la

estimulacion previa con ATP afectara la respuesta obtenida con Tg. Esto resulta similar a lo
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que observamos en nuestros experimentos. El otro elemento importante, es que un primer
pulso con ATP inhibe la respuesta de una segunda estimulacion con este agonista (Sabala et
al, 1997). En este sentido coincidimos con que una posibilidad es que en presencia de hEGF,
el RE agotado por la estimulacion con el agonista, puede ser rellenado de nuevo por la accion
de la bomba SERCA, mientras que la adicion de Tg bloquea esta enzima y vaciara
completamente las reservas de Ca?". La otra hipotesis defiende que existen diferentes
regiones en el RE, uno sensible y otro insensible a IP3, los cuales pueden agotarse por la
accion del inhibidor de SERCA, lo cual implicaria una heterogeneidad de este compartimento
intracelular. En nuestro laboratorio mediante experimentos de microscopia confocal se han
reportado zonas de alto y bajo Ca?*, a pesar de que no hay barreras de difusion, lo que apoya
la idea de que el RE tiene determinada heterogeneidad (Sanchez-Vazquez et al., 2023).

Decidimos realizar experimentos en los que pudiéramos evaluar el efecto de un agonista
productor de 1Pz en la respuesta de hEGF, ya que desedbamos estudiar si dichas respuestas
podrian afectarse mutuamente o no (Figura 5.3). EI empleo de histamina para estos
experimentos se debe a que es una respuesta ampliamente caracterizada en el modelo de
células HelLa desde el siglo pasado’ (Bootman et al., 1992; Sauvi et al., 1991). Ademas, este
agonista ha sido frecuentemente utilizado en nuestro laboratorio y ademas resulta interesante
que, en contraste con hEGF, produce IP3 via PLCP. Lo que reportamos en este trabajo es que
la respuesta de histamina disminuye el incremento de [Ca?']i que produce hEGF sin que
suceda a la inversa, ya que la estimulacion previa con hEGF no disminuye la respuesta de
Ca?" de histamina. De estos experimentos podemos concluir que estos agonistas comparten
el depdsito de Ca?". Nuestros datos sugieren que la histamina mantiene reducido el Ca®*
luminal en ausencia de Ca®" externo, lo cual hemos corroborado con indicadores de Ca?*
dirigidos al RE y esto puede explicar que la respuesta de [Ca?*]i inducida por hEGF sea
afectada en presencia de histamina. Por otro lado, como hEGF no afecta la respuesta de
histamina, sugiere que el RE se recupera su nivel original de Ca?* probablemente debido al
cierre del RIP3 activado por hEGF, esto no lo podiamos verificar debido a que los agentes de
transfeccidon afectaban la respuesta de hEGF, pero ahora con PEI se puede verificar que hEGF
no vacia el RE aln en ausencia de Ca®" externo, utilizando indicadores codificados

genéticamente dirigidos al RE. No se probaron dos pulsos consecutivos de hEGF debido a
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que la internalizacion del receptor puede ser un elemento que impida la respuesta de Ca?*

ante el segundo pulso.

La respuesta de [Ca?"]i inducida por hEGF se caracteriza por ser transitoria y bifasica. Para
determinar los parametros cinéticos realizamos el ajuste a una ecuacion biexponencial como
describimos previamente en Materiales y Métodos (Figura 5.4). EIl hecho de que no existen
diferencias estadisticamente significativas en los tiempos medios de liberacion y remocion
cuando hEGF es el primer o segundo estimulo implica que la histamina no modifica la forma
como hEGF libera Ca?* del RE. Lo que si afecto la histamina fue el tamafio del RE al cual
tiene acceso el hEGF; la diferencia en el pardmetro A, cuando hEGF es el primer o segundo
estimulo es indicativa de que la reduccion que apreciamos se debe a que se accede a menos
Ca?*. Esto concuerda con la idea de que histamina no permite la recuperacion del RE en
ausencia de Ca?* externo, debido a que vemos la afectacion de la respuesta de hEGF como

segundo estimulo.

