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Resumen. El Ca2* es un segundo mensajero que regula funciones direc-
tamente relacionadas con el cancer como la proliferacion, diferenciacion y la
apoptosis. La concentracién intracelular de Ca2* ([Ca2*];) esta altamente re-
gulada por diversos mecanismos entre los que destacan canales iénicos, la
Ca2+-ATPasa del reticulo endoplasmatico (SERCA) y de la membrana plasma-
tica (PMCA), y el transporte de Ca?* mitocondrial. En el cancer, la c¢élula tu-
moral prolifera sin control tras su incapacidad de reconocer senales apoptoti-
cas. La apoptosis es mediada a través de cambios en la actividad de ciertas
proteinas como las caspasas y miembros de la familia Bel-2. Adicionalmente,
el “estrés del reticulo”, promovido por la acumulacién y agregacion de protei-
nas mal plegadas en el interior del reticulo endoplasmatico (RE), puede de-
sencadenar la apoptosis. El “estrés del reticulo” es inducido por una variedad
de agentes, entre los que destaca la tapsigargina, inhibidor especifico de la
SERCA, la cual promueve un notable aumento en la [Ca2*],, induciendo ade-
mas apoptosis. En consecuencia, actualmente se estan ensayando exitosamen-
te derivados de la tapsigargina como agentes antincoplasicos. El Ca2* es
transferido a la mitocondria desencadenando senales apoptéticas. Por otra
parte, los esfingolipidos, como la ceramida y la esfingosina, y sus derivados
fosforilados, la ceramida-1-fosfato y la esfingosina-1-fosfato, los cuales regulan
la [Ca2*];, también estan estrechamente vinculados con la senalizacion intra-
celular en procesos relacionados con el cancer. Esta revision discute nuevas
evidencias sobre el efecto de estos esfingolipidos en la homeostasis de Ca*? in-
tracelular y su conexion con la apoptosis y el cancer.
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Ca* and sphingolipids as modulators for apoptosis and cancer.

Invest Clin 2012; 53(1): 84 - 110

Keywords: Cancer, Ca2*, sphingolipids, apoptosis, SERCA inhibitors.

Abstract. Ca?* is a second messenger which regulates many functions di-
rectly related with cancer such as proliferation, differentiation and apoptosis.
The intracellular Ca2* concentration ([Ca2*],) is finely regulated by several
mechanisms, among them ionic channels, the endoplasmic reticulum
Ca2+-ATPase (SERCA), the plasma membrane calcium pump (PMCA) and the
mitochondrial Ca2* transport. In cancer, the tumour cell proliferates without
control since the capacity to recognize apoptotic signals has been lost. The
apoptosis is regulated by changes in several proteins, as caspases and the
Bel-2 family members, among others. Additionally, the “reticulum stress”,
promoted by the accumulation and aggregation of unfolded proteins in the in-
terior of the endoplasmic reticulum (ER), ussually leads to apoptosis. The “re-
ticulum stress” can be induced by several agents, remarkably with
thapsigargin, a selective inhibitor of the SERCA, which in turn induces a large
increment in [Ca2*],, leading to apoptosis. As a consequence, currently, deriv-
atives of thapsigargin are successfully been assayed as anti-neoplastic agents.
Ca2t is then transferred to the mitochondria, where it is known to constitute
a main apoptotic signal. On the other hand, several sphingolipids, such as
ceramide and  sphingosine, and their phosphorylated derivatives
ceramide-1-phosphate and sphingosine-1-phosphate, directly involved in the
[Ca2*], regulation, are also recognized as signal messengers related with can-
cer processes. In this review we discuss new evidences on the effect of several
sphingolipids in the intracellular Ca2* homeostasis and its relationship with

apoptosis and cancer.

Recibido: 26-08-2011; Aceptado: 2-02-2012

INTRODUCCION

El i6n calcio (Ca?*) como elemento de
sefalizacion celular regula diversas funcio-
nes, tales como, contraccién, secrecién,
transcripeion vy fertilizacion. También regu-
la otras funciones directamente relaciona-
das con el cdncer, como la, proliferacién,
diferenciacion y la apoptosis.

El Ca?* es un segundo mensajero que
puede ser liberado desde compartimentos
intracelulares, pudiendo también difundir
desde el exterior celular a través de diferen-
tes canales en la membrana plasmatica, de-

sencadenando una cascada de sefiales intra-
celulares (1-4).

Las células eucariotas pueden mante-
ner una diferencia extremadamente alta en-
tre la concentracion de Ca2* extracelular
(alrededor de 2 mM) y la concentracion en
el citoplasma (entre 50-100 nM) (1-4). Con-
siderando que en el interior de la célula el
potencial eléetrico de la membrana plasma-
tica es negativo, y el hecho de que el Ca2+
presenta dos cargas positivas, existe una
gran tendencia de este catién a entrar a la
célula, por lo que sorprende como esta rela-
cion asimétrica se mantiene. Para ello, la
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célula ha desarrollado mdltiples ¢ impor-
tantes mecanismos de regulacién que per-
miten el mantenimiento de este balance
vital (1-4).

En el medio intracelular existen pro-
teinas que se unen al Ca2* con muy alta afi-
nidad, pertenecientes a la familia de protei-
nas conocidas como “mano EF”, las cuales
alcanzan un ntmero aproximado de 600
miembros (1, 3, 5). Estas proteinas tienen
no solo la finalidad de servir como amorti-
guador de Ca?*, sino también de codificar y
transmitir la senal intracelular mediada por
este cation. Esta dltima funcion es llevada a
cabo gracias a un cambio conformacional
que sufren estas proteinas, lo que permite
su interaccion con las enzimas blanco. El
mejor ejemplo de esta familia de proteinas
es la calmodulina (CaM).

La CaM es una proteina altamente
conservada y presente en todas las células
eucariotas desde mamiferos hasta plantas y
parasitos intracelulares (5-7). El Ca2*, a
través de su interaccion con la CaM, causa
la activacién de mas de 100 diferentes enzi-
mas. La CaM presenta 4 dominios de alta
afinidad para el Ca2*, cuya union causa un
cambio conformacional de forma cooperati-
va, ya que luego de la unién del primer ato-
mo de Ca?* aumenta la afinidad de los res-
tantes sitios de unién por este i6n. Esto le
confiere la propiedad de ser considerada
como una proteina sensora de Ca2* (7), per-
mitiendo reconocer diferentes enzimas, de-
pendiendo de la concentracién intracelular
de Ca2* (|Ca%*],) que exista en un momen-
to dado.

La fosforilacion en residuos de serina,
treonina y tirosina parece ser el mecanis-
mo de regulacién por excelencia, que ocu-
rre de manera reversible gracias a la exis-
tencia de miltiples proteinas quinasas y
fosfatasas bien reguladas dentro del entor-
no celular (7).

La CaM esta implicada en una gran va-
riedad de funciones y procesos celulares

como la sintesis y degradacion de otros se-
gundos mensajeros como los nucleétidos ci-
clicos y los fosfoinositidos. Ademas, esta re-
lacionada directamente con el cancer, inter-
viene en el control de la proliferaciéon celu-
lar, de la diferenciacion y de la apoptosis,
entre otras funciones (8-11). En este sentido
se ha descrito que esta proteina es capaz de
servir como auxiliar en la trans-activacion
genética mediada por el receptor de estroge-
nos in vitro (9, 10). Asi mismo, las quinasas
dependientes de Ca2*/calmodulina, indirec-
tamente median la progresion del ciclo celu-
lar en células MCF-7, ya que el tratamiento
con el inhibidor de estas quinasas, el KN-93,
reduce la proliferacion en estas células (11).
Una de las particularidades de esta impor-
tante proteina es que interviene directamen-
te en la regulacion del [Ca2*];, ya que esti-
mula directamente una enzima esencial en
la homeostasis de este cation, la Ca2+-ATPa-
sa de membrana plasmatica (PMCA). Esta
bomba ibnica transporta Ca2* con alta afi-
nidad hacia el exterior celular, siendo ener-
gizada por el ATP. Luego de la elevacion del
Ca2* intracelular, como producto de alguna
senal especifica, este se une a la CaM, y el
mismo complejo Ca?+-CaM, estimula la
PMCA, lo cual conduce a la disminucién de
la sefial (8, 12). Las isoformas 1 y 4 de la
PMCA se encuentran en todos los tejidos
celulares, incluyendo la glandula mamaria y
particularmente estan involucradas en la
regulacion de la proliferacion celular, la di-
ferenciacion y la apoptosis. PMCA1 ha sido
involucrada en cdancer de mama, ya que en
células MDA-MB-231 y MCF-7 de cancer de
mama la expresién del ARNm de PMCAL es
mayor en comparacion con células no tu-
morales de epitelio de mama como las
MCF-10A (13). En la glandula mamaria la
PMCA4 es la isoforma predominante y se ha
involucrado en el control del ciclo celular.
La expresion estable de ARN antisentido so-
bre todas las isoformas PMCA disminuyd
mayoritariamente la expresion de proteinas
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PMCA4 ¢ inhibi6 la proliferacion de células
MCF-7, prolongando la longitud de la fase
G2/M del ciclo celular, por lo que se con-
cluye que esta isoforma participa en la pro-
liferacion en esta linea celular (14). La
PMCA2 también se ha relacionado con tu-
morogénesis, ya que en células de cancer
de mama se reporté su sobre-expresion
(15). Es interesante mencionar que esta
isoforma es la mas sensible al efecto esti-
mulatorio del etanol, el cual incluso actta a
concentraciones farmacoldgicas (6, 8).

