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TITU LA RES multifuncional de uno de estos transportadores, ABCG2/BCRP

En dltimo lugar, y en cierto modo relacionado con el anterior,

algunos companeros de la Universidad de Extremadura nos hemos
DESARROLLO Y MANTENIMIENTO permitido destacar los estudios que relacionan la entrada de calcio
DE LA POLARIDAD EN con el desarrollo y la proliferacién de las células tumorales. Esta

linea de investigacién, que se lleva desarrollando pocos afos, esta
HEPATOCITOS‘ ] generando resultados ciertamente prometedores para el
CeliaM Pombo, Cristina Iglesias, Ana Guerrero. desarrollo de marcadores tumorales.

LABCG2/BCRP EJEMPLO DE i S g d e i s
TRANSPORTADOR
MULTIFUNCIONAL

Lucia Gonzalez Lobato, Gracia Merino Peldez, Ana .
Alvarez de Felipe.

Juan A. Rosado.

LA CRECIENTE PRESENCIA DEL
CALCIO INTRACELULAR EN LOS
ESTUDIOS SOBRE EL CANCER

Alejandro Berna-Erro, José |. Lépez, Pedro C. Redondo,
Ginés M. Salido y Juan A. Rosado.

EDITORIAL

omo todos los afios publicamos un nuevo ejemplar de la
revista Fisiologia previamente a la llegada de las
Navidades. Como viene siendo habitual la revista incluye
tres articulos de revision. El primero de ellos redactado
por Celia Pombo y colaboradores, del Centro de Investigaciones
Médicas de la Universidad de Santiago de Compostela, trata sobre
la importancia del mantenimiento de la polaridad en los
hepatocitos. Asi, las alteraciones en la formacién o mantenimiento
de sus diferentes dominios de membrana tienen como resultado
anomalias en los procesos secretores de estas células, de modo que
o bien no se produzcan o se vean alterados, dando lugar a cuadros
patolégicos que pueden acabar con la destruccién del higado.
La segunda revisién trata sobre los transportadores de membrana
dependientes de ATP denominados ABC, en referencia a la
principal caracteristica de esta superfamilia: la presencia del sitio de
unién a ATP (ATP-Binding Cassette). Estas proteinas ampliamente
distribuidas y muy conservadas evolutivamente, participan en
procesos de transporte Yy detoxificacién celular, estando
relacionados con la resistencia a los farmacos de determinadas
células tumorales. La revision de Lucia Gonzalez y colaboradores,
de la Universidad de Leén, pone de manifiesto el caracter
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©CARTA DEL PRESIDENTE

ueridos socios, queridos amigos:

En Septiembre de este afio y coincidiendo con la reunién de la Federation of European Physiological

Societies (FEPS), se ha completado un periodo importante en relacion con nuestra Sociedad. Como

sabéis, desde el 8 al | | de Septiembre pasado se celebré en Santiago de Compostela el Congreso

Europeo de Fisiologia auspiciado por la SECF. Ha sido el broche final a una encomiable labor iniciada
bajo la Presidencia de Constancio Gonzalez, desarrollada con Ginés Salido como Presidente Ejecutivo y bajo la
direccién de Carlos Diéguez como Presidente del Comité Organizador.
Ya con cierta perspectiva, el analisis de la calidad cientifica de las comunicaciones, conferencias y simposia, no puede
sino calificarse de sobresaliente. Asi mismo, la afluencia de fisi6logos que quisieron hacer de la Facultad de Medicina
de Santiago su casa durante tres dias fue muy notable, mejorando reuniones anteriores. Vaya desde aqui mi
felicitacién, y lade toda la Junta Directiva, alos organizadores y a toda la comunidad de fisiélogos espafioles.
Aun siendo un éxito cientifico, el congreso se ha celebrado en una época triste. Estupefactos e impotentes estamos
asistiendo a los mayores recortes sociales de nuestra historia reciente. Ofendidos hemos tenido que conocer a
través de la revista Nature, lo que la Secretaria de Estado de Investigacion de Espana quiere explicar al mundo sobre
por qué es necesario adelgazar nuestro sistema de investigacion, recortar los presupuestos y reducir la inversién en
los jévenes investigadores. Los cientificos hemos tenido que soportar el despropésito de que se nos reclame (mas)
trabajo y voluntad mientras nuestros sueldos disminuyen, a nuestros jévenes companeros se les bloquea su futuro y
los presupestos del Estado dedicados a investigacion caen hasta un nivel sonrojante. Ante espectativas tan nefastas
me gustaria, sin embargo, enviar un mensaje nitido y doble. Primero, solidario para los que mas sufren; después,
esperanzador para todos nuestros colegas de la ciencia. La capacidad de superacién que siempre hemos mostrado
ante la diversidad es patente y decidida, aunque en estos tiempos parezca digna del mejor Alonso Quijano.
Ciertamente voluntad nunca nos ha faltado, ni en esta época critica ni en otras mas sombrias y, como siempre, lo que
merece la pena perdurard, todo lo demas, incluso una Secretaria de Estado o un Presidente de Gobierno, es
coyuntural; la ciencia, a pesar de la estulticia, sobrevivird. Como dijo una vez Dante Alighieri, los lugares mas oscuros
delinfierno estan reservados paralos que mantiene su neutralidad en los tiempos de crisis.
Ante nosotros se abre una nueva época. Desde la SECF queremos enfrentarla con el mejor de los animos,
continuando con la buena trayectoria que hasta ahora nos ha acompanado y acomentiendo nuevos proyectos que
redunden en una mayor visibilidad de la Sociedad. Hemos comenzado lanzando iniciativas que, con toda seguridad,
pronto conoceréis o que incluso ya os habran llegado a la hora de leer esta carta: una nueva web mas dinamica e
informativa y el lanzamiento de dos premios para impulsar la difusién de la Fisiologia y para resaltar la calidad
cientifica de nuestros jévenes fisidlogos. Seguiremos adelante seguros de que con vuestra participacion y
compromiso continuaremos fortaleciendo la Fisiologia y, desde aqui, queremos animaros, siempre animaros, para
continuar haciendo lamejor ciencia posible.
Un fuerte abrazo,