Parte fundamental de la caracterizacion de la respuesta de [Ca®']i inducido por hEGF es
determinar la contribucion de la PLCy en este mecanismo. EI mecanismo de inhibicion de
PLC por U73122 implica la alquilacién de residuos de Cys (Klein et al., 2011) y por eso
U73343 no funciona como inhibidor pues no tiene el doble enlace involucrado en la
alquilacidn de los residuos de cisteina. U73122 inhibio varios procesos dependientes de PLC
con valores de ICso entre 0.1 y 10 uM, y la inhibicion de la respuesta de 100 uM de histamina
por una concentracion de 10 puM del inhibidor de PLC U73122 ya ha sido previamente
reportada en neuronas (Nicolson et al., 2002). También ha sido reportado en diferentes
trabajos el efecto inhibitorio de U73122 en la PLCy al afectar procesos estimulados por
hEGF, como seria la migracion celular en células MSIE (Polk, 1998) y la movilizacién a la
periferia de la proteina B-quimerina por un proceso dependiente de DAG en células HelLa
(Wang et al., 2006).

Los efectos de este inhibidor en PLCy también han sido descritos como mostré previamente
en los antecedentes, y también por otros autores que demuestran la inhibicion de las

oscilaciones de Ca®" provocadas por el EGF en células individuales (Kim et al., 2020).
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Nuestra expectativa era ver un efecto inhibitorio de U73122 en las respuestas tanto de
histamina como de hEGF; sin embargo, lo que observamos nos resultd bastante sorprendente.
Si bien estdbamos buscando la participacion de un nuevo mecanismo de liberacion de Ca®*
por hEGF, nunca esperamos que no hubiese diferencias significativas entre las células control
y en aquellas con U73122 en lo referente al incremento de [Ca?*]iinducido por hEGF (Figura
5.5y Figura 5.6).

El motivo por el que no logramos observar la inhibicion de la respuesta de Ca®* de hEGF en
nuestras condiciones resulta dificil de explicar, ya que incluso en el experimento que
mostramos en nuestros antecedentes, se ven sus efectos inhibitorios en la respuesta de Ca?*
de EGF en otro tipo celular. También se ha mostrado su efecto en modelos de celulas de
glioma tanto in vitro como in vivo. En este caso se empled con fines terapéuticos U73122 (5
M), la misma concentracién que utilizamos en nuestros experimentos, observandose efectos
supresores en el tumor y promotores de la apoptosis (Li et al., 2022). La estimulacion con
EGF, aunque efectivamente recluta a la PLCy; al complejo con el EGFR, no es necesaria su
actividad catalitica, pero si su presencia, para observar los efectos de EGF en proliferacion
(Xie et al., 2010). Ademaés, aunque se recluta PLCy; al receptor de EGF, se ha demostrado
que no se hidroliza PIP2, al menos no lo suficiente para tener una sefial de reduccion de PIP;
como si sucede con histamina o con otros agonistas de GPCRs (Matsuda et al., 2001).
Aunque, ya existen trabajos como el realizado por el grupo de Hille en 2013, en el que se
demuestra empleando indicadores de hidrolisis de PIP, mediante FRET que aunque no se
detecte la hidrolisis de PIP2, el agonista si induce una respuesta de Ca?" aunque dicha
respuesta estd muy retardada pues ese tiempo es necesario para llegar al umbral de IP3 que
dispara un proceso de CICR y la onda de Ca®* global. Ademas, hay que considerar la
presencia de mecanismos de sensibilizacion del RIPs (Dickson et al., 2013) que pueden estar
participando en la respuesta de [Ca?']i inducida por hEGF ya que ésta no presenta un retardo
importante a pesar de producir poco IP3.