CANALES DE Ca2* DE LA MEMBRANA
PLASMATICA

En la gran mayoria de las células, la
entrada de Ca2* desde el medio extracelular
es mediada y regulada por canales idénicos.
El Ca?* entra a la célula siguiendo su gra-
diente electroquimico y con la consecuente
elevacion de su concentracion intracelular.
Estos canales i6nicos poseen tres propieda-
des importantes: 1) conducen iones, 2) re-
conocen y seleccionan iones especificos y
3) se abren y cierran en respuesta a senales
eléctricas, mecdanicas o quimicas especifi-
cas. Estructuralmente, son proteinas inte-
grales de membrana compuestas por varias
subunidades formando un poro y pueden
ser hetero-oligémeros, compuesto por subu-
nidades diferentes, u homo-oligémeros,
compuestos solo de un tipo de subunidad.
Se clasifican de acuerdo a su modo de acti-
vacion. En primer lugar se han descrito los
canales de Ca2* dependientes de voltaje
(VOCs), los canales activados por ligandos
(ROCs) y los canales activados por el vacia-
miento de reservorios intracelulares (SOCs).

Los canales de Ca2* dependientes de
voltaje se encuentran principalmente en
células excitables, son altamente selectivos
y se inactivan rapidamente. Estos canales
se han clasificado segtin sus propiedades
electrofisiol6gicas en canales tipo L, N, Py
T (16).

Los canales activados por ligandos se
encuentran expresados tanto en células ex-
citables como en células no excitables ¢
igualmente facilitan la entrada de Ca2* al
interior celular. Dentro de esta clasificacion
se incluyen a su vez dos grupos: 1) Canales
operados por receptores y 2) Canales opera-
dos por segundos mensajeros (17).

El mecanismo mas comanmente obser-
vado para regular la entrada de Ca?* en cé-
lulas no excitables, es el proceso llamado
“entrada capacitativa de Ca2*” y se refiere a
la entrada de Ca2* inducida por el vacia-
miento de reservorios intracelulares a tra-
vés de los canales SOCs (de sus siglas en in-
glés “store operated calcium channel”). Ta-
kemura en 1989 describe por primera vez el
proceso donde el vaciamiento de almacenes
de Ca2* intracelulares causa ¢l movimiento
del Ca2* del exterior hacia el interior de la
célula (18). Posteriormente, Thastrup y
col., observaron que la tapsigargina (Tg),
un inhibidor de la Ca2+-ATPasa del reticulo
endoplasmatico, eleva el [Ca?*]; hasta un
nuevo nivel, mayor con respecto a los nive-
les basales, en un tiempo sostenido (19).

Actualmente se sabe que la activacion
de receptores en la membrana del reticulo
endoplasmatico (RE), como por ejemplo los
receptores de inositol 1,4,5-trisfosfato
(R-InsP;), induce la liberacion del Ca2* al-
macenado en este organelo intracelular, lo
que genera la primera fase de la senal de
Ca2*. Posteriormente ocurre el vaciamiento
del RE, disparando una senal a la membra-
na plasmatica que activa los canales SOCs
con la consecuente entrada de Ca?+ a la ¢é-
lula (20).

Los SOCs son altamente selectivos
para el Ca2*, no son voltaje-dependientes y
poseen una corriente que se ha denomina-
do corriente de Ca2* activada por liberacién
de Ca?* (I,,.). Los canales SOCs, tienen un
papel fundamental en diversos procesos ce-
lulares que van desde la exocitosis y la acti-
vidad enzimadtica, hasta la transcripcién de
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genes y la proliferacion celular. En células
de glandula mamaria han sido implicados
en la induccién de la proliferacién, por lo
que se han asociado al cancer de mama
(21, 22).

Recientemente se ha despertado inte-
rés por la familia de canales i6nicos conoci-
dos como receptores de potencial transito-
rio (TRP, del inglés “transient receptor po-
tencial”) debido a su posible relacion con
los SOCs, ya que algunos miembros de esta
familia de genes TRP, pueden generar cana-
les permeables a Ca2* que se asemejan a los
SOCs. Los canales TRP fueron identificados
en Drosophila melanogaster como compo-
nentes esenciales de la fototrasduccion. To-
dos los canales poseen 6 segmentos trans-
membrana que se ensamblan como tetra-
meros para formar un poro permeable al ca-
tion (23). La subfamilia de los canales TRP,
clasificada de acuerdo a su origen, estd
constituida por TRPC (Canénica o clasica),
TRPV (Vanilloide), TRPM (Melastina), TRPP
(Policistina), TRPML (Mucolipina), TRPA
(semejante a Ankirina) y TRPN (23,24).
Dentro de la subfamilia TRPM se encuen-
tran los canales TRPMS, los cuales estan so-
bre-expresados en células de cancer de
prostata, aunque no existe atn una clara
correlacion entre la expresion de TRPMS y
la severidad del cancer (25). La expresion
de TRPMS en células de cdncer de préstata
es regulada positivamente por andrégenos y
juegan un papel fundamental en la regula-
cion de la homeostasis de Na2*+ y Ca?+, el
crecimiento celular, la proliferacion y la
apoptosis (25).

EL RETICULO ENDOPLASMATICO
Y LA HOMEOSTASIS DEL Ca2*

El reticulo endoplasmatico (RE) per-
mite la acumulacién, almacenaje y libera-
cion de Ca2*, y posee mecanismos regulato-
rios que mantienen un balance entre la cap-

tacion y la liberacion del catién. La concen-

tracion de Ca2* dentro del RE es alrededor
de 1 mM, un valor cercano a la concentra-
cién extracelular de Ca2* (26).

La Ca2*-ATPasa de reticulo endo/sar-
coplasmatico (SERCA) fue identificada en
el ano 1961, en una fraccién del mdsculo
esquelético (27), y fue por primera vez puri-
ficada en 1970 como una proteina de 110
Kda (28). Esta Ca2*-ATPasa es la encargada
de la captaciéon de Ca2* por parte de este
reservorio y difiere estructuralmente y des-
de el punto de vista de su regulacion de la
PMCA. La secuenciacion revela muy poca
homologia con respecto a la PMCA, com-
partiendo solo el sitio de fosforilacion del
ATP vy el sitio de uniéon a nucleé6tidos, los
cuales son ambos caracteristicos de todas
las bombas iénicas tipo “P”. La SERCA
transporta dos atomos de Ca2* por cada
molécula de ATP hidrolizada, a diferencia
de la PMCA, que transporta solo una molé-
cula de Ca2* por ATP (8). Estructuralmente
la enzima esta compuesta de una cadena
polipeptidica que se pliega en cuatro domi-
nios principales: un dominio transmembra-
na, que a su vez esta compuesto por 10 do-
minios transmembrana en forma de hélice,
y tres dominios citoplasmaticos, dos de
ellos sitios de anclaje y uno de fosforilacion
(Dominio P), conectados al dominio inte-
gral de membrana. Por daltimo, presenta un
dominio de unién a nucleétidos el cual esta
conectado al dominio P (29).

Se han descrito y caracterizado tres
isoformas, SERCA 1 -3. Los subtipos
SERCAla y SERCA1b, estan presentes en
musculo esquelético de fibras musculares
rapidas en adultos y neonatos, respectiva-
mente. La SERCA2a esta ubicada en ¢l co-
razOn y en fibras musculares rapidas, mien-
tras que la SERCADb esta localizada amplia-
mente en todos los tejidos. La SERCA3 es la
menos entendida y se ha ubicado en algu-
nos tipos de musculo liso. La SERCA2 esta
implicada en el mantenimiento de los nive-
les del Ca?* dentro del RE, y su disfuncion
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pudiera ocasionar problemas de sintesis o
maduracion de las proteinas en este com-
partimiento compartimento, mientras que
especificamente la SERCA2a es critica en el
correcto desarrollo y funcionamiento del
corazén. La funcién de la SERCA3 parece
ser, junto con la SERCA1, el control de la
relajacion del mdasculo liso vascular y tra-
queal (29).