F Javier Cudeiro Mazaira
Presidente Ejecutivo de la SECF
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A. Remisién de originales

La remisiéon de originales se hara exclusivamente por correo electrénico a la direccion del editor o de cualquiera de los
miembros del comité editorial. Se puede utilizar cualquier procesador de texto, programa y formato grafico, aunque es preferible remitir
el manuscrito en formatos usuales. En todo caso deben indicarse en la carta de remisién los formatos empleados para texto, tablas,
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Unico archivo, incluyendo la pagina con el titulo, el texto principal, bibliografia, etc. Cada tabla o figura debe remitirse en un anexo
independiente, nombrando cada anexo con el nombre del primer autor y el nimero de tabla o figura que contenga (ejemplo: Cunqueiro-
Fig.1).
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B. Composicién de los originales
|. Primera péagina.
* Titulo
* Autores
* Filiacion de los autores
* Autory direccién para correspondenciasi procede (incluir nimeros de teléfonoy fax, y una direccién de correo electrénico).

2. Segunda pagina.
Sumario, si procede, en una extensién un superiora 200 palabras, en el mismo idioma que el resto del articulo.

3. Cuerpo del texto.

Los articulos no deberan sobrepasar las 2.500 palabras e iran en folios numerados. Deberan estar escritos en un estilo claro
y con pretensién divulgativa, de forma que puedan ser entendidos por cualquier fisiélogo, independientemente de su area de especializacion.
El procedimiento mas simple es tomar como ejemplo cualquier articulo publicado previamente en Fisiologia. En caso de no disponer de
ningun ejemplar, puede solicitarse a cualquiera de los miembros del comité editorial o a la Secretarfa (nadal@umh.es) para ser incluido en la
lista de distribucion. Alternativamente, pueden consultarse los articulos de los nimeros anteriores en http://www.seccff.org

Los articulos podran contener resultados ya publicados, siendo entonces responsabilidad exclusiva de los autores obtener los
permisos correspondientes de las revistas o libros donde hayan sido publicados originalmente. Debido a la pretensién divulgativa, cada
autor podra organizar el texto en la forma que crea mas oportuna, si bien se sugiere una divisién en secciones que facilite su lectura.

4. Otros.
a. Notas (si las hubiere) y agradecimientos.
b. Bibliografia. Las referencias, muy seleccionadas, se insertaran en el cuerpo del texto entre paréntesis (ejemplo: Chacén y Mairena,

1999). La relacién completa de referencias bibliograficas debera incluirse al final del texto, por orden alfabético y cronolégico,
de acuerdo alos formatos mas habituales. Ejemplo: Gémez |, Belmonte | (1910) Deciphering bullfighting. ] Taurom 57: 200-235.

c. Pies de figuras. Deberan incluirse a continuacién de la bibliografia y en paginas aparte.

d. Figuras. Su niUmero no debera ser superior a 2-3 por articulo, y el tamafio maximo aceptado sera el de una hoja impresa (DIN-A4).
En el caso de figuras previamente publicadas, si fuere necesario, debera acompafarse autorizacién para su reproduccion en
Fisiologia.

e. Tablas.




DESARROLLO Y MANTENIMIENTO DE LA POLARIDAD

EN HEPATOCITOS

Celia M Pombo, Cristina Iglesias, Ana Guerrero
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El higado es un érgano que tiene multiples e imprescindibles funciones para el correcto funcionamiento del organismo. Los

hepatocitos son las células que forman la mayoria del parénquima hepatico y llevan a cabo gran parte de las funciones de la

glandula, como son la sintesis y almacenamiento de proteinas, el metabolismo de hidratos de carbono, la formacién de la

bilis, el catabolismo de farmacos y téxicos y el metabolismo de lipidos y purinas. Son células polarizadas, polaridad que es

precisa para su correcto funcionamiento. Alteraciones en la formacién o mantenimiento de sus diferentes dominios de

membrana conllevan a que los procesos secretores de estas células o no se produzcan o se vean alterados, dando lugar a

cuadros patoldgicos que pueden acabar con la destruccién del higado, como la colestasis intrahepatica. En este aticulo

expondremos primeramente los detalles de esta polaridad y a continuacién los mecanismos que regulan el establecimiento y

mantenimiento de la misma.

Estructura de los hepatocitos.

Los hepatocitos son células poliédricas con | 6 2 nlcleos
esféricos poliploides y nucléolo prominente. Su citoplasma
contiene inclusiones de glucégeno y grasa. Las membranas
plasmaticas de los hepatocitos se polarizan dando lugar a
las membranas apicales, que generan los canaliculos
biliares a través de los cuales se secreta y se conduce la bilis
hacia los ductos biliares, y a las membranas basolaterales o
sinusoidales, por donde se secretan a los sinusoides
hepaticos diversas proteinas y se recogen de los mismos
sustancias de la circulacién enterohepatica y la arteria
hepatica. La superficie de dichas membranas estd muy
amplificada por la presencia de microvellosidades. La
separacion de los diferentes dominios de lamembrana esta
garantizada por la presencia de proteinas que forman las
uniones estrechas. Estos dominios ademas de exponerse a
un ambiente extracelular distinto, tienen una composicién
lipidica y proteica especifica responsable de las diferentes
funciones de cada parte de la membrana.
la membrana basolateral se colocan el transportador de
acidos biliares acoplado al transporte de sodio, NTCP
(Na'-taurocholate cotransporting polypeptide),
transportadores de aniones organicos OATP-1 y OATP-2
(organic anion transport proteins | and 2),
transportadores de cationes organicos OCT| (organic
cation transporter) y el producto del gen Oatpl. En la
membrana apical encontramos también, entre otros un
transportador de sales biliares dependiente de ATP
denominado BSEP (bile-salt export pump) que forma
parte de la familia de proteinas ABC (ATP-binding
cassette), el transportador de aniones organicos MRP2
(multidrug resistance-associated protein 2) y los
transportadores de cationes organicos MDRI y MDR3
(multidrug resistant protein | and 2) pertenecientes

Entre otros, en

también ala familia de proteinas ABC.