Aungue nuestros resultados son diferentes a lo reportado por otros autores, son reproducibles
y robustos, ya que tenemos como control la respuesta de histamina, la cual es totalmente

inhibida empleando la concentracion sefialada del inhibidor. Tampoco encontramos en la
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literatura ningun reporte en el que se indique una mayor selectividad del inhibidor para PLCP
comparando con PLCy. Adicionalmente, la ICso que se conoce para diferentes experimentos
empleando U73122, asi como los experimentos realizados por otros autores, nos permiten
concluir que estamos utilizando una concentracion adecuada del inhibidor. De cualquier
modo, el efecto diferencial del inhibidor de PLC en las respuestas de histamina y hEGF queda
muy claro en nuestros experimentos. Respecto a los efectos inespecificos del inhibidor, a
pesar de que se han reportado otros efectos (Leitner et al., 2016; Neacsu et al., 2020), el
hecho de la aplicacion aguda disminuye el tiempo de exposicion a U73122 y por tanto estas
consecuencias no deseadas, pero el control en la respuesta de histamina sigue contrastando
con la de hEGF.

Exploramos la posibilidad de que el canal Orai3 fuera parte del mecanismo de liberacion de
Ca?* inducido por el hEGF. Inicialmente, fue dificil encontrar las condiciones en las que la
respuesta de hEGF no se viese afectada por el plasmido vacio. Al transfectar las células con
agentes de naturaleza lipidica como Lipofectamina-2000 y FUGENE, no permitieron
visualizar una respuesta de hEGF fiel a la nativa, incluso con el plasmido vacio (Figura 5.7).
En todos los casos, el control de la transfeccidn fue el empleo de Orai3 DN, que presenta la
mutacion E81A, e inhibe la entrada de Ca®* por SOCE (Motiani et al., 2013); de esta forma
se comprobd que las células si estaban transfectadas. Aun asi, no observamos diferencias en
los experimentos realizados en aquellas células transfectadas con el vehiculo o Orai3DN.
Ademas, la sobreexpresion de Orai3 tampoco parece tener los efectos que esperabamos en la
respuesta de hEGF de participar este canal en el incremento de Ca2* que provoca el factor de
crecimiento. En conclusién, no tenemos ninguna evidencia de la participacion del canal Orai3

en la liberacion de Ca?* inducida por hEGF.

Debido a los problemas que enfrentamos con agentes de naturaleza lipidica decidimos
emplear el polimero cationico PEI para nuestras transfecciones en células HelLa en las que
queriamos evaluar la respuesta de hEGF. PEI es un polimero catiénico que en 1995 se
convirtié en un agente de transfeccion no viral utilizado para transfectar acidos nucleicos a
las células. Debido a la capacidad de transfeccidn de los poliplexos del PEI también se ha

investigado en vacunas de ADN en la prevencion de varias infecciones y canceres, esto por
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su baja citotoxicidad y su capacidad para aumentar la eficiencia de la transfeccion (Sabin et
al., 2022). Este agente resultd ser una opcién atractiva para remediar la pérdida de la
respuesta de hEGF y en efecto se logré estandarizar con un protocolo de transfeccion que
nos permitio ver una respuesta del plasmido vacio igual a la de células no transfectadas con
eficiencia en la transfeccion (Figura 5.8). En estos experimentos no parecia haber diferencias
entre células con el vehiculo y con Orai3 DN. Entonces, no hay evidencias que respalden la
posible participacion de Orai3 en el mecanismo de liberacion de Ca?* de hEGF, y creemos,

de acuerdo a nuestros resultados, que resulta mas atractiva la posible sensibilizacion del RIPs.