Se ha identificado un conjunto de
compuestos que inhiben la actividad de la
SERCA. Como todas las bombas tipo P, esta
ATPasa es inhibida por La2* y el ortovanada-
to (30). Ademas, la SERCA es inhibida espe-
cificamente por la tapsigargina (Tg) (aisla-
da de las raices de la Thapsia garganica),
un sequisterpeno de lactona que forma un
complejo inhibitorio estable ¢ irreversible
con la enzima en estado libre de Ca2*, lo
que genera un incremento rapido y pronun-
ciado de la [Ca?*], debido al vaciamiento de
este reservorio intracelular al inhibirse la
captura activa del catiéon. Esto a su vez gene-
ra la activacion de otros mecanismos regula-
torios que disminuyen la [Ca2*]; (31). Otro
inhibidor de esta proteina es el 4dcido ciclo-
piazonico (ACP), el cual es un metabolito
toxico, producido por los hongos Pencillium
cyclopium y Aspergillus flavus, que inhibe la
SERCA de una manera reversible pero con
mayor afinidad que la Tg por esta ATPasa,
por lo que se utiliza en concentraciones en
el orden nanomolar (31). Recientemente se
ha demostrado que la agelasina B, una toxi-
na proveniente de esponjas marinas, es tam-
bién un potente inhibidor de la SERCA (32).

Existen principalmente dos mecanis-
mos de liberacion de Ca2* en el RE. En pri-
mer lugar se encuentran los receptores sen-
sibles a InsP; (R-InsP3), los cuales son acti-
vados por este fosfoinositido, y en segundo
lugar estan los receptores de rianodina
(RyR), los cuales son activados por rianodi-
na y adenosin-difosfato-ribosa ciclica.
Ambos son receptores activados por ligando
con un mecanismo de liberacion modulado

por Ca2*, mostrando caracteristicas bifdsi-
cas y pudiendo generar una liberacion de
Ca2t inducida por Ca2*, como ocurre en
muasculo cardiaco. Sin embargo, los RyR
pueden ser activados por despolarizacion de
la membrana plasmatica en tiuibulos trans-
versos de miusculo esquelético a través de
un acoplamiento directo con canales tipo L
(receptores de dihidropiridina).

Diversos estimulos promueven la acti-
vacion de la fosfolipasa C dependiente de
fosfatidil inositol (PLC), que genera el se-
gundo mensajero inositol 1,4,5-trisfosfato
(InsPy) y diacilglicerol (DAG) a través de la
hidrélisis del fosfatidil inositol 4,5-bisfosfa-
to (PIP,). El InsP; se une a su receptor,
R-InsP; en la membrana del RE e induce la
liberacion del Ca2* almacenado. Existen di-
versas isoformas de esta PLC, las cuales son
activadas por diferentes mecanismos como
receptores acoplados a proteinas G para la
activacion de la PLCB, receptores acoplados
a tirosina-quinasas en ¢l caso de la PLCy, la
PLCS la cual se activa por el incremento de
la concentracion de Ca?* y la PLCe que se
activa través de la activacion de Ras (17).

Se han descrito tres subtipos de recep-
tores de InsP; (tipo 1, 2 y 3) y en la mayoria
de las células se puede expresar mis de un
subtipo de receptor (26). La movilizacion
de Ca2* a través de estos receptores es re-
gulada mediante distintas vias complejas,
las cuales involucran al propio InsP;, la con-
centracion de Ca2* en el RE, diferentes nu-
cledtidos y fosforilacion por proteinas qui-
nasas, entre otros (26,29).

El receptor de RyR es un canal de Ca2+
fundamentalmente presente en el reticulo
sarcoplasmatico, que se une especificamen-
te al alcaloide rianodina. En el masculo es-
triado los RyR estan localizados en la unién
entre la cisterna terminal del reticulo sar-
coplasmatico y los tibulos T del sarcolema,
lo que corresponde con las estructuras
“pie” observadas en imdgenes de microsco-
pia electroénica.
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LA MITOCONDRIA Y LA REGULACION
DEL Ca?+ INTRACELULAR

La mitocondria tiene la capacidad de
amortiguar el incremento del Ca2* citoplas-
matico, ademas de poseer una alta capaci-
dad de almacenaje del catién, pero con una
baja afinidad relativa. La mitocondria utili-
za el potencial electroquimico (AY) de la
membrana interna (-180mV) para acumular
el Ca2+ a través del denominado “uniporte
electroforético”. Los mecanismos de libera-
cién se realizan a través de los NCX, (o
H+/Ca2* en algunas células). Recientemen-
te se ha demostrado que dada la proximi-
dad entre algunas zonas del RE y las mito-
condrias, se genera una concentraciéon local
alta fuera de la mitocondria y muy cerca a
los canales liberadores de Ca2+ del RE, que
permiten la activaciéon del uniporte electro-
forético, atribuyéndose asi a la mitocon-
dria, gran parte en la homeostasis del Ca2+
(26, 29).

Existen diferentes compuestos capaces
de alterar el AY mitocondrial. Compuestos
como el protonéforo carbonilcianuro-para-
fluorometoxifenil-hidrazona (FCCP), colap-
san el gradiente de protones (H*) y por lo
tanto, desacoplan la fosforilaciéon oxidativa
de la sintesis de ATP en la mitocondria. La
Antimicina A, actaa a nivel del complejo III
mitocondrial, inhibiendo especificamente la
CoQ-Citocromo C reductasa, lo que inte-
rrumpe el transporte de electrones. La oli-
gomicina, también es utilizada para inhibir
la funcién mitocondrial, ya que inhibe la
sintesis de ATP a través de su unién al frag-
mento OSCP de la subunidad F,, de la
F\F,-ATPasa (33).

LOS ESFINGOLIPIDOS
Y SU IMPORTANCIA BIOLOGICA

Los esfingolipidos son lipidos anfipati-
cos complejos que han recibido mucha
atencion recientemente al ser reconocidos

como parte fundamental del sistema de
transmision de senales, participando activa-
mente en una serie de fenémenos entre los
cuales destacan los relacionados con la re-
gulacion de la proliferacion celular, la dife-
renciacion y la apoptosis y en consecuencia,
con el cancer. Su estructura basica resulta
de la unién de una larga cadena esfingoide
al carbono 2 de un acido graso, lo cual
constituye la region hidrofébica de estas
moléculas (34). Existe un gran ntimero de
esfingolipidos con distintos grupos en su
cabeza polar, pero todos contienen una
base esfingoide. Estos compuestos lipidicos
se encuentran de manera ubicua en todas
las células eucariotas, pero estdn en abun-
dancia en la membrana plasmatica y en las
membranas de organelos intracelulares ta-
les como el aparato de Golgi y los lisosomas
(35), asi como en el RE (36) y en la mito-
condria (37).

Los esfingolipidos se han implicado en
una gran variedad de funciones. En primera
instancia se describe su importancia en el
mantenimiento de las membranas biol6gi-
cas y recientemente se han involucrado en
funciones de sefalizacién intracelular que
modulan la proliferacion, diferenciacion y
apoptosis, particularmente la ceramida y la
esfingosina, asi como los derivados fosforila-
dos de estas, la ceramida-1-fosfato (C-1-P) y
la esfingosina-1-fostato (S-1-P) (34, 38, 39).

Estos esfingolipidos poseen un meta-
bolismo complejo, dentro del cual la cera-
mida es el metabolito central (40, 41). Ini-
cialmente la ceramida es derivada de la sin-
tesis de novo por condensacion del aminoa-
cido serina con la palmitoil-CoA para for-
mar 3-cetoesfinganina, la cual es reducida y
posteriormente acetilada por la dihidroce-
ramida sintetasa para obtener dihidrocera-
mida, que finalmente sufre una oxidacion
mediada por la dihidroceramida desaturasa
para formar la ceramida (Fig. 1).

Adicionalmente, la ceramida, por ac-
cion de la enzima glucosilceramida sinteta-
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sa puede formar glicoesfingolipidos, mien-
tras que los glicoesfingolipidos pueden for-
mar ceramida gracias a la enzima glicosida-
sa (Fig. 1). Por otra parte, la enzima cera-
mida sintetasa es capaz de formar nueva-
mente ceramida a partir de Sph (Fig. 1), v
finalmente la ceramida puede degradarse
para formar la esfingomielina por accién de
una esfinomielina sintetasa.

Por otra parte, la esfingomielina por
accion de la esfingomielinasa acidica o neu-
tra, también es capaz de producir ceramida
(8, 42). La esfingosina se forma a partir de
ceramida, promovida por la enzima cerami-
dasa (Fig. 2).

