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Resumen

En situaciones fisiologicas extremas; como el proceso canceroso, la pérdida de la
homeostasis de calcio (Ca®*) es determinante. Este catién regula una gran cantidad de
funciones celulares: proliferacion, apoptosis y sintesis de proteinas, entre muchas mas. El
manejo de Ca®* esta altamente organizado y para llevar a cabo sus efectos se necesita la
participacién coordinada de diversas proteinas localizadas en diferentes compartimentos. El
reticulo sarco/endoplasmico (ER) es el principal organelo que contribuye en mantener la
[Ca®*] citos6lica (%100 nM). Este organelo acumula Ca*" mediante la intervencion de
ATPasa-Ca** de ER (SERCA). Nuestro grupo de trabajo, se ha interesado en la linea celular
MCF-7, una clona de tejido mamario canceroso utilizada ampliamente en estudios de ciclo
celular y dindmica de Ca**. Datos preliminares mostraron una distribucién subcelular
atipica de SERCA en las células MCF-7. Con este antecedente, el objetivo de este trabajo
fue determinar si esta distribucién anémala afecta la dindmica de Ca®* en estas células. Para
caracterizar funcionalmente a la SERCA, se estudié la movilidad intracelular de Ca®*
inducida por tapsigargina (Tg) en células MCF-7 y MCF-12F (células no cancerosas). Los
resultados mostraton que la SERCA de MCF-7 fue 6 veces mds sensible a TG que la
enzima en las células MCF-12F. En contraste, la actividad de SERCA fue 2 veces menor en
las células cancerosos (MCF-7) con respecto a las células controles (MCF-12F). Estos
datos indican que la distribucion espacial de SERCA en MCF-7 afecta la homeostasis de
Ca®* al ser menos eficiente para recapturar Ca®* al RE y en consecuencia hay una
acumulacién de [Ca®] citos6lico. El estudio de esta enzima enfatiza algunas de las

diferencias moleculares que distinguen a las células neoplasicas de sus controles.
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Summary

In physiological extreme situations such as in cancer, the loss of Ca®* homeostasis is
determinant. This cation regulates a great quantity of cellular functions: proliferation,
apoptosis and synthesis of proteins, among many others. The handling of Ca®" is highly
organized and to carry out its effects, it is necessary to coordinate the participation of
diverse proteins, located in different compartments. The sarco/endoplasmic reticulum (ER)
is the principal organelle that contributes in supporting the cytosolic concentration [Ca?*]
(=100 nM). This organelle accumulates Ca** by means of the intervention of the ATPasa-
Ca®" of ER (SERCA). Our group of work has been interested in the cellular line MCF-7
which is a clone of mammary cancerous tissue used widely in studies of cellular cycle and
dynamics of intracellular Ca®*. Preliminary information showed an atypical subcellular
distribution of SERCA in the MCF-7 cells. With this precedent, the aim of this work was to
determine if this distribution affects the dynamics of Ca®* in this cell line. To characterize
functionally SERCA, we studied the mobility of Ca** induced by Thapsigargin (Tg) in cells
MCF-7 and MCF-12F (not cancerous cells). The results showed that SERCA of MCF-7 is 6
times more sensitive to TG that MCF-12F. In contrast, SERCA's activity is two times less
in the MCF-7 with regard to the MCF-12F cells. This information suggests that SERCA's
spatial distribution in MCF-7 could affect the homeostasis of Ca®>* because the ER it is less
efficient to re-capture of Ca®* and in consequence promotes an accumulation of cytosolic
[Ca**]. The study of this enzyme emphasizes some of the molecular differences that

distinguish the neoplasic and non-neoplasic cells.
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1. Antecedentes
1. Cascada de seitalizacion de Calcio.