A pesar de nuestros resultados empleando U73122, estos experimentos no descartan la
participacion del RIP3 en el mecanismo de liberacion de Ca?* de hEGF. Desde la década del
90 del siglo pasado se ha descrito que la cafeina inhibe la liberacion de Ca?* mediada por el
RIP3z en diferentes modelos celulares como ovocitos de xenopus (Parker y Ivorra, 1991),
hepatocitos (Missiaen et al., 1992) y también en microsomas de cerebelo (Brown et al.,
1992). Estos efectos han podido demostrarse empleando diferentes técnicas como patch
clamp, que permite realizar mediciones de corrientes de Ca?*, o bien empleando indicadores
de Ca?* en presencia de este farmaco. Por otra parte, como se mostré en los antecedentes de
este trabajo, el estudio de Kang y colaboradores demuestra la inhibicion de la respuesta de
EGF, un factor asociado al crecimiento y proliferacion, por cafeina, en el que propone un
mecanismo de inhibicion de cafeina especifico para el RIP3 tipo 3 en células de glioma. Se
ha demostrado que la isoforma 3 del RIPs funciona como una unidad anti-oscilatoria de Ca?*
en las células DT-40 (Tomoya et al., 1999) y en las células HeLa y COS-7 (Hattori et al.,
2004). Podria ser que debido a que la estructura del RIP3 tipo 3 tiene un lazo cargado con
aminoacidos negativos en el sitio de union de IP3 esté relacionado a la menor afinidad por
este mensajero de la isoforma 3 y también con la disminucién de las oscilaciones (Azumaya
et al., 2020).

Como se ha mencionado previamente en este trabajo, la isoforma 3 del RIP3 tiene
propiedades diferentes a los RIP3 tipo 1 y tipo 2. Ademas de sus diferencias en afinidad por
IP3y en su capacidad para sostener oscilaciones, se ha determinado que el RIP3.1 y el RIP3.2

presentan efectos pro-apoptdticos (Lencesova et al., 2013), mientras, para el RIP3.3 se han
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documentado efectos contrarios. EI RIP3.3 se ha correlacionado con la agresividad del
carcinoma colorrectal (Shibao et al., 2010), mayor capacidad de migracién celular (Mound
et al., 2017), e invasion y supervivencia de células de glioblastoma (Kang et al., 2010). Los
efectos antiapoptdticos y proliferativos de esta isoforma han sido bien descritos
anteriormente por el grupo de Krizanova y colaboradores en el 2019 en lineas de células de
adenocarcinoma de colon humano (Rezuchova et al., 2019). No seria raro que la isoforma 3
del RIPs de alguna forma estuviera regulado y tuviera una participacion diferencial en la
respuesta de un factor de crecimiento altamente asociado a patologias de cancer como es el
EGF. Sin embargo, los mecanismos de regulacion diferenciales que se han descrito hasta el
momento para el RIP3.3 y que tienen un papel en sus propiedades antiapoptoticas, no explican
los resultados obtenidos en este proyecto. El trabajo de Pinton y colaboradores demuestra
que Akt ejerce preferentemente su papel antiapoptotico a traves de la inhibicién de la
liberacion de Ca?* por el RIP3.3 en células COS7. Sin embargo, los cambios en esta liberacion
no suelen ser tan bruscos, aunque estos autores demuestran que en células SH-SY 5Y, otro
modelo celular deficiente de esta isoforma del receptor existe insensibilidad a la actividad
tipica de supervivencia mediada por Akt (Marchi et al., 2012). Resulta interesante encontrar
un mecanismo diferencial de regulacion del R1P3.3 respecto a las otras isoformas del receptor,
y sugiere que es posible que existan otras formas diferenciales de regulacion. Aunque, en el
caso de nuestros resultados, solo se explicarian por un mecanismo de sensibilizacion del
RIP3.3, que incrementara la liberacion de Ca?* no dependiente de 1Pz ante la estimulacion con

hEGF, a diferencia de la actividad de Akt sobre esta isoforma.