Tanto la ceramida como la esfingosina
pueden ser fosforiladas por enzimas especi-
ficas, la ceramida quinasa para obtener
C-1-P (39, 43) y la esfingosina quinasa para
obtener S-1-P, respectivamente (8, 44)
(Fig. 2). La S-1-P puede a su vez convertirse
en fosfato de etanolamina y 2-trans-hexade-
canol mediante la accion de la enzima S-1-P
liasa localizada en el RE, la cual escinde

Glicosidasa

irreversiblemente a la S-1-P entre el carbo-
no C2 vy el carbono C-3 (45, 46). Estos es-
fingolipidos fosforilados pueden ser degra-
dados a su vez por fosfatasas especificas que
finalmente van a restituir la ceramida y/o la
esfingosina.

La ceramida y la S-1-P son esfingolipi-
dos bioactivos, con efectos opuestos en dis-
tintos sistemas. La ceramida usualmente in-
hibe la proliferaciéon y promueve la apopto-
sis, mientras que la S-1-P estimula el creci-
miento y suprime la apoptosis, de tal forma
que la S-1-P protege a la célula de la apop-
tosis inducida por el aumento de los niveles
de ceramida (47). Debido a que estos meta-
bolitos son interconvertibles, no es la canti-
dad absoluta sino el balance dinamico entre
los niveles de esfingolipidos, y la consecuen-
te regulacion de diferentes miembros de la
familia de proteina quinasas activadas por
mitégeno, los que determinan la supervi-
vencia o muerte celular. Esta es la denomi-
nada hipétesis del reostato (44).
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SENALIZACION INTRACELULAR
MEDIADA POR LOS ESFINGOLIPIDOS

Ceramida

La ceramida es una molécula anfipati-
ca que posee una base esfingoide con dos
grupos “hidroxilos” libres (Fig. 2). Este es-
fingolipido es capaz de actuar directamente
sobre diversas proteinas intracelulares
como la proteina quinasa activada por cera-
mida (CAPK) (48, 49), la proteina quinasa
C& (PKCE) (50) y la proteina fosfatasa acti-
vada por ceramida (CAPP) (51).

Adicionalmente, la ceramida puede
interactuar con diferentes sistemas de se-
nalizacién donde se incluyen la via de las
MAPK, JNK, caspasas y sistemas de senali-
zacion mitocondrial (38). Este esfingolipi-
do se ha involucrado con efectos proapop-
toticos, proinflamatorios y antiproliferati-
vos, lo cual se detallara mads adelante
(52-56).

La ceramina es un analogo no hidroli-
zable de la ceramida, en la cual el grupo

carbonilo que se encuentra en una de las
cadenas hidrocarbonadas de la ceramida,
ha sido reemplazado por un grupo metile-
no, por lo tanto, es inerte a la accion de las
ceramidasas (57). Esta molécula es muy in-
teresante para el estudio de la sefalizacién
intracelular generada por la ceramida, ya
que permite discernir entre el efecto gene-
rado por este esfingolipido y el efecto gene-
rado por la esfingosina (36).

Esfingosina

La esfingosina (Fig. 2), fue descubierta
como un potente inhibidor de la proteina
quinasa C, a través de una inhibicién com-
petitiva con los activadores, diacilglicerol y
ésteres de forbol (58,59). El descubrimien-
to de que la esfingosina inhibe a la proteina
quinasa C (PKQ), dirigié la atencién hacia
los esfingolipidos (58). Adicionalmente la
esfingosina se ha involucrado directamente
en la regulacion intracelular de Ca2* (36,
60), aunque es uno de los esfingolipidos
menos estudiados.
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Esfingosina-1-fosfato

Este esfingolipido se genera a partir de
la esfingosina, por acciéon de una quinasa
especifica (Fig. 2). Posee un grupo “hidroxi-
lo” libre y se ha involucrado en una gran
cantidad de funciones, extracelulares e in-
tracelulares (61). Discernir entre la accio-
nes intra y extracelulares de S-1-P no es una
tarea sencilla. Sin embargo, dentro de las
funciones extracelulares se han descrito la
regulacion de la angiogénesis, la madura-
cién vascular, el desarrollo cardiaco, la su-
pervivencia neuronal y la inmunidad; mien-
tras que dentro de las acciones intracelula-
res, se incluyen la homeostasis del Ca2+, el
crecimiento celular y la supresion de apop-
tosis (62).

Las acciones extracelulares de la S-1-P
son mediadas por la unién a cinco recepto-
res especificos acoplados a proteina G, S1P,
- S1ps, los cuales estan diferentemente aco-
pladas a una variedad de proteinas G, como
G;, Gy, G213y Rho (44, 61).

Entre los efectos extracelulares descri-
tos, se encuentra la inhibicion del aumento
de los niveles de AMPc inducido por forsko-
lina y la toxina del coélera, lo que se ha de-
mostrado en diversos tipos de células. Este
efecto generalmente esta mediado por el
receptor S-1-P; La mencionada inhibicién
es sensible a la toxina perttsica, por lo ocu-
rre a través de la activacion de una proteina
G; (63). Sin embargo, también se ha obser-
vado que S-1-P puede por el contrario, esti-
mular la produccion de AMPc a través de
una via cruzada G,/PLC (64).

Se ha descrito que la S-1-P posee un
efecto proliferativo y antiapoptotico media-
do por la activaciéon de la via de las MAPK,
hecho que es atribuido a la activaciéon de
S-1-PRs (65-67).

Ceramida-1-fosfato

Otro metabolito importante que puede
ser generado a partir de ceramida, es la ce-
ramida -1-fosfato (C-1-P), gracias a la ac-

cion de una enzima quinasa especifica (Fig.
2). Aunque la informacion sobre este esfin-
golipido es mas reciente y esta atin poco es-
tudiado, ha sido implicado en la regulacion
de procesos celulares vitales, como la proli-
feracion, la apoptosis, la fagocitosis y la in-
flamacion (43). Especificamente, la C-1-P
se ha relacionado con un efecto antiapopto-
tico marcado (43). Pettus y col. demostra-
ron que la C-1-P es capaz de activar la fosfo-
lipasa A2 (PLA2) en células de carcinoma
de pulmén A549, lo que conduce a la libera-
cion de 4cido araquidénico y generacion de
eicosanoides, por lo que se piensa que pue-
de mediar una respuesta inflamatoria (68).

EFECTO DE LOS ESFINGOLIPIDOS
SOBRE LA [Ca2"],

Recientemente los esfongolipidos se
han involucrado en la movilizacion del Ca2*
intracelular en diferentes tipos de células,
afectando enzimas que involucran la regula-
cién de este catién (36, 39).

En 2002, Colina y col. reportaron que
la ceramida es capaz de estimular la PMCA
de una manera dosis-dependiente y aditiva a
la accion observada con CaM y etanol. La
ceramida incrementa la afinidad por el Ca2+
y la Vmax de esta enzima. Antagénicamen-
te, la esfingosina tiene un efecto inhibitorio
sobre la actividad de la Ca2*-ATPasa de eri-
trocitos humanos (60).

En células Jurkat, provenientes de una
leucemia humana, se reporté que la esfin-
gosina es capaz de aumentar la [Ca2*]; por
la estimulacién de la enzima diacilglicerol
quinasa y subsecuente incremento en los
niveles de 4cido fosfatidico, el cual libera
Ca2+ del RE (69). También se ha demostra-
do que la esfingosina estimula la apertura
de un canal de Ga2* tipo TRPM3 en la mem-
brana plasmatica, lo cual conduce directa-
mente a un incremento en la [Ca2*]; (70).
Se ha demostrado que tanto la esfingosina
como la ceramida, inducen la liberacion de
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Ca2+ del RE de células Jurkat, produciendo
un rapido incremento en la [Ca2*],, la cual
a su vez activa una entrada capacitativa de
Ca2* (36). El efecto de la ceramida en célu-
las Jurkat, no se corresponde con un au-
mento en las concentraciones de InsP;
(36). Sin embargo, en otras lineas celulares
se ha reportado que este esfingolipido dis-
minuye la [Ca2*]; (71) y es capaz de inhibir
la entrada de Ca2* desde el medio extrace-
lular (72-74).

La C-1-P también es capaz de movilizar
el Ga2+ intracelular, como fue reportado en
células endoteliales de arteria pulmonar de
becerro (75) y en células tiroideas FRTL-5
(76). Mas recientemente, se encontré que
en células Jurkat la C-1-P libera Ca2*+ del
RE, al inducir el aumento de las concentra-
ciones intracelulares de InsP; y la apertura
de una entrada capacitativa de Ca2* (39).
Este efecto se consigue con una concentra-
cion de C-1-P significativamente menor a la
de la ceramida (39). Sin embargo, en fibro-
blastos (77) y neutréfilos (78) no se obser-
vo aumento de las concentraciones de Ca2+
tras ¢l tratamiento con C-1-P, lo cual apoya
que el efecto de estos esfingolipidos depen-
de de la linea celular y no permite una ge-
neralizacion en cuanto a su efecto, y menos
en cuanto a su mecanismo de accion.