Establecimiento de la polaridad en los hepatocitos.
El establecimiento de la polaridad de una célula es un
proceso complicado que comprende la rotura de la
simetria, la remodelacién del citoesqueleto y de la
membrana y el reposicionamiento de las distintas
organelas citoplasmaticas. Estos procesos estan regulados
por sefales intrinsecas a la propia célula pero también por
sefales externas procedentes del medio extracelular, del
contacto entre las células y entre estas y la matriz
extracelular. El reconocimiento de estas sefales y las
proteinas y/o complejos proteicos que trasmiten Yy
ejecutan su informacién estd siendo ampliamente
estudiado. En los siguientes apartados expondremos lo
que se conoce de los distintos procesos que intervienen en
el establecimiento y/o mantenimiento de la polaridad de
los hepatocitos, especialmente de aquellos que
intervienen en laformacién de los canaliculos biliares.

Efectos de las proteinas PAR.

Las proteinas PAR fueron identificadas inicialmente en una
busqueda de genes que regularan el reparto del citoplasma
en los embriones tempranos de C. elegans.
Posteriormente, se encontrd que estas proteinas regulan
la polarizacién celular en contextos y organismos muy
diferentes, lo que sugiere que forman parte de un
mecanismo de polarizacién celular muy antiguo (Goldstein
y Macara, 2007).

De las seis proteinas PAR que se conocen, se ha
encontrado que los ortélogos en humanos de dos de ellas,
PAR-1 y PAR-4, tienen efectos en la polaridad hepatica. A
diferencia de las otras cuatro, PAR-| y PAR-4 son proteinas



cinasa. Lo que se ha demostrado para PAR-I de
mamiferos, también conocida como EMKI/MARK?2, es
que dependiendo de sus niveles de expresion puede
modular bien la formacién de limenes tipicos de un
epitelio columnar (bajos niveles) o bien la formacién de
l[imenes tipicos de hepatocitos situados éstos entre dos
células (altos niveles). La formacién de estos limenes es
concomitante con sus efectos sobre la reorganizacién de
los microtibulos, que pasan a disponerse verticalmente en
el epitelio columnar y horizontalmente en las células de
morfologia hepatica (Cohen y col.,, 2004a). La
sobrexpresién de PAR-| en células de rindn también
reorganiza el trafico de proteinas, de modo que la ruta
de transcitosis (ver mas adelante) tipica de las células
hepaticas pasa a ser lamayoritaria(Coheny col., 2004b).
Estos experimentos parecen sugerir un papel para PARI
en la decisién del desarrollo entre un epitelio columnar
o un epitelio hepatico.

En el caso de PAR-4 de mamiferos, se ha visto
que la expresién de LKB | asi como la de su sustrato, la
proteina cinasa AMPK, aumentan a lo largo del proceso
de formacién de los canaliculos biliares en un cultivo de
hepatocitos primarios de rata. Este aumento de
expresion se correlaciona, ademas, con un aumento de
sus actividades cinasa. El que las cinasas sean activas
cataliticamente es importante no sélo para la formacién
sino también para el mantenimiento de las estructuras
canaliculares (Fu y col.,, 2010). Ademas, se ha
encontrado que esta misma ruta no sélo estimula la
polaridad basal sino que responde al aumento de la
concentracién de los acidos biliares, produciendo un
aumento en el nimero de canaliculos bajo estas
condiciones (Fuy col., 201 ). Estudios con ratones a los
cuales se les ha inhibido la expresion de LKBI,
especificamente en higado (LKBIKO), muestran un
defecto en el transporte de los acidos biliares, mas
como consecuencia de alteraciones en la localizacién de
las proteinas de las membranas canaliculares y el
desarrollo de los ductos biliares, indicando una vez mas
un papel de esta cinasa en la formacién de estructuras
polarizadas(Woodsy col., 201 I).

Papel de las uniones celulares.

Aunque el estudio de lainterrelacién entre el desarrollo
de la polaridad y las uniones celulares es todavia
bastante reciente, la idea mayoritaria entre los
estudiosos del campo es que la formacién de las uniones
entre células sirve, mas que para constituir, para
reforzar la polaridad previamente establecida por los
complejos de polaridad. Las interacciones entre las
proteinas de estos complejos sirven, entre otras
funciones, para distribuir correctamente las proteinas
que forman parte de estas uniones (Martin-Belmonte y
Perez-Moreno, 201 |;Shiny col., 2006).

Los primeros estudios que se realizaron sobre
el papel de las uniones celulares en la polaridad de los
hepatocitos son mas descriptivos que funcionales. En el
afo 2001 se establecié la distribucién espacio -temporal
de algunas de las proteinas que forman parte de estas
uniones en un modelo de células hepaticas en cultivo. Lo
que se encontré es que cuando las células estan aisladas
tanto E-cadherina, como las cateninas alfa, beta y
gamma (proteinas de uniones adherentes) y la ocludina
y ZO-| (proteinas de las uniones estrechas) estan
localizadas citoplasmaticamente. La distribucion
empieza a cambiar cuando las células forman dobletes,
localizandose E-cadherinay las cateninas en las zonas de
unién de membranas de las dos células, ZO-| tanto en
el citoplasma como en la unién de membranas y
ocludina en el citoplasma. Cuando las células pasan a
establecer isletas tipicas de células epiteliales, las
proteinas de las uniones adherentes siguen
localizandose en las zonas de union de membranas, ZO-
| y ocludina colocalizan ahora en el apice de la célula
(zona opuesta a la unién al sustrato) si bien una fraccién
de ocludinasigue presente en el citoplasma. Finalmente,
las células forman estructuras equivalentes a los
canaliculos biliares adquiriendo un fenotipo hepatico.