Existen diferentes ejemplos de la regulacion de la liberacion de Ca?" mediada por el RIP3
mediante fosforilacion y desfosforilacion por cinasas y fosfatasas. Se ha reportado que el
RIP3-1 puede ser regulado por cinasas como PKC, Akt, Rho, ERK1/2 y algunas cinasas de
tirosinas como son Src y Fyn; ademas, su actividad puede estar regulada por otras proteinas
como Bcl-2 (Vanderheyden et al., 2009). También se ha demostrado mediante co-
inmunoprecipitacion que la PKA vy las fosfatasas PP1 y PP2 se asocian al RIPs.1, formando
un multicomplejo (Desouza et al., 2002). PKA puede fosforilar dos sitios distintos en RIP3.
1 (S'%8 y S175%) ambos ubicados en la region reguladora del receptor y se ha demostrado de

manera concluyente que la fosforilacion mediada por PKA conduce a un aumento directo en
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la sensibilidad de RIPs-1 por 1P sin modificar su sensibilidad a Ca®*" (Vanderheyden et al.,
2009). Por el contrario, respecto a la fosforilacion de RIP3-2 y RIP3-3 los resultados han sido
contradictorios; por ejemplo, para el RIP3.3, se ha sugerido que la PKA tiene efectos
estimulantes o inhibidores. Sin embargo, se han identificado tres sitios fosforilados por PKA
en los residuos de Ser-916, Ser-934 y Ser-1832, que son asas peptidicas expuestas en la

superficie del receptor (Soulsby y Wojcikiewicz, 2005).

Existen estudios que respaldan el papel regulador de PKA en la liberacion de Ca®* mediante
el RIPz ante la estimulacion con EGF en un modelo de células de insulinoma de rata RINmM5F.
En células RINmM5F intactas incubadas en medio libre de Ca?* externo, se demostro que la
PKA mejora el transitorio de Ca?* inducida por carbacol y por EGF, dos agonistas que
regulan la formacion de 1Pz a través de diferentes vias. Ademas, empleando un knockdown
del RIPs.1, indicaron que el efecto de la PKA se debia a la fosforilacién del RIP33 (Chaloux
et al., 2007). La cuestion es que este mecanismo de sensibilizacion del RIP3 requiere de un
tratamiento previo que provoque la estimulacion de PKA. Otros mecanismos de
sensibilizacion del receptor han sido propuestos; por ejemplo, el grupo de Kim vy
colaboradores en el 2005 observaron que en células PC-12 el EGF no provocaba incrementos
en la [Ca®'];, y proponen un mecanismo en el que la estimulacion con bradicinina (BK),
provoca la fosforilacion del receptor de RIPs.1 por PKA y posteriormente al aplicar EGF, se
puede observar una liberacion de Ca?* (Hur et al., 2005). Aunque estos mecanismos de
sensibilizacion proveen una posible perspectiva para este trabajo, que seria que PKA esté
involucrado en la sensibilizacion del RIP3.3. Esto tendria que demostrarse, aunque si existen
evidencias de que EGF puede activar a la PKA (usando indicadores fluorescentes de la
actividad de PKA), no esta claro que esto anteceda a la liberacion de Ca®* o que sea

independiente de la misma.

Durante este trabajo, pudimos observar que cafeina alteraba la basal de aquellas células que
se registraron en la solucion que contenia 20 mM de este farmaco (Figura 5.11A).
Anteriormente, el grupo de trabajo de Salzberg en 1999 proporcioné varias lineas de
evidencia que indicaban que la cafeina interactGa con algunos indicadores en un sitio distinto