Se ha reportado que la S-1-P a través
de sus receptores, principalmente el S-1-Py,
es capaz de inducir el aumento de los nive-
les citoplasmaticos de Ca?* en células
HEK-293 y en células de ovario de hamster
chino (CHO) transfectadas con este recep-
tor, efecto que fue inhibido por toxina per-
tasica y que describe la activacion de una
PLC y la posterior produccion de diacilgli-
cerol e InsP; (63,79). Por otra parte, la mo-
vilizacién de CGa?+ inducida por la activacion
de receptores muscarinicos de acetilcolina
en células HEK-293, es mediada por la acti-
vacion de la esfingosina quinasa y posterior
produccion de S-1-P, efecto que fue blo-
queado por el tratamiento previo con

N,N-dimetilesfingosina y D-L-treo-dihidroes-
fingosina, inhibidores de la esfingosina qui-
nasa, lo que corrobora que la movilizacion
de Ca2* inducida por la activaciéon de recep-
tores muscarinicos es mediada por esta en-
zima (80). Sin embargo, en otro trabajo, re-
portan que la N N-dimetilesfingosina es ca-
paz de liberar Ca2* en linfocitos T, por lo
cual hay que tener cuidado con estas inter-
pretaciones cuando se usan derivados de es-
fingolipidos (81). Asi mismo, la microinyec-
cién de S-1-P induce la movilizacion intra-
celular de Ca2*, pero este efecto no es anta-
gonizado por heparina, lo que excluye el rol
del InsP; y su receptor en este efecto (80).
Sin embargo, otros autores no detectaron
movilizacion de Ca2+ como efecto intracelu-
lar de S-1-P en ovocitos de Xenopus (82).

Sukocheva y col., observaron que la ac-
tividad de la enzima esfingosina quinasa
(SphK) es significativamente estimulada
por el 17-B-estradiol (E,) en células de can-
cer de mama (MCF-7) de una manera dosis
dependiente (83). Por otra parte, estos au-
tores reportaron que el tratamiento con E,
en estas células incrementa el crecimiento
celular, ademas de activar la via de las
MAPKSs ¢ incrementar la [Ca2*],. La activa-
cion de MAPK vy los efectos sobre la movili-
zacion de Ca2* son dependientes de la acti-
vidad de la enzima SphK ya que la sobre-ex-
presion de SphK indujo el aumento de la
mitogénesis inducida por E,, mientras que
la expresion de un mutante negativo de
SphK, inhibe la movilizacién de Ca2*, la in-
duccion de la actividad ERK1/2 vy el creci-
miento de las células. Esto sugiere que la
via de la SphK es una senal citoplasmatica
importante para la actividad mitogénica y
proliferativa de E, descrita en células de
cancer de mama (83).

Dadas las controversias y pocos estu-
dios que describen a ciencia cierta el efecto
de los esfingolipidos sobre la movilizacion
de Ca2* intracelular y en vista de que sus
efectos pueden variar dependiendo del tipo
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de célula, se hace interesante y promisoria
la profundizacion de este aspecto concreto
en células de cancer, donde se sabe que el
ciclo celular esta alterado y que el equili-
brio dindmico entre los niveles de esfingoli-
pidos modula la decision celular de prolife-
rar, morir o diferenciarse.

EL “ESTRES DEL RETICULO”
Y LA INDUCCION DE LA APOPTOSIS

La apoptosis o muerte celular progra-
mada es un mecanismo que permite la eli-
minacién de células que tienen alguna mu-
taciéon relacionada con la normal progre-
sion de la célula a través de su ciclo celular
y eventual diferenciacion, por lo que son
potencialmente perjudiciales para el orga-
nismo, ya que pueden producir cancer. En
mamiferos, se lleva a cabo a través de dos
vias bioquimicas fundamentales: la via in-
trinseca donde interviene la mitocondria
como orquestador de la muerte luego de un
dafio al ADN, con activacién de proteinas de
la familia de la Bel-2, liberacién del citocro-
mo C, pérdida del potencial de membrana
mitocondrial, formacién del apoptosoma o
cuerpos apoptoticos, la fragmentacion de
ADN, entre otros. Por su parte, la via extrin-
seca estda mediada por los llamados “recep-
tores de muerte”, los cuales al ser activados
por sus ligandos especificos, inducen la ac-
tivacion de una cascada de enzimas cistein-
proteasas llamadas caspasas, las cuales fi-
nalmente inducen la apoptosis (84). El can-
cer puede ser concebido como una falla en
la célula que se traduce en la incapacidad
de reconocer las senales apoptdéticas, por lo
que prolifera sin control, dando origen a tu-
mores malignos y met4stasis.

El RE es el organelo celular donde se
realiza la sintesis y el plegamiento de pro-
teinas. Estas proteinas sintetizadas y plega-
das correctamente en el RE, son transporta-
das luego al aparato de Golgi y a otros des-
tinos en la célula, pero las proteinas con al-

teraciones en su plegamiento, permanecen
retenidas en el RE y su acumulacion trae
como consecuencia el denominado “estrés
del RE” (85). Diversos factores son requeri-
dos para el 6ptimo plegamiento de las pro-
teinas, entre ellos el ATP, el Ca2* y un am-
biente oxidante que permita la formacion
de puentes disulfuro (86). Asi, el RE es alta-
mente sensible a estrés que perturbe el ni-
vel de energia celular, el estado redox o la
concentraciéon de Ca?+*, que traen como re-
sultado la reduccion de la capacidad de ple-
gamiento de las proteinas y su consecuente
acumulacion y agregacion en el interior del
RE. A esta condicion se la denomina “estrés
del RE”. Las proteinas anémalas agregadas
en el RE, son toxicas para la célula y pue-
den desencadenar la apoptosis (87). Para
combatir el efecto nocivo del estrés del RE,
la célula utiliza diferentes mecanismo de
proteccion, los cuales se han denominado
de forma general como “respuesta a protei-
nas mal plegadas” (UPR) del inglés “unfol-
ded protein response”. Esta respuesta celu-
lar es mediada a través de tres receptores
que atraviesan la membrana del RE: la qui-
nasa del RE, similar a la proteina quinasa
de RNA (PERK), el factor activador de la
transcripcion 6 (ATF6) y la enzima requeri-
da por el inositol 1 (IRE1). En condiciones
normales, estos receptores permanecen en
estado inactivo por su asociacién con la
proteina chaperona del RE, la GRP78.
Cuando ocurre la acumulacion de proteinas
anomalas en el RE, la GRP78 se disocia de
cada receptor, lo que conduce a la activa-
cién de la UPR (87). Esta es una respuesta
que promueve la supervivencia celular con
efectos antiapoptéticos, ademds de reducir
la acumulacién de proteinas mal plegadas
en el RE (88). Sin embargo, si persiste la
agregacion de proteinas anomalas, la UPR
conduce a la apoptosis (87). La proteina
PERK promueve entre otras cosas, la activa-
cion de la proteina homoéloga al factor de
transcripcion del elemento de respuesta al
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AMPc¢ (CHOP), la cual induce apoptosis a
través de la regulacion de la expresion de
diversos genes, entre los que destaca la dis-
minuciéon de la expresion de la proteina
Bel-2 antiapoptotica (89,90). La proteina
IRE1 induce la activaciéon de la quinasa
JNK, que fosforila a las proteinas Bel-2 y
BH3, con la consecuente activaciéon de BH3
e inactivacion de Bcel-2, lo que promueve la
apoptosis (91-93). Por otra parte, las caspa-
sas que median la activacién de la apoptosis
inducida por el estrés del RE, no estan muy
bien definidas, sin embargo se sabe que la
caspasa 12, expresada en roedores, tiene un
papel importante y ademas se ha observado
en diferentes estudios la activacion de las
caspasas 3, 6, 7, 8y 9 (85, 87).

Estudios In vitro han demostrado una
variedad de estimulos que inducen el estrés
del RE. La tdinicamicina que inhibe la N-gli-
cosilacion en el RE y la brefeldina A que im-
pide el transporte desde el RE al aparato de
Golgi, son inductores de estrés del RE (94).
Chen y colaboradores propusieron que la
ceramida induce estrés del RE, ya que acti-
va proteinas relacionadas como Bip, CHOP,
caspasa 4 y PERK (95). Adicionalmente, un
potente inductor de estrés del RE es la Tg,
que al inhibir la SERCA altera la homeosta-
sis del Ca2*+ (19,87). En células de neuro-
blastoma humano SH-SYSY, la Tg fue capaz
de aumentar la expresion de las proteinas
GRP78 y GRP94 (marcadores de estrés del
RE), produciendo ademas la activacion de
la caspasa 12, la caspasa 9 y la caspasa 3, la
escision de PARP, la fragmentacion del ADN
y la muerte celular (96). Adicionalmente la
Tg fue capaz de activar la caspasa 3, la cas-
pasa 4 y la caspasa 8 tras aumentar la ex-
presion de la GRP78 en células de melano-
ma Mel007, con la consecuente induccién
de apoptosis de una manera dependiente de
caspasas (97). Asi mismo, se ha demostrado
que la Tg induce el aumento de la expre-
sion de CHOP, la fosforilacion de JNK y
c-jun y la escision de PARP, de la caspasa 3

y la caspasa 8 en células RKO y SW480 de
cancer de colon (98). En células MCF-7 se
ha descrito que la Tg también es capaz de
inducir estrés del RE, determinado por el
aumento de la expresion del ARNm GRP7S,
asi como la induccion de apoptosis (99,
100).