En este estadio, E-cadherina se localiza junto
con las cateninas en la membrana basolateral; éstas
Ultimas, en ocasiones, también se localizan en la unién
apico —lateral y es en esta unién donde se encuentran los
canaliculos biliares y donde ahora siempre se sittan y
colocalizan ZO- | y ocludina(Decaens y Cassio, 2001).
En un trabajo posterior se establecié una dependencia
entre la localizacién de las proteinas de las uniones
estrechas en la zona apical y la maduracién de los
canaliculos biliares. La disminucién de la expresién de
una de ellas, JAM-A (juntional adhesién molecule-A)
hace que el resto se relocalicen, pasando a distribuirse
de manera equivalente a como lo harian en un epitelio
columnar, con la consiguiente falta del desarrollo de las
microvellosidades presentes en los canaliculos biliares
maduros. Esta alteraciéon en la estructura del canaliculo
parece debida a un aumento de las proteinas de las
uniones adherentes, de manera que parece existir una
correlacion inversa entre el aumento de la adherencia
entre las células y la correcta formacién de los
canaliculos biliares (Konopkay col., 2007). Sin embargo,
no todas las proteinas que constituyen las uniones
estrechas tienen el mismo efecto sobre el desarrollo del
canaliculo biliar; de hecho, los ratones deficientes para
ocludina no presentan ninguna alteracién en su
estructura (Saitou y col., 2000). En cultivos primarios de
hepatocitos de estos ratones se encontrd, no obstante,
una elevada expresién de otra proteina de estas uniones
la claudina-2 (Muratay col., 2005), lo que lleva a pensar
que la sobrexpresién de ésta puede compensar la falta



de la ocludina. Por el contrario, el efecto reverso no se
produce, encontrandose que las células en las que se
inhibe la expresién de la claudina-2 tienen
significativamente disminuida la formacién de los
canaliculos biliares(Sony col., 2009). En resumen, todos
estos datos llevan a pensar que pueda existir una
jerarquia, en cuanto a laimportancia de la funcién de las
distintas proteinas de las uniones estrechas, en la
maduracién del polo apical de los hepatocitos.

Trafico de proteinas y dominios de membrana en
las células hepaticas.

La formacién de los dominios especificos de membrana
en una célula polarizada depende del posicionamiento
en un lado u otro de la misma de los diferentes tipos de
lipidos y proteinas. Por lo tanto, el trafico de vesiculas es
otro proceso fundamental que incide en la polaridad
celular. En los hepatocitos, las proteinas y los lipidos se
colocan en la membrana siguiendo diversas rutas. Las
proteinas destinadas a la membrana basolateral siguen
una ruta directa desde la red del trans-golgi (TGN,
trans-golgi network) hacia la membrana basolateral. En
cuanto a las proteinas destinadas a la membrana apical,
existen varias posibilidades. La mayoria viajan
primeramente a la membrana basolateral, desde donde
se endocitan para viajar transcelularmente hacia la parte
apical en un proceso conocido como transcitosis. Antes
de llegar a su destino final pasan por dos
compartimentos distintos los endosomas tempranos
basolaterales, BEE (basolateral early endosome) y el

compartimento subapical, SAC (subapical
compartment). Algunas proteinas apicales siguen una
ruta distinta, viajando directamente desde el TGN hasta
la membrana apical. Finalmente, otras pueden seguir
una ruta intermedia yendo desde el TGN hasta el SACy
luego hasta la membrana apical (Figura |). El reciclaje de
las proteinas basolaterales es mas activo que el de las
apicales. Para su reciclado, las primeras pasan al BEE y
luego al SAC. Las apicales se endocitan para pasar a
compartimentos subapicales, entre los que se
encuentran los endosomas apicales tempranos, AEE
(apical early endosome), el SAC y los endosomas de
reciclado apical, ARE (apical recycling endosome)
(Wang y Boyer, 2004). Es importante mencionar que la
retenciéon de algunas proteinas apicales depende al
menos en ocasiones del citoesqueleto de actina y sus
proteinas asociadas, como las proteinas de la familia
ERM (ezrin-radixin-moesin). Como ejemplo esta el
hecho de que los ratones “knockout” de radixina
pierden la localizacién de la proteina MRP2 en su
membrana apical (Kikuchiy col., 2002).

El que las proteinas sigan una ruta u otra
depende de la presencia de determinados residuos en
su secuencia y/o de determinadas modificaciones
postraduccionales. La sefnal que inicia el
posicionamiento de estas proteinas en su localizacién
definitiva parece tener que ver con el establecimiento
de contactos entre las células.

En cuanto a los lipidos, cada vez se acumulan
mas evidencias de que estan sujetos a mecanismos de
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Figura |. llustracion del trafico de proteinas en hepatocitos. A. Ruta directa desde la red del trans-golgi (TGN) hacia la membrana

basolateral. B. Rutas hacia la membrana apical: directa, desde TGN pasando (o no) por el compartimento subapical (SAC); indirecta,
mediante transcitosis pasando primero por los endosomas tempranos basolaterales (BEE) y seguidamente por el compartimento

subapical. N: ntcleo. CB: canaliculo biliar. TJ: Tight junction (unién estrecha).



clasificacion y siguen rutas especificas para su
localizacién polarizada en la membrana plasmatica que
no dependen exclusivamente de su viaje comun con las
proteinas en las vesiculas de transporte. Los lipidos, al
igual que algunas proteinas, utilizan la via del SAC parasu
trafico intracelular. La ruta del SAC en un modelo de
células hepaticas en cultivo estd modulada por dos
citoquinas, la oncostatina M y la IL-6, las cuales
estimulan de esta manera la formacién de canaliculos
biliares (van der Wouden y col., 2002). En un estudio
posterior, estos mismos autores identificaron que los
efectos de la oncostatina se producen por su capacidad
de elevar los niveles de p27"', un inhibidor del ciclo
celular, y que es sélo cuando las células estan paradas en
el ciclo cuando oncostatina es capaz de estimular la
formacion de nuevos canaliculos (Hoekstra y col.,
2004;Van ljzendoorn y col., 2004). Finalmente, se
identificaron a las cinasas MEK/MAPK actuando
sinérgicamente con la proteina cinasa A (PKA), como los
mediadores intracelulares de esta ruta (Woijtal y col.,
2009). No se conoce, sin embargo, si estas vias de
sefalizacién interaccionan o no, en este contexto, con la
de la calmodulina, la cual también se ha descrito como
moduladora de la ruta endocitica(Tytecay col., 2005).