del sitio de quelacion de Ca?*. Este grupo mostrd que indicadores como Mag-Fura-2 y Fura-
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2 exhiben grandes cambios en sus propiedades de fluorescencia en respuesta a las
concentraciones milimolares de cafeina en un experimento in vitro, aunque no observan el
mismo comportamiento en el indicador como lo vemos nosotros, probablemente por sus
condiciones experimentales (Muschol et al., 1999). Lo que observamos durante nuestros
experimentos mientras realizdbamos la calibracién de Fura-2, coincide con lo observado
anteriormente por estos autores. Pudimos determinar que los pardmetros de la ecuacion de
Grynkiewicz: Rmax, Rminy 3 se encontraban disminuidos en presencia de 20 mM de cafeina
(Figura 5.11B, C). No obstante, los efectos de cafeina en el RIP3z estdn muy bien
documentados y se aprecian claramente a pesar de sus efectos en el Fura-2, de hecho, esto
implicaria que probablemente incluso estamos subestimando la inhibicidn de las respuestas.
La interrogante es si los efectos que vemos en la [Ca?*]i basal se deben a una posible variacion
en afinidad, o sea la Kd del Fura-2, en presencia de cafeina. Esto habria que investigarlo en

el futuro o utilizar otros enfoques para eliminar la participacion del RIPs.

Finalmente, el empleo de cafeina nos obligdb a realizar controles que descarten la
participacion de RyR, o que permitan afirmar su participacion en la respuesta de Ca?* de
hEGF (Figura 5.12). No pudimos apreciar diferencias significativas en nuestro control
empleando cafeina o cafeina/rianodina. Esperabamos que, si el RyR participaba en este
mecanismo, la presencia de su estimulador cafeina/rianodina, dejase al canal en una
condicion subconductante y observariamos una disminucion o la inhibicion de la respuesta
de hEGF. Sin embargo, el hecho de que existan formas truncadas, como se mostr6 en los
antecedentes, significa que el RyR puede no tener las caracteristicas farmacoldgicas
convencionales y pudiéramos no estar estimulandolo con cafeina. Por este motivo intentamos
realizar el control con hEGF vy rianodina, ya que si este factor de crecimiento estuviera
estimulando a RyR seria la misma idea de que rianodina afectaria su respuesta.

Sin embargo, cuando las células se pre-incubaron con hEGF durante 10 min, y se lavaron,
resulto que la respuesta de [Ca?*]i inducida por una segunda aplicacion de hEGF no se pudo
observar, sugiriendo que la internalizacion del EGFR no se recupera con este protocolo de
lavado. Esto concuerda con lo descrito previamente de que una vez unido al ligando, el EGFR

se endocita rapidamente a través de mecanismos dependientes e independientes de clatrina.
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Luego, los complejos de EGFR pueden reciclarse de nuevo a la membrana plasmatica desde
endosomas tempranos, pero también se dirigen de manera eficiente a los lisosomas para su
degradacion (Kuriyan et al., 2017). Nuestros resultados indican que aplicando 80 ng/ml de
hEGF se requiere un tiempo mayor al que empleamos en nuestro experimento, ya que
pensamos que el receptor sigue internalizado y esto impide una nueva respuesta al hEGF.
Ademaés, mediante un andlisis empleando microscopia confocal se ha observado que los
endosomas que contienen al EGFR pueden visualizarse en 15 min luego de afiadir 100 ng/mL
del ligando (Matsuda et al., 2001), lo que respalda lo observado en nuestro laboratorio.
Regresando al tema original, la presencia y propiedades de RyR en células HeLa no esta bien
caracterizado y requiere de otros estudios mas contundentes, pero no parece estar involucrado

en el mecanismo de la respuesta de Ca?* de hEGF.

Teniendo en cuenta nuestros resultados, proponemos en la Figura 6.1 un modelo que
incorpora los datos de la [Ca?']i en respuesta a hEGF en células HeLa. Segiin nuestros datos
empleando el inhibidor U73122, la respuesta de hEGF, a diferencia de histamina, parece ser
independiente de PLC. Proponemos que existe alguna cinasa en la ruta de activacion del
EGFR que esta regulando al RIPs, posiblemente al RIP3.3, y que pudiese estar sensibilizando
a este receptor. La existencia del lazo propuesto como un péptido inhibitorio en esta isoforma,
nos hace sugerir que la accién de la cinasa posiblemente provoca el desplazamiento del bucle
y una mayor sensibilidad del receptor. También podria analizarse la posibilidad de una
interaccidn directa entre el dominio de cinasa de tirosina del EGFR y el RIP3, considerando
una temporalidad mas rapida que la regulacion por una cinasa, esto sustentado en que incluso
se han observado dominios tripartitas (MP, RE y mitocondria) ante la estimulacion con 100
ng/mL de EGF en células HeLa (Mesa et al., 2024).Ademas, el modelo toma en
consideracién la ausencia de evidencias que apunten a la participacion de Orai3 en el

mecanismo de liberacion de Ca%* de hEGF.