El tratamiento de las células PC-12
(provenientes de feocromocitoma de rata)
con Tg, también produjo el aumento de la
expresion de GRP78 vy la activacion de la
caspasa 12 de una forma dependiente de la
activaciéon de calpaina 2 (proteasa depen-
diente de Ca2*)y de la caspasa 3/7 (101).
Esto implica que la concentracion de Ca?+
en el RE y la regulacion de Ca?* intracelu-
lar tienen un papel importante en la activa-
cion de la caspasa 12 y por lo tanto, en la
inducciéon de apoptosis en respuesta al es-
trés del RE.

Denmeade, en el ano 2005 propuso
como mecanismo de induccion de apoptosis
para la Tg que la elevacion de los niveles de
Ca2* intracelular promovida por esta toxi-
na, conduce a la activacion de la calpaina 2
que puede activar directamente la caspasa
12 (101), la cual posteriormente activa la
caspasa 9 y subsecuentemente caspasas
efectoras como la caspasa 3, sin requerir de
la liberacion del citocromo C desde la mito-
condria (102). Adicionalmente, la elevacion
de la [Ca2*], también produce la activacién
de la calmodulina, que a su vez estimula a
la fosfatasa calcineurina (103), promotora
de la defosforilacién de la proteina proapop-
totica Bad (104). La Bad desfosforilada se
transloca a la mitocondria, donde inactiva a
las proteinas antiapoptéticas Bel-2 y Bel-xl,
activando a su vez a la proteina proapopto-
tica Bax, lo que promueve la formacion del
canal mitocondrial que permite la libera-
cién del citocromo C al citosol, la posterior
activacion de caspasas efectoras y finalmen-
te la fragmentacion del ADN (105). Asi,
esta elevacion de la [Ca2*], inducida por
Tg, conduce a la activacién de la maquina-
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ria apoptdtica, tanto directamente a través
de la liberacién de proteinas del RE, como
indirectamente a través de la liberacion de
factores proapoptéticos de la mitocondria
(106). Recientemente se ha demostrado
que la agelasina B, a través de la inhibicion
de la SERCA y de una accién mitocondrial
directa, incrementa los niveles de [Ca2*],,
induciendo la apoptosis en células de cin-
cer de mama (MCF-7 y SKBr-3) y en cancer
de colon (PC-3). Esto fue evidenciado me-
diante el incremento de la actividad de cas-
pasas, la disminucién de la expresion de la
Bel-2 y la induccién de la fragmentacion de
ADN (32). En este sentido, se ha propuesto
a la Tg y sus analogos, como farmacos de
potencial uso terapéutico en el cancer de
prostata y otros tipos de cancer (106-109).
En vista de que la agelasina B desencadena
alteraciones intracelulares similares a la Tg,
proponemos que otros compuestos inhibi-
dores de la SERCA, podrian ser utilizados
como posibles antineoplasicos (35).

EL Ca?* EN LA APOPTOSIS

La mitocondria, ademas de encargarse
de la produccion de energia a través de la
respiracion celular, es un organelo involu-
crado en sefales de muerte mediada por
proteinas como la familia de la Bel-2 o por
la liberacién del citocromo G, que promue-
ve la formacion del apoptosoma (84). Por
otra parte, el Ca?* es una seial involucrada
en funciones que incluyen la vida y la muer-
te de la célula, y la mitocondria eventual-
mente “decide” cuando la senal de Ca?* co-
difica para la decision de la vida o la muerte
(110). La carga total de Ca?* en el RE, jun-
to con su capacidad para transferir Ca2* a
la mitocondria determina la habilidad de la
célula para desencadenar la apoptosis
(111). El balance entre el Ca?* mitocon-
drial y el Ca2+ almacenado en el RE es man-
tenido principalmente por la SERCA y los
canales de Ca?* presentes en este organelo

(110). En este sentido, la disminucion de
las concentraciones de Ca2* en el RE indu-
cidas por ablacién genética de la proteina
amortiguadora de Ca2*, la calreticulina, o
la sobre-expresion de la PMCA, protegen a
la célula de la apoptosis (112, 113). Por el
contrario, el incremento de las concentra-
ciones de Ca2* inducido por sobre-expre-
sién de la SERCA o de la calreticulina, sen-
sibilizan a las células al estrés apoptético
(113, 114).

Varios estudios sugieren que el balan-
ce entre las proteinas pro y antiapoptoticas,
BaX/Bcl-2, regula el contenido de Ca?* en
el RE. Las proteinas BAX y BAK se han loca-
lizado principalmente en la membrana mi-
tocondrial. Sin embargo, se encuentran
también a nivel del RE (111). La sobre-ex-
presion de la proteina antiapoptética Bel-2,
disminuye la carga de Ca* en el RE, prote-
giendo a la célula de la muerte celular
(115). La apoptosis es restaurada al corre-
gir los niveles de Ca?* en el RE con la so-
bre-expresion de SERCA y esta relacionada
con el incremento del Ca2* mitocondrial
(113). Por el contrario, la sobre-expresion
de Bax/Bak favorece la transferencia de
Ca2* del reticulo a la mitocondria e induce
la muerte celular (116).

Scorrano y col. demostraron en fibro-
blastos embridnicos de ratones deficientes
de BAX y BAK, que las concentraciones ba-
sales de Ca2* en el RE estan disminuidas
con respecto al control, reduciendo el in-
tercambio de Ca2* con la mitocondria y a
su vez la capacidad de algunos inductores
apoptéticos de promover la muerte celular.
En estas células deficientes de BAX y BAK,
la apoptosis inducida por agentes que libe-
ran Ca2* (ceramida, H,O, y 4cido araquido-
nico), fue restaurada por la sobre-expresion
de la SERCA, mientras que la apoptosis in-
ducida por la proteina pro-apoptética tBid
fue restaurada solo por la restituciéon de la
expresion de Bax mitocondrial (111). Sco-
rrano y col. proponen la existencia de tres
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tipos de inductores apoptéticos, los que de-
penden del RE y las concentraciones de
Ca2* como la ceramida, H,O, y acido ara-
quidénico, los que requieren de la expre-
sion de Bax/Bak mitocondrial como tBid,
independientemente de la concentracion
de Ca2* en el RE, y los que requieren una
senal intrinseca dependiente del RE y de la
presencia mitocondrial de BAX y BAK
como el etoposido, la estaurosporina y la
brefeldina A.

Recientemente se ha relacionado la ac-
tividad antiapoptética de la proteina Bel-2
con la habilidad de regular las concentra-
ciones citosOlicas ¢ intrareticulares de
Ca2*. Sin embargo, el mecanismo que co-
necta esta proteina con la senalizacién de
Ca’* aun esta en discusion. Chen R. y col.
demostraron que Bel-2 inhibe significativa-
mente la liberacién de Ca2* mediada por
InsP; y la elevacion del Ca2* citosdlico en
células WEHI7.2 (linea murina de células
linfoides), sin disminuir el nivel basal de
Ca2* en ¢l RE ademas de reducir la probabi-
lidad de apertura de InsP;Rs reconstituidos
en una bicapa lipidica. La interaccion entre
Bel-2 y los InsP;Rs se determiné en comple-
jos macromoleculares por co-inmunopreci-
pitacion y electroforesis. Estos resultados
sugieren que existe una interaccion funcio-
nal entre Bel-2 e InsP;R, la cual inhibe la
activacion y en consecuencia regula la libe-
racion de Ca?* desde ¢l RE, inducida por
InsP; (117).

Asi mismo, Oakes y col. reportaron la
interaccion fisica entre Bel-2 y InsP;R-1 en
el RE cuya union es incrementada por la au-
sencia de Bax y Bak. En células doble
“knockout” Bax”/-/Bak”/- las concentracio-
nes basales de Ca2* en el RE y el pico de
Ca2* intracelular inducido por histamina o
Tg se ve significativamente disminuido,
mientras que el receptor InsP;R-1 se en-
cuentra en estado hiperfosforilado. Estos
efectos son revertidos cuando se suprime la
expresion de Bel-2. En base a estas observa-

ciones,0 se propuso que la familia de protei-
nas Bel-2 regula la fosforilacion del
InsP;R-1 y la liberacion de Ca?* desde com-
partimentos intracelulares (118).