El calcio (Ca®*) es un cation divalente que participa en una gran cantidad de
procesos como: la contraccion celular, regulando el ciclo del 4cido citrico en diversos
puntos y puede activar la enzima piruvato deshidrogenasa, ademas, participa activamente
como un mensajero intracelular (Voet et al., 1999). Como mensajero, funciona como un
organizador de eventos celulares como exocitosis, transcripcion de genes y proliferacion
celular, por citar algunos. La amplia variedad de sus funciones se debe, en parte, al tiempo
que permanece y la concentracién que alcanza en el citosol. Este catidén constituye parte
integral de la red de transduccién intracelular de sefiales, ya que la activacién/inhibicion de
muchas proteinas reguladoras pueden ser moduladas por cambios en su concentracién
(Berridge et al., 2003). Por ejemplo, en una célula en reposo, la concentracion citosolica de
Ca®* oscila entre 50-100 nM, mientras que en el reticulo sarco/endopldsmico (RE) fluctiia
en el rango pM alto y en la regién extracelular puede variar entre 1-2 mM (Papp et al.,
2004; Gélébart, et al., 2002). Para mantener este equilibrio dindmico, la concentracién de
Ca®* ([Ca™]) debe ser finamente regulada por diferentes proteinas, algunas de ellas y otras
se localizan en la membrana. Este tltimo grupo se ha dividido en 3 subgrupos: 1) las que
ingresan Ca’* del exterior celular, 2) las que liberan Ca®* de los depdsitos intracelulares
(Bootman et al., 2001), y 3) las que extruyen el Ca®* del citosol, ya sea al interior del RE o

hacia el espacio extracelular (Berridge et al., 2003) (Figura 1).

Algunos de los canales que controlan la entrada se clasifican en canales de Ca**
dependientes de voltaje. Estos se han subdividido en canales de bajo umbral (tipo T) y de
alto umbral (tipos L, N, P, Q y R). Todos se activan en respuesta a cambios de voltaje
(Catterall, 2000). Otros permiten la entrada de Ca®* en respuesta al vaciamiento de
reservorios intracelulares, entre los cuales podemos nombrar a los canales del potencial
transitorio (TRP, Transient Receptor Potential) (Pedersen et al., 2005). Esta superfamilia de
proteinas ha sido subdividida en muiltiples subfamilias tomando como base la similitud en
sus secuencias (Venkatachalam et al, 2002). Una categoria aparte son los receptores

ionotrépicos que en respuesta a la unién de neurotransmisores, hormonas u otros ligandos
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permiten el paso de Ca”* a favor de gradiente hacia el interior celular, como la familia de
receptores a glutamato (Illes y Alexandre-Ribeiro, 2004; Fumagalli e al., 2003; Bockaert y
Pin, 1999) y los receptores nicotinicos (Liu et al., 2007).

En el segundo grupo estan descritos 2 tipos de canales: los receptores a inositol
1,4,5 trifosfato (IPsR) y a ryanodina (RyR). Ambos canales liberan Ca?* de los depo6sitos
internos (RE, aparato de Golgi y niicleo), y son activados por mensajeros intracelulares.
Aunque los mecanismos de activacion/inhibicién para ambos canales son diferentes,
comparten ciertas caracteristicas como la sensibilidad a Ca2* que favorecen su activacion

y/o inhibicién. (Bootman et al., 2001).

En el caso de los IPsRs, la unién de algunos neurotransmisores, hormonas y
factores de crecimiento que reconocen a receptores especificos en la membrana plasmatica,
inducen la activacién de alguna isoforma de la fosfolipasa C (PLC). Esta enzima cataliza la
hidrélisis del fosfatidil inositol 4,5 bisfosfato (PIP;) para producir los mensajeros
intracelulares: el diacilglicerol (DAG) y el inositol 1,4,5 trifosfato (IP3). El DAG por su
parte activa a la proteina cinasa C, mientras que ¢l IP; se une al IP3R localizado en el RE,
permitiendo la salida del Ca®** almacenado en el lumen de este depésito hacia el citoplasma
(Bootman y cols.,2001). La actividad del IPsR esta regulada por metabolitos como el ATP,
ADP y NADP y por productos generados de eventos intracelulares como el IPs;, Ca®,
fosforilacién y el éacido araquidénico, por citar algunos. Farmacolégicamente se ha
estudlado a esta proteina con sustancias como la cafeina (activador) y la heparina
(inhibidor). Los sitios de reconocimiento de estos moduladores metabdlicos y
farmacolégicos se encuentran dispersos en los dominios de unién y modulacién,
localizados en la porcién amino-terminal de la proteina (Patel et al., 1999), que corresponde
al 80 % de la proteina. Por otra parte, el RyR, recibe este nombre, debido a su afinidad por
la ryanodina, un alcaloide vegetal extraido del arbusto Ryana speciosa. La actividad de este
canal estd modulada por una gran variedad de segundos mensajeros intracelulares y
farmacos como el Ca®*, la ADP ribosa ciclica (cADPr), fosforilacién por cinasas, ATP,
Mg2+, calmodulina (CaM), calsecuestrina, ryanodina, cafeina, rojo de rutenio, entre otros