Este proyecto deja muchisimas interrogantes abiertas para futuros trabajos. Estos resultados
promueven las siguientes incognitas: ¢ Es posible que el RIP33 sea la isoforma que tiene una

mayor contribucion a la respuesta de hEGF? ¢ Qué cinasa u otro mecanismo esta involucrado
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en la sensibilizacion del RIP3? Tampoco hemos explorado el papel del Ca?* extracelular en

la sefializacion de este receptor.

GPCR

Figura 6.1. Modelo de los datos del trabajo: EGF libera Ca?" del RE independientemente de la
produccion de IP; por un mecanismo de sensibilizacion del RIP3s. Las flechas negras continuas
( ) representan vias de sefializacion de forma secuencial. La flecha negra discontinua (-----)
representa posibles vias hipotéticas ain no confirmadas experimentalmente. La cruz roja representa
que descartamos la posible participacion de la entidad molecular en la via. DAG, diacilglicerol,
EGFR, Receptor del factor de crecimiento epidérmico (por sus siglas en inglés); GPCR, Receptor
acoplado a proteina G (por sus siglas en inglés); 1Ps 1,4,5-trifosfato de inositol; RIPs-3, Receptor de
IPs tipo 3; MP, membrana plasmatica; PIP,, bifosfato de 4,5 fosfatidilinositol; PKA; cinasa A de
proteinas (por sus siglas en inglés); PLC, fosfolipasa C (por sus siglas en inglés); RE: Reticulo
endoplasmico; Src, familia de cinasas de tirosinas Src; SERCA, ATPasa de Calcio del Reticulo

Sarcoendoplasmico (por sus siglas en inglés). Elaborado en BioRender.com.
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7. CONCLUSIONES

El hEGF libera Ca?* del RE mediante la activacion del RIPs, probablemente por un
mecanismo de sensibilizacion que no involucra la actividad de la PLCy.

Los canales Orai3 o el RyR no participan en la respuesta de [Ca?*]i inducida por el hEGF.
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9. PERSPECTIVAS

e Determinar el efecto del hEGF en la [Ca?*]re utilizando los indicadores de Ca?
dirigidos a la luz del RE.

e Emplear inhibidores de cinasas como PKA, ERK y Src para evaluar la participacion

de diferentes vias de sefializacion en la respuesta de [Ca?*]i inducida por hEGF.

e Emplear siRNAs de las diferentes isoformas del RIP3 para evaluar la contribucion
individual del RIP3 1y del RIP3 3 en la liberacion de Ca?* inducida por hEGF.

e Comprobar la participacion de PLCy en la respuesta de hEGF empleando un sistema
que presente PLC sin sitio catalitico.

e Evaluar la dindmica de sefalizacion y de liberacion de Ca?* inducida por hEGF

utilizando biosensores que permiten medir la actividad de diferentes cinasas.