Ferrari y col., demostraron que al tra-
tamiento de la linea celular HeLa con cera-
mida, modifica drasticamente la morfologia
del RE, ademas de producir en pocos minu-
tos el aumento de la [Ca2*],. Las variacio-
nes morfolégicas del RE fueron prevenidas
por el tratamiento con el quelante de Ca2+,
BAPTA, en el medio intracelular, mas no
por el inhibidor de caspasas Z-VADfmk.
Esto implica que son las alteraciones del RE
y en particular en la homeostasis del Ca?*,
los efectos que preceden a la activaciéon de
caspasas y a la apoptosis promovidas por
este esfingolipido (119). Adicionalmente, la
ceramida fue capaz de disminuir ¢l poten-
cial de membrana mitocondrial y disminuir
la acumulacion de Ca?* en la mitocondria,
efectos que pueden ocurrir en respuesta a
las alteraciones morfolégicas de la mitocon-
dria observadas luego del tratamiento con
ceramida (119).

Todas estas evidencias ponen de mani-
fiesto la relevancia del Ca2* en el fenémeno
de apoptosis, asi como lo complicado de
este sistema.

LOS ESFINGOLIPIDOS
EN LA APOPTOSIS

La ceramida juega un papel importan-
te en la activacion de senales de muerte
que son iniciadas por estimulos de estrés
como agentes quimioterapéuticos, citoqui-
nas y radiaciones ionizantes. Sin embargo,
las vias apoptdticas que estdn involucradas
en este efecto, aun no estan completamen-
te definidas. Por otra parte, la formacién de
S-1-P promovida por la esfingosina quinasa,
no solo tiene efectos anti-apoptéticos indu-
ciendo la proliferacién celular, sino que
también disminuye los niveles de sus pre-
cursores Sph y Ceramida, y por lo tanto el
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efecto pro-apoptético de la ceramida. Mu-
chos inductores apoptéticos son capaces de
activar la sintesis de ceramida, la cual actta
como segundo mensajero en la fase de ini-
ciacién de la apoptosis. El Factor de Necro-
sis Tumoral (TNF,), a través de su receptor
TNF-R55 activa dos tipos distintos de esfin-
gomielinasas, la SM neutra (N-SMasa) aso-
ciada a la membrana y la SM acidica
(A-SMasa) endosomal, donde la N-SMasa ac-
tiva una serina-treonina quinasa y una PLA,,
mientras que la A-SMasa dispara la activa-
cion del NF-xB (52). Asi mismo, la sobre-ex-
presion de TRADD y FADD en células 293
de rin6n de embrién humano, aumenta sig-
nificativamente la activacion de A-SMasa in-
ducida por TNF, y sabiendo que TNF-R55
se asocia a TRADD y FADD para activar una
via apoptoética extrinseca, podemos asociar
la activacion de la A-SMasa y posterior pro-
duccion de esfingolipidos, a la induccion de
apoptosis mediada por esta via, mientras
que ¢l tratamiento con antagonistas de cas-
pasas inhiben este efecto (54). Adicional-
mente se ha reportado que la irradiacion
con luz ultravioleta (UV) produce la acumu-
lacion de ceramida y la muerte celular por
apoptosis (56). La disminucién de la forma-
cion de ceramida por la inhibicion de la ce-
ramida sintetasa, utilizando fumonisina B1,
disminuye el efecto de la UV sobre la viabili-
dad celular y solo parcialmente la activa-
cién de la caspasa 7, inducidos por dicha
irradiacion en células MCF-7, sin afectar la
activacién de las proteinas proapoptdticas
Bax y Bak, ni la liberaciéon de citocromo C,
por lo que la ceramida, media solo parte del
mecanismo de muerte celular desencadena-
do por la irradiacion UV (56).

Por otra parte la daunorubicina, usada
como terapia antineopldsica, es capaz de in-
ducir apoptosis en células HL-60, incremen-
tando los niveles de ceramida. Este efecto
apoptético es abolido por la fumonisina B1
(120). Goldkorn, y col. demuestran que la
exposicion de células epiteliales de pulmén

a H,0O, activa directamente la N-SMasa in-
duciendo la acumulacion de ceramida y la
apoptosis (121). El glutation (GSH) es ca-
paz de inhibir transitoriamente la activa-
cion de N-SMasa en células MCF-7, y el tra-
tamiento con TNF-o disminuye significati-
vamente los niveles GSH intracelulares,
acompanado con la induccién de la hidréli-
sis de esfingomielina para generar ceramida
(122). En 1999, Liu Y.Y. y col. demostraron
que la enzima glucosilceramida sintetasa,
que transforma la ceramida en glucosilcera-
mida, potencia la resistencia celular de las
MCF-7 a la apoptosis inducida por el TNF-a,
al disminuir los niveles de ceramida (123).

Ravid y col, reportaron que la acumu-
laciéon de ceramida inducida por H,O, o el
tratamiento con ceramida en células de
adenocarcinoma de pulmén  humano
(A549), es precedida por la activacion de
caspasa-3 y la escision del sustrato de muer-
te Poly(ADP-ribosa) polimerasa (PARP). La
sobre-expresion de glicosil-ceramida sinte-
tasa, que aumenta los niveles de ceramida,
también induce la escision de caspasa-3 lue-
go del tratamiento con ceramida. Este efec-
to a su vez, es abolido por el inhibidor de
caspasas, Boc-d-fluorometilcetona y por la
sobre-expresion de la proteina bel-2 antia-
poptética (55).

Por otra parte, la PKCE es una isofor-
ma atipica de PKC, la cual es insensible a
DAG y a ésteres de forbol. Esta isoforma es
requerida para la activacion de NF-xB y de
senales mitogénicas en ovocitos de Xenopus
y células de mamiferos. El tratamiento de
fibroblastos NIH-3T3 con SMasa exdgena,
promueve la transactivacion de un plasmido
reportero dependiente de kB, efecto que es
abolido con PKCE mutada. Asi mismo, el
tratamiento con ceramida in vitro o SMasa
in vivo, al igual que el TNF-a, aumenta la
habilidad de la PKCE de fosforilar kB, por
lo que facilita su inactivacion y la conse-
cuente activacion del NF-xB (124). Sawai y
col. demostraron que el tratamiento con
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ceramida induce la traslocacion de la PKCE
al citosol, lo que interviene en la induccién
de apoptosis mediada por ceramida en célu-
las de leucemia humana HL-60 (125). Adi-
cionalmente, en células de musculo liso vas-
cular A7r5, se demostrd que la ceramida es
capaz de activar una PKCE, a través de la
cual inhibe la fosforilacién/activacion de
AKt, lo que detiene el crecimiento de estas
células (126).

Adicionalmente, la ceramida es capaz
de activar una proteina fosfatasa, CAPP, la
cual es una enzima del tipo de fofolipasa A2
(PPasa A2). En mamiferos, esta fosfatasa tie-
ne como proteinas blanco, entre otras, a la
c-myc, Bel2 y c-Jun. En lineas celulares de
leucemia, la ceramida, por activacion de la
CAPP, es capaz de inducir la regulacion ne-
gativa de c-myc, por lo que se asocia con su
efecto anti-proliferativo (51). Adicionalmen-
te, en estas células, la ceramida activa la fos-
fatasa A2 mitocondrial, la cual rdpidamente
induce la defosforilacion e inactivacion de la
proteina antiapoptdtica Bel-2 (127).

Chen y col. demostraron que la cera-
mida produce la fragmentacion del ADN de
células de leucemia humana HL-60 y U937,
ademas de disminuir la expresion de la pro-
teina Bel-2, sin modificar la expresién de
Bel-x;, (53). Asi mismo se ha reportado que
la ceramida produce la citotoxicidad y frag-
mentacion del ADN de células de cancer de
colon HT-29, disminuye la expresion de las
proteinas antiapoptéticas Bel-2 y Belx, y
aumenta la expresion de las proteinas proa-
poptéticas Bax, Bad y Bid (128). Struckhoft
y col. demostraron que el tratamiento con
ceramida disminuye la viabilidad celular ¢
induce la fragmentacion del ADN de células
MCF-7, ademas de causar la despolarizacién
mitocondrial y la liberacion del citocromo
C (129). Adicionalmente, otros autores ob-
tuvieron los mismos resultados en esta li-
nea celular (130).

En células de leucemia U937 también
se observé que la ceramida y la esfingosina

producen citoxicicidad y fragmentacion del
ADN. La ceramida promovié la activacion
de las proteinas p46-JNK1/p54-JNK2 y el
aumento de la expresion de la proteina
c-Jun, observindose que el efecto de la ce-
ramida es dependiente de la actividad de
c-Jun. La esfingosina inhibi6 modestamente
la actividad de p46-JNK1/p54-JNK2, sin
modificar la expresion de c-Jun. Asimismo,
se demostr6 que la ceramida y la esfingosi-
na inhiben la actividad de p42-ERK1/
p44-ERK2 (131).