(Arredouani, 2004). Aunque, el RyR es modulado por una amplia variedad de moléculas
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enddgenas, el Ca®' citosélico es el regulador/activador ma{s importante del RyR (Meissner,
1994).

[Ca?+]

Stimulus

Plasma
PMCA membrane

Mitochondria

®e s
m}?: »

I Fertilization,

] proliferation
d Transcription
] etabolism
] ;
Exocytosis Contraction
| I 1 1 ] 1 1 | 1 I 1 I 1

108 103 1 108 108
[ e ms 8 min h ]

Figura 1. En el esquema se observan las principales componentes que participan en la
homeostasis de Ca*" intracelular, como las bombas, canales, moléculas amortiguadoras,
intercambiadores, y los depésitos intracelulares. Los elementos que se localizan a la
izquierda de la imagen, indican la forma en como se lleva a cabo la coordinacién entre los
integrantes para incrementar la concentracién de Ca?* citoplasmatico, mientras que, a la
derecha se observa los recursos que utiliza la célula para disminuir la concentracién de este
cation. En la parte inferior del dibujo se muestra la escala de [Ca**] y de tiempo para
realizar las diversas funciones celularés involucradas en mantener la homeostasis de este
i6n (Tomado de Berridge et al., 2003).
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La entrada de Ca™" a través de canales o la liberacién de Ca* de los depdsitos
internos son las dos vias principales que controlan el aumento en la [Ca®'] intracelular
([Ca®1i), sin embargo, la célula cuenta con mecanismos de extrusion de Ca*. Estos
sistemas permiten mantener la [Caf”]i en un nivel basal, ya que una desregulacién
prolongada puede desencadenar diversas respuestas celulares como la pérdida de la

transcripcion génica y la apoptosis, entre otros eventos (Bootman ez al., 2001).
1.1 Proteinas relacionadas con la extrusién de Ca**

La extrusién de Ca® es un mecanismo por el cual un exceso de este catién
acumulado en el citosol es removido al medio extracelular y/o a los depésitos
intracelulares, por medio de proteinas que son capaces de movilizar el Ca®* del citoplasma
en contra de su gradiente. Estas proteinas son los intercambiadores de Na*/Ca®*, y las
bombas de membrana plasmatica y reticulo sarco/endopldsmico. En la Figura 2 se muestran
ejemplos de estas tres clases de proteinas, algunos inhibidores farmacoldgicos, y los sitios

de unién de sus reguladores biolégicos (Monteith et al., 2007).

Los intercambiadores de Na*/Ca®* localizados en la membrana plasmética, RE y la
mitocondria juegan un papel importante en remover el Ca®* del citosol, estas proteinas se
encargan de translocar el Ca®" al exterior celular y a la membrana interna mitocondrial.
Estos antiportadores utilizan la energia derivada del gradiente electroquimico del Na®,
permitiendo el ingreso de Na® y el cotransporte de Ca**, con una estequiometrfa 3 Na':1
Ca™. Estos intercambiadores actiian de manera reversible, contra gradiente y son
electrogénicos. Presentan una baja afinidad por Ca** pero lo transportan rapidamente,

debido a su alta capacidad =5 Ca2+/seg (Monteith et al., 2007).

Por otro lado, las bombas o ATPasas de Ca** localizadas en la membrana plasmética
y la membrana del RE, presentan una alta afinidad por el Ca*". La ATPasa de membrana
plasmatica se encarga de expulsar el Ca*" del citosol hacia el espacio extracelular, mientras
que su contraparte, la localizada en la membrana del RE, transloca el Ca®* del citosol hacia

el lumen de este organelo (Wu et al., 2008; Strehler et al., 2007).
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