e Determinar la participacion de la mitocondria en la respuesta de [Ca?*]i inducida por
hEGF.
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10. ANEXOS
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Figura 10.1. Registros en paralelo en las mismas células HeLa empleando Fura-2 y Mag-Fluo4.
Se aplicaron al momento que se indica 2 MM de EGTA, 100 nM de BAFI, 80 ng/mL de hEGF y 200
UM de 2-APB. A. Registro de Ca?* citosélico empleando Fura-2 que muestra que el vaciamiento del
RE con 2-APB impide la liberacion de Ca?*por hEGF en células HeLa. B. Registros realizados en
las mismas células utilizando Mag-Fluo-4 que muestra el vaciamiento del RE por la estimulacion con
hEGF y 2-APB. Ademas, estos registros sugieren que el hEGF produce una reduccion de la [Ca?*]re
muy pequefia que se necesitara verificar con indicadores luminales del RE con una menor afinidad

por Ca?* que el Mag-fluo-4
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Figura 10.2. Estimulacion con EGF en células adheridas y en células en suspension. Se empled
ACLAR para realizar los registros en células adheridas. Se estimularon las células con 80 ng/mL de
hEGF y con la combinacién de 100 uM de Histamina y 1 uM de Tg. EI registro muestra que puede
observarse respuesta de hEGF de igual forma en células adheridas y en células en suspension.
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Figura 10.3. U73343, analogo inactivo de U73122, afecta la respuesta de hEGF. La gréafica
muestra la estadistica para el ABC de las respuestas de hEGF control (como segundo estimulo luego
de laaplicacion de histamina) y en células en las que se aplicé U73343 de forma aguda y pre-incubada
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Figura 10.4. Registros de Ca?* citosolico empleando Fura-2 en células HEK293T. Nuestro
registro muestra una baja respuesta a 80 ng/mL de hEGF en este modelo celular.
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Figura 10.5. Registros de Ca?* citosélico empleando Fura-2 en células HeLa. Se aplicaron al
momento que se indica 2 mM de EGTA, 80 ng/mL de hEGF y la combinacion de 10 uM de ATPy 1
UM de Tg. Se aprecia que el vaciamiento del RE mediante esta combinacion de ATP y Tg inhibe la
respuesta de hEGF al igual que Histaminay Tg.
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Figura 10.6. La disminucion en la respuesta de [Ca?']i inducida por His+Tg en presencia de
hEGF se debe a cambios en los parametros cinéticos. Se tomaron 400 segundos de la respuesta de
His+Tg cuando fue el primer o segundo estimulo en la condicion de 2 uM de Fura-2 en el protocolo
descrito en el capitulo 5.1. El ajuste bi-exponencial se realiz6 empleando la formula que se describe
en el capitulo 4.6. A. Ajuste a la ecuacion biexponencial de la respuesta de His+Tg como primer
estimulo. B. Ajuste a la ecuacion biexponencial de la respuesta de His+Tg como segundo estimulo.
Cy D. Estadistica de los tiempos medios de liberacion (t1; C) y remocion (t2; D) para las respuestas
de His +Tg cuando era el primer (puntos azules) o segundo estimulo (puntos rojos). E. Estadistica de
la maxima respuesta de calcio en ausencia de remocion para las respuestas de hEGF cuando era el
primer (puntos azules) o segundo estimulo (puntos rojos). n=8, **p<0.01.

69



100000+ k%%

3 80000 o

E ®

> 60000 Y L

§ 40000+ ?

2 20000 ole

O —r"m'l'l—

0- L ' |
250 nM 2 UM
Fura-2/AM Fura-2/AM

Figura 10.7. La fluorescencia del Fura-2 insensible a la [Ca?*]; fue mayor en la incubacion con
2 uM de Fura-2/AM con respecto a 250 nM. Se compararon las cuentas/segundos en ambas
condiciones de bajo (250 nM Fura-2/AM) y alto (2 uM de Fura-2/AM) amortiguamiento empleando
la longitud de onda insensible al calcio de 360 nm del Fura-2. Para ello se tomaron los datos en
condiciones de reposo en los 300 segundos iniciales del registro y se restd el promedio de la
fluorescencia del fluoréforo apagado con manganeso. Se muestra la estadistica para aquellas células
incubadas con 250 nM de Fura-2/AM (puntos azules) o con 2 uM de Fura-2/AM (puntos rojos).
n=16, ***p<0.001.
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