Ademas de las rutas de senalizacion
mencionadas, también se han encontrado proteinas
que, formando parte integral del SAC, intervienen a su
vez en la regulacién del tréfico y en el desarrollo de los
limenes biliares; tal es el caso del intercambiador de
Na’/H", NHE6 cuya falta no sélo afecta al pH del
endosoma sino que altera la distribucién de los lipidos
hacia la superficie apical y su consecuente desarrollo
(Ohgakiy col.,2010).

La transcitosis y la formacién de los limenes
apicales en las células hepaticas son ademas
dependientes de proteinas que afectan a la
polimerizacién y despolimerizacién de la actina. En
concreto, se han estudiado los efectos de INF2, una
formina atipica, y se ha encontrado que su interaccién
con las proteinas Cdc42 y MAL2 es necesaria para el
trafico de vesiculas desde el compartimento subapical
hacia la zona basolateral y de ahi a la membrana apical
(Madrid y col., 2010). La alteracién de la ruta directa,
desde el TGN a la membrana apical, también modifica
significativamente la formacién de los canaliculos
biliares, como quedé demostrado al disminuir los
niveles de Rabl la y la miosina Vb, dos proteinas que
regulan las vesiculas de esta ruta (Wakabayashi y col.,
2005).

Curiosamente la formacién de las uniones
estrechas y la polaridad celular no se ve afectada en un
cultivo de células hepdticas que tienen alteradas la
formacién de sus uniones adherentes; sin embargo,
éstas si son necesarias para el correcto funcionamiento

de las rutas de trafico de proteinas que afectan no a la
formacién pero si al mantenimiento posterior del lumen
apical (Theard y col.,, 2007). Todos los datos
anteriormente expuestos confirman el papel de las
rutas de trafico de proteinas y lipidos en el desarrollo y
mantenimiento de los canaliculos biliares.
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Los transportadores de membrana dependientes de ATP (ABC) son proteinas ampliamente distribuidas, muy conservadas
evolutivamente, que participan en procesos de transporte y detoxificacion celular. Realizan su funcién “expulsando” de
forma activa diferentes nutrientes y compuestos, muchos de ellos con importantes acciones terapéuticas. Esta funcién,
incrementada en células tumorales, es sin duda la mejor estudiada y puede ser responsable de la multirresistencia a
farmacos. Uno de los miembros destacados de esta familia es ABCG2/BCRP (Breast Cancer Resistance Protein) que se
expresa en 6rganos excretores tales como higado, intestino, rindn, placenta, testiculos, barrera hematoencefalicay glandula
mamaria en la lactacién. BCRP ademas de influir en la absorcién y distribucion de diversos compuestos participa en procesos
celulares importantes desde el punto de vista fisiolégico. BCRP interviene en el transporte de urato y su disfuncion se
relaciona estrechamente con la gota; también es transportador de 4cidos biliares en higado y placenta. Se expresa en células
SP interviniendo en la diferenciacién de las mismas hacia otros tipos celulares especializados en la regeneracion tisular. Esta
implicado en la regulacién de la homeostasis hemo/porfirina. La hipoxia, a través del factor HIF-1 controla su regulacién y la
viade senalizacién PI3K/Akt modula su distribucion intracelular.

Generalidades de los transportadores ABC:
Antecedentes de BCRP/ABCG2.

transportadores, cuya funcién es expulsar sus sustratos
fuera de las células, se debe a que algunos de ellos, tales

El término de transportadores ABC fue introducido por
primera vez por Chris Higgins (1992) y hace referenciaala
principal caracteristica de esta superfamilia: la presencia
del sitio de unién a ATP (ATP-Binding Cassette). La
relevancia farmacoldgica de este importante grupo de

como la glicoproteina P (MDRI), los MRPs y la
ABCG2/BCRP son responsables de la “multirresistencia”
frente a compuestos antitumorales debilitando su accién
quimioterapedtica en las células. Por otra parte, ejercen
una funcién protectora al limitar el transporte de diversos
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compuestos a través de las barreras existentes entre la
circulacién sistémica y diversos érganos. Su ambito
fisiolégico se circunscribe al transporte de lipidos, sales
biliares, colesterol, hormonas, esteroides y diversos
metabolitos (Fukuda y cols., 2012). Este transporte de
compuestos se produce en contra de un gradiente de
concentracién siendo dependiente de ATP.

La secuenciacion del genoma humano ha
permitido caracterizar, hasta el momento, 49 genes ABC
(http://nutrigene.4t.com/humanabc.htm), algunos
asociados con enfermedades genéticas (Stefkova y cols.,
2004) tales como el sindrome Dubin-Johnson y la fibrosis
quistica, pero anomalias en su funcién aparecen en
enfermedades tales como la epilepsia, cancer, Alzheimer
(Hartz y Bauer, 201 1) o la sitosterolemia (Woodward y
cols., 201 1).

ABCG?2 participa en la multirresistencia, en la
distribucién corporal de farmacos (ADME) y puede actuar
como defensa frente a la acumulaciéon de toxinas en el
organismo, algunas de las cuales pueden proceder de la
dieta (Eisenblatter y Galla, 2002; Polgar y cols., 2008). Es
muy amplio, desde el punto de vista estructural, el grupo
compuestos que pueden actuar como sustratos o
inhibidores de ABCG2. Entre los sustratos se han descrito
compuestos organicos, generalmente hidrofébicos, como
bases débiles, aniones organicos, y derivados conjugados
con glucurénidos, sulfatos, glutamilato y glutation
procedentes de compuestos exdgenos y enddgenos
(Robey y cols., 2009), asi como también los flavonoides,
diversos inhibidores de las tirosina cinasas, antibiéticos de
diversas familias y algunas vitaminas como la riboflavina.
Muchos de estos sustratos son comunes a glicoproteina P
(P-gp) o MRPs. Varios estudios han reflejado que moléculas
con el anillo de las camptotecinas, o analogos
estructurales, son sustratos de ABCG2 (Bates y cols.,
2004). También se ha sugerido que la presencia de un
grupo amino unido a un anillo heterociclico, asi como la
fusién de anillos heterociclicos, es determinante en la
interacciones de compuestos con el transportador
(Giacominiy cols., 2010). Es comun que las moléculas que
interaccionan con el transportador tengan una elevada
polaridad. Doyle y cols. (1998) aislaron el gen por primera
vez, a partir de una sublinea celular humana de cancer de
mama (MCF-7/AdrVp3000), seleccionada por su
resistencia a antraciclinas y doxorrubicina en presencia de
verapamilo; debido a esta caracteristica le dieron el
nombre de Breast Cancer Resistance Protein (BCRP); su
denominacién como ABCG2 se debe a que es el segundo
miembro de la subfamilia G de transportadores ABC. El
gen humano (ABCG2/BCRP) se localiza en el cromosoma
4q22, tiene 66 Kb y consta de 16 exones. El transportador
ABCG2 humano consta de 655 aminoacidos y posee 6
hélices transmembrana y un sitio de unién a ATPR ABCG2
es un half-transporter y requiere una homodimerizacién
para ser funcional, aunque se ha observado en forma de

homotetramero (Xuy cols., 2004).