Asi mismo, se demostré en células de
leucemia K562 que el tratamiento con cera-
mida produce la activacion de la caspasa 8 'y
la fragmentacion de ADN, efecto que fue
abolido por el inhibidor de la caspasa 8,
Z-IETD-FMK (132). Estos autores ademas
reportaron que la ceramida produce la acti-
vacion de la proteina JNK y la fosforilacion
de Jun, mientras que la muerte celular fue
inhibida por el inhibidor de la proteina
JNK, SP600125 (132). Asi, se puede con-
cluir que la ceramida induce apoptosis en
diversas lineas celulares, a través de las pro-
teinas JNK y c-jun. Ademads, en linfocitos T
Jurkat se demostré que la adicién de cera-
mida o de esfingosina induce apoptosis, a
través de la activacion de las caspasas 3, 6,
7, 8 v 9, la liberacién de citocromo C y el
procesamiento del sustrato Bid. Estos efec-
tos fueron abolidos por la sobre-expresion
de la proteina antiapoptética Bel-x;, (133).
Como se¢ mencioné anteriormente, la cera-
mida induce un rapido incremento en la
[Ca2*], en estas células, no relacionado con
un aumento en la concentracion de InsPy
(36).

En contraparte, los niveles de S-1-P y
la actividad de la enzima esfingosina quina-
sa, son aumentados, entre otros, por el tra-
tamiento con los factores de crecimiento
EGF, PDGF y NGF, cuyo efecto proliferativo
es inhibido competitivamente por inhibido-
res de SphK, por lo que se ha asociado este
esfingolipido a efectos proliferativos (65).
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El EGF juega un papel importante en la
progresion, invasion y tumorogenicidad en
células de cdncer de mama, estando la ex-
presion de receptores de EGF (EGFR) aso-
ciada a la reduccién de la respuesta a la te-
rapia anti-hormonal. Asi mismo, la sobre-ex-
presion de SphK1 protege a las células de
cancer de mama de la apoptosis (134). Se
ha reportado que el EGF estimula la enzima
SphK en células HEK 293 y promueve la mi-
gracion via transactivacion de S-1-PRs
(135), mientras que la S-1-P ex6gena puede
activar al EGFR, lo cual es requerido para
que la S-1-P induzca la activacion de
ERK1/2 (67). Recientemente, Sarkar y col.
determinaron que el EGF activa y trasloca
SphK1 a la membrana. La disminucion de la
expresion de SphK1 en células MCF-7 redu-
ce la capacidad de EGF de estimular el cre-
cimiento y aumenta la sensibilidad a la do-
xorubicina, lo que sugiere que la SphK1 jue-
ga un papel importante en el crecimiento,
metastasis y quimioresistencia de células de
cancer de mama (136). En este sentido es
importante recordar que el EGF induce un
importante incremento en la [Ca2*];, via
PLC-InsP; (137). Adicionalmente se ha re-
portado que el tratamiento con S-1-P inhibe
la fragmentacion de ADN, la escision de
PARP y la activacion de las caspasas 3, 6y 7
promovida por ceramida en linfocitos T
Jurkat (66).

La S-1-P es capaz de activar la protein-
quinasa activada por mitégeno, MAPK, de
una manera dependiente de Ras y de la acti-
vacion de una proteina G; (63). Asi mismo,
S-1-P estimula la activaciéon de ERK1/ERK2,
como fue observado en células de miusculo
liso de vias aéreas, en las cuales se expresa
el receptor de S-1-P tipo 1, que es sensible
a toxina pertusica (138). Rakhit y col. pro-
pusieron que la S1P a través de su receptor
S-1-P; puede involucrar la generacion de la
subunidad Gy, libre, la cual puede a su vez
estimular ¢-Src para iniciar la activacion de
la cascada ERK. Adicionalmente, se propo-

ne que el receptor S-1-P, estd acoplado via
G; a un complejo Grb-2/PI3K, ya que la ac-
tivacion de ERK es inhibida por toxina per-
tisica ¢ inhibidores de PI3K como
LY294002 y wortmanina (139).

Por otra parte, la expresién de SphK1
la cual eleva los niveles de S-1-P intracelu-
lar, promueve la transicién de la fase celu-
lar G,/S, por lo que evita la apoptosis e in-
duce el crecimiento y la supervivencia celu-
lar (140). En este sentido, la toxina pertasi-
ca no afecta la proliferacion ni el efecto ci-
toprotector de la sobre-expresién de SphK1,
el cual si es inhibido por el inhibidor de
SphK. Asi mismo, la activacién de las vias
Ras y ERK por el factor de crecimiento vas-
cular endotelial (VEGF) requiere SphK1 y
es independiente de los receptores de S-1-P
(141). En conclusién, en contraposicion
con la ceramida, la S-1-P estd asociada di-
rectamente con la estimulacion de la proli-
feracion celular. De hecho, recientemente
se ha planteado el uso de inhibidores de las
SphKs como agentes antineoplasicos
(142-145). Es interesante destacar que la
S-1-P al igual que los otros esfingolipidos,
es capaz de aumentar la [Ca?*], (63, 79).

La C-1-P, aunque menos conocida, es
otro esfingolipido relacionado con efectos
antiapoptoticos y proliferativos marcados.
En este sentido, Gémez-Muiioz y col. de-
mostraron que la C-1-P estimula la sintesis
del ADN y promueve la division celular en fi-
broblastos de rata (77). Esta accion de la
C-1-P se ha visto acompainada por un incre-
mento en los niveles de antigenos de proli-
feracion celular, efecto que fue inhibido
con ¢l tratamiento con ceramida. La C-1-P
no fue capaz de inhibir la actividad de la
adenilato-ciclasa, no estimul6 la fospolipasa
D, ni promovié6 la inducciéon de pro-oncoge-
nes c-myc y c¢-fos (77). Sin embargo, como
se mencioné anteriormente, este estingoli-
pido es capaz de inducir un incremento en
la [Ca2*];, en linfocitos T Jurkat, a través
de la produccion de InsP; (39).
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Adicionalmente, en macréfagos, la
C-1-P incrementa la viabilidad en ausencia
del factor estimulador de colonias de ma-
crofagos, bloquea la fragmentacion del
ADN, previene la activaciéon de la caspasa
9/caspasa 3 y la escision de PARP (146).
Ademis, la C-1-P bloquea la actividad de la
SMasa acida, con lo que previene la acumu-
lacion de ceramida, sugiriendo que la C-1-P
es un esfingolipido inhibidor de apoptosis
(146). En este sentido, se demostré que el
tratamiento con C-1-P en macréfagos, esti-
mula la via fosfatidil inositol 3- quinasa
(PI3-K), conduciendo a la fosforilacion de la
Akt, lo cual es el mecanismo utilizado por
los factores de crecimiento para promover
la supervivencia de la célula (147). Como
consecuencia de la activacion de Akt, se ob-
servo la activacion de NF-xB y la sobre-ex-
presion de Bel-X;, (147). Por otra parte, en
macrofagos se observo que la C-1-P es capaz
de fosforilar las MAPKs, ERK-1, ERK-2 y
JNK, mientras que la inhibicién de ERK-1/2
y de JNK, inhibe la proliferacion inducida
por C-1-P, por lo que se sugiere que la via
de las MAPKs es esencial para el efecto pro-
liferativo inducido por C-1-P (148). Sin em-
bargo, se reportd en células osteoblasticas,
que la C-1-P induce la fosforilaciéon de
ERK-2 pero no de ERK-1 (149).

En esta revisién se evidencia que tanto
el Ca2* como los esfingolipidos estan direc-
tamente comprometidos con mdltiples fun-
ciones celulares relacionadas con el cancer.
Sin embargo, aunque existe un ndmero
considerable de evidencias que apoyan el
papel del Ca2* en la induccion de apoptosis,
es importante destacar que la ceramida, po-
see claros efectos proapoptéticos, mientras
que por el contrario, la esfingosina-1-fosfato
presenta efectos antiapoptéticos, siendo
ambos capaces de inducir un aumento de la
[Ca2*], en diferentes lineas celulares. Por lo
tanto, no es posible adjudicar de forma di-
recta las alteraciones de la homeostasis del
Ca2* generadas por estos esfingolipidos a

sus efectos sobre el control del ciclo celular
y la apoptosis. Es evidente que deben inter-
venir otras sefiales intracelulares actuando
en concierto, adicionales al aumento del
[Ca2*];, desencadenadas por estos esfingoli-
pidos y que definirian finalmente la deci-
sion de la célula de sobrevivir, diferenciarse
0 entrar en apoptosis.
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