En cuanto a las vias de sefalizacion implicadas en
la distribucién intracelular de ABCG2, Takaday cols (2005)
demuestran, con el inhibidor wortmanina, que la via
PI3K/Akt es la responsable de la expresiéon del
transportador en la superficie apical celular o en los
compartimentos citoplasmaticos en células LLC-PKI.

Distribucion tisular y funcion fisiolégica.

ABCG2 se localiza preferentemente en la placenta, en la
superficie apical de los enterocitos, en las células alveolares
de la glandula mamaria, en la superficie luminal del
canaliculo biliar, en la superficie luminal del tdbulo
contorneado proximal, en la barrera hemato encefalica y
en la barrera hematotesticular. La mayoria de los autores
coinciden en la funcién protectora de ABCG2,
especialmente la desempenada en las células de
Sertoli/Leydig de los testiculos o en los sincitiotrofoblastos
enlaplacenta (Robeyy cols., 2009).

De todos los tejidos donde podemos encontrar
ABCG?2, la maxima expresion en humanos se encuentra en
la placenta (Doyley cols., 2003) junto con P-gp, MRP -3y -
5. ABCG2 esta localizado en la membrana plasmatica de
los sincitiotrofoblastos, limitando la exposicién del feto a
diversos compuestos al expulsarlos hacia la sangre de la
madre. Ademas de esta funcién protectora, ABCG2
parece estar involucrado en la regulacién de la sintesis de
estrégeno placentario modificando las concentraciones de
dehidroepiandrosterona sulfatada y 3-sulfato de estrona
(Grube y cols., 2007). Recientemente, se ha observado
que transporta activamente esfingosina-|-fosfato,
interviniendo por tanto en la diferenciacién de los
citotrofoblastos a sincitiotrofoblastos (Takabe y cols.,
2010). También se ha demostrado una reduccién
significativa del trasporte de acidos biliares a través de la
placenta de ratas al inhibir ABCG2 con fumitremorgina C,
asi como en ratones Abcg2-/- en gestacion (Blazquez y
cols., 2011). Los cambios drasticos hormonales que se
producen en la gestacién pueden afectar a la expresién de
ABCG2 en la placenta. Asi, se ha observado que la
progesterona, el estradiol, el lactégeno placentario y la
prolactina humana estimulan la expresiéon del
transportador en células BeWo (Wang y cols., 20083;
Wang y cols., 2008b). En ratones también se ha detectado
expresion de Abcg2 en el saco vitelino (Kalabis y cols.,
2007) y su funcién parece ser similaralallevadaacaboenla
placenta. La expresion del transportador en la barrera
hematotesticular es otro ejemplo de su papel protector, ya
que puede actuar frente a mutdgenos genotdxicos que
afectarian a las células germinales. De hecho, se han
detectado altas concentraciones de ABCG2 en las células
intersticiales del testiculo, asi como en las células de Sertoli
y de Leydig (Fetsch y cols., 2006), en mioides y en
endoteliales de la pared luminal del testiculo (Bart y cols.,
2004). Enokizono y cols. (2008) observaron que el ratio



testiculo/plasma para diversos sustratos fue mas alto en
ratones knock-out para Abcg2 en comparacién con
ratones wild-type, confirmando la importancia de la
expresién de ABCG2 en el testiculo.

Otra barrera protectora donde se expresa
ABCG2 junto con P-gp, considerado en esta localizacién
como transportador dominante, es la barrera
hematoencefilica, en la superficie luminal de las células
endoteliales de los capilares, lo que denota una funcién
transportadora desde el cerebro hacia la sangre (Cooray y
cols. 2002). Aparte de su papel restringiendo la entrada de
farmacos hacia el cerebro, su funcién fisiologica esta por
dilucidar. Fitoestrégenos como la genisteina, daidzeina y
coumestrol son compuestos que se llegan a acumular unas
Abcg2-/- en
comparacién con ratones wild-type (Enokizono y cols.

10 veces més en el cerebro de ratones

2007). La Figura | recoge la expresién del transportador
endistintas localizaciones corporales.

En cuanto a su implicacién en procesos de oxido-
reduccién (REDOX), en condiciones fisiolégicas normales
existe un equilibrio entre agentes oxidantes y
antioxidantes; sin embargo, si se produce un aumento de
las especies reactivas de oxigeno (ROS), el estrés oxidativo
causado puede originar multiples enfermedades, entre
ellas el cancer. ABCG2 se encuentra sobreexpresado en
canceres como la leucemia, siendo responsable de la baja
respuesta frente a agentes quimioterapéuticos. Ademas
podria estar implicado en fenémenos directamente
relacionados con el estrés oxidativo, ya que contiene | |
residuos de cisteina sensibles a alteraciones REDOX.
Dichos procesos, en ocasiones asociados a tratamientos
farmacolégicos, ocasionan cambios conformacionales en
el transportador, modificaciones de la biosintesis de

cofactores necesarios para su funcionamiento, cambios en
la expresién del transportador a nivel transcripcional,
post-transcripcional, epigenético y amplificaciéon de las
copias de los genes que codifican para el transportador.
Asi, se ha sugerido que podria actuar como un mecanismo
compensatorio ante el incremento de productos
asociados al estrés oxidativo (Hulsy cols., 2009).

Por otra parte, se ha demostrado que
compuestos de tipo porfirinico son sustratos naturales de
ABCG?2 (Krishnamurthy y cols., 2004). El primer sustrato
identificado fue un derivado de la porfirina, la feoforbida A,
que es un metabolito de la clorofila empleado como
fotosensibilizador en el tratamiento de tumores (Robey y
cols., 2004). Este hallazgo puso de manifiesto la
importancia de la regulacién de los contenidos
intracelulares porfirina/hemo por parte de ABCG2. Esta
regulacion sitia a ABCG2 en el contexto REDOX celular
asociado con la acumulacién de hemo, la reaccién de
Fenton, la disfuncién mitocondrial y el potencial aumento
de la produccidon de ROS (Kuo, 2009). Todas estas
situaciones se agravan en condiciones de hipoxia. La
hipoxia es uno de los diversos factores que aumenta la
expresién de ABCG2, en un proceso mediado por el factor
inducible por la hipoxia | (Hif- 1) tras su unién a elemento
de respuesta a la hipoxia (HRE) en el promotor de
ABCG2/BCRP La funcién mitocondrial puede contribuir a
la regulacion del metabolismo de las porfirinas, a través del
transportador, considerando que los radicales libres son
sensores para la transcripciéon de Hif- 1o (Krishnamurthy y
cols., 2006). También se ha demostrado cémo el estrés
oxidativo regula la funcién y expresién de ABCG2 a través
de diversas cascadas de sefalizacién celular (Kuo, 2009).
Es relevante mencionar que existen proteinas con grupos
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Figura |. Expresion del transportador ABCG2 en distintas localizaciones del organismo.
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porfirina implicadas en importantes procesos fisioldgicos
tales como: hemoglobina, citocromo P450 y citocromo C
oxidasa, y también que las porfirias son enfermedades
hereditarias provocadas por deficiencias en la biosintesis
del grupo hemo.

Los trabajos de Zhou y cols. (2002) en medula
6sea de ratén y posteriormente de Scharenberg y cols.
(2002) en humanos, permitieron identificar a ABCG2
como un marcador de células stem (multitopotentes) a
través de la expulsién del Hoechst 33342, un colorante
fluorescente, sustrato del transportador. ABCG2 se
expresa en una subpoblacién de las células stem,
denominada SP (side population cells), presente en la
mayoria de los tejidos corporales (Lin y Goodell, 2004;
Fatimay cols. 2012) incluyendo tejido musculary éseo. Los
ratones knock-out para Abcg2 poseen una cantidad
normal de células stem hematopoyéticas, aunque se ha
observado una disminucién significativa en la poblacién de
células SP. Esta subpoblacién SP presenta caracteristicas de
células stem ya que pueden autorenovarse y diferenciarse
al responder a las vias sefalizacién propias de las células
stem; ademds, son resistentes a agentes
quimioterapeuticos. Las células SP procedentes de
ratones knock-out para Abcg2 son mas sensibles a la
mitoxantrona, que es un agente quimioterapéutico
sustrato de Abcg2 (Zhou y cols., 2002). La expresién de
ABCG?2 parece que se correlaciona con el mantenimiento
de la poblacién en situacién de pluripotencialidad,
participando en la autorenovacién, asi como en la
regeneracion de tejido danado (Huls y cols., 2008). El
factor Nrf2 que es un sensor de estrés oxidativo, es capaz
de mantener el fenotipo celular SP induciendo la expresién
de ABCG2 a través de ARE, (elemento de respuesta
antioxidante), al actuar sobre su promotor. El fenotipo SP
también se ha encontrado en células stem embrionarias
(ES) en las que su renovacién depende de la homeostasis
del hemo regulada por ABCG2. El aumento de porfirinaen
células ES se correlaciona negativamente con la expresién
del gen Nanog, gen implicado en el mantenimiento de la
pluripotencia (Susanto y cols. 2008). Se ha descrito
también que la inhibicién del transportador por RNAi en
células tumorales (Chen y cols 2010) disminuye la
proliferacién celular y el efecto contrario a través de la
activacion de la senalizacion del oncogén Notch, implicado
en el desarrollo de leucemia, aumentando la expresién de
ABCG2 en células SP (Bhattacharyay cols. 2007).

En el rindn, inicialmente se localizé ABCG2 en el
tubulo distal (Fetsch y cols., 2006) y estudios posteriores
detectaron expresién en el borde en cepillo de las células
epiteliales del tubulo proximal (Huls y cols., 2008), lo que
sugiere una posible participacion de ABCG2 en la
excrecion renal de compuestos. La importancia de
ABCG?2 en relacién al transporte de acido Urico se pone de
manifiesto cuando se descubre que ABCG2 funciona
como un transportador de urato implicado en la excrecion

de Urico en el rindn (Woodward et al.2009), y aqui cobra
interés otro de los aspectos mas estudiados en ABCG2
que es la existencia de polimorfismos que afectan a su
expresién y funcién. Varios estudios han demostrado que
el SNP Q141K implica menor expresién de la proteina en
comparaciéon con ABCG2 wild-type, tanto en células
transfectadas como en tejidos humanos (Kondo y cols.,
2004). Ademas, la presencia de Q41K esta relacionada
con un aumento de acido Urico en plasmayy, por tanto, con
un mayor riesgo de padecer gota (Matsuo y cols., 201 I).

Recientemente, se ha observado que ABCG2 nos
proporciona una nueva clasificacién de los grupos
sanguineos. Asi, este transportador es responsable de la
presencia del antigeno Jra (Junior antigen) y se han descrito
8 mutaciones de ABCG2 relacionadas con el fenotipo Jr(a-)
y con una mayor susceptibilidad a los sustratos del
transportador (Saisony cols., 2012; Zelinskiy cols., 2012).

La elevada expresién del transportador ABCG2
en la glandula mamaria de distintas especies (ratones,
ovejas, vacas y humanos) en lactacién, y su papel en la
excrecién de diversos compuestos (vitaminas, farmacos y
toxinas) a leche (Jonkery cols., 2005; Pulido y cols., 2006),
es el objeto de gran parte de nuestra investigacion.
Estudios inmunohistoquimicos y por western-blot,
realizados en diferentes estados de desarrollo de la
glandula mamaria, revelaron que Abcg2 no se expresa en
ratones hembra de 8 6 14 semanas de edad, pero en la
lactacién aumenta su expresiéon considerablemente,
disminuyendo durante la involucién de la glandula.
Vitaminas, como la riboflavina (vitamina B2), la biotina 'y la
vitamina K son transportadas hacia la leche mediante
ABCG2 (van Herwaarden y cols., 2007; Vlaming y cols.,
2009). El transporte de farmacos a leche cobra especial
relevancia en el caso de la leche de rumiantes. En ganado
ovino la excrecién en leche de algunos antibiéticos se
puede inhibir con la coadministracién de inhibidores de
ABCG2, como son algunas isoflavonas (Pulido y cols.,
2006; Pérez y cols., 2009; Real y cols., 201 I). En realidad
ABCG2 en glandula mamaria concentra algunos
compuestos de naturaleza téxica en la leche materna que
sirve para la alimentacién de las crias, funcién que no es
precisamente protectora. Se ha especulado con la
posibilidad de que su funcién en ese érgano sea facilitar la
formaciény el desarrollo de mecanismos de detoxificacion
en el neonato, ademas del aporte de algunos nutrientes.
No obstante, muchas de las funciones de transporte que
puede desarrollar ABCG2 en la glandula mamaria, estan
aun por dilucidar, como por ejemplo la del transporte de
acido Urico, de la que aln no se conoce su alcance,
especulandose sobre la influencia en la capacidad
antioxidante del acido Urico en laleche.

Por ultimo, cabe mencionar que dentro de los
factores que regulan la expresiéon de ABCG2 se
encuentran hormonas tales como el estradiol (E2), que
actlia como activador o represor, a través de la unién del



receptor de estrégenos o (ERa) al elemento de repuestaa
estradiol (ERE) (Ee y cols., 2004) y la progesterona, que
aumenta la expresion de ABCG2 a través de la unién de la
isoforma B del receptor (PRB) al elemento de respuesta a
la progesterona, que se encuentra superpuesto al ERE
(Wangy cols., 2008a).

Es indudable que este transportador presenta
multiplicidad de funciones y esta revisién lo ha querido
poner de manifiesto; de entre todas ellas cabe destacar las
implicadas en la proteccién celular, aunque su expresién en
las células SP le augura un futuro prometedor en el ambito
delainvestigacién centrada en la diferenciacién celular.
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La investigacion de las vias de senalizacién dependientes del calcio en el cancer ha experimentado un auge en los Ultimos
10 anos, ya que los datos que actualmente poseemos demuestran la importancia de dichas vias en la biologia de las
células cancerosas. Esta revision resume el conocimiento actual existente acerca del papel de un mecanismo de entrada
de calcio celular en particular, la entrada capacitativa de calcio (ECC), en la fisiologia de las células cancerosas



El uso del calcio (Ca™) libre en el citoplasma ([Ca’*],) como
segundo mensajero por parte de las células, es un
mecanismo esencial del cual dependen una multitud de
funciones celulares, tanto basicas como especializadas,
como por ejemplo la expresién génica, muchas funciones
metabdlicas, la secrecién, la apoptosis, la quimiotaxis y la
migracién celular, la contraccion muscular y la plasticidad
sinaptica neuronal (Parkash y Asotra; 2010). Este sistema
de senalizacién celular se basa en incrementos de [Ca’"],
transitorios, a modo de picos o trenes de picos
(oscilaciones o espigas), muy localizados en pequeias
zonas del citoplasma conocidas como microdominios
subcelulares. Para generar dichos picos de [Ca**],, la célula
recurre a la liberacién controlada de Ca’* previamente
almacenado en determinadas organelas internas y/o a la
entrada de una parte del Ca" extracelular al citoplasma,
todo ello a través de moléculas especializadas, localizadas
en la membrana plasmatica, que actlan como canales de
Ca’ (Berna-Erroy col.; 2012). Debido a la implicacién del
Ca™ en tantas funciones celulares basicas, no es de
extranar que también posea una funcién notable en
muchos procesos que desarrollan las células cancerosas
durante la tumorigénesis, tales como la resistencia a la
apoptosis, la proliferacion celular, la intercomunicacién
célula-microambiente, la invasion tisular, la migracién
celular o la metastasis y, finalmente, la neovascularizacién o
angiogénesis (Parkash y Asotra; 2010, Fiorio Pla y col.;
2012). Un mecanismo celular conocido como “entrada
capacitativa de Ca’"” (ECC), o también como “entrada de
Ca™" regulada por los depésitos intracelulares” ha cobrado
especial interés entre los mecanismos clasicos de
sefializacién de Ca’* (Berna-Erro y col.; 2012). Dicho
mecanismo promueve una entrada de Ca’* extracelular al
citoplasma una vez se han vaciado o agotado las reservas
de Ca’" almacenadas en sus depésitos intracelulares, tales
como el reticulo endoplasmatico (RE) o almacenes de
naturaleza acidica. A nivel molecular, unas moléculas
sensoras de Ca’’ alojadas en las membranas de estos
llamadas STIMI y STIM2, detectan la
reduccién del contenido de Ca** almacenado y activan los
canales de Ca’* SOC localizados en la membrana

almacenes,

plasmatica (Lopez y col.; 2012). A este Ultimo grupo
pertenecen los canales de la familia Orai (Orail, 2y 3) y
algunos miembros de la familia de canales TRPC, tales
como TRPCI, TRPC3y TRPCé6 (Salidoy col.; 201 I, Berna-
Erro y col.; 2012). La ECC participa basicamente en el
rellenado de los depésitos intracelulares de Ca™, cuyo
agotamiento llevaria a la célula a un estado patoldgico
(Mekahliy col.; 201 1), y en vias de sefalizacién intracelular
dependientes de Ca’* (Berna-Erroy col.; 2012). La funcién
fisiolégica del mecanismo de la ECC es extremadamente
importante, ya que personas que poseen una deficiencia
hereditaria en la ECC presentan un cuadro clinico muy
inmunodeficiencia combinada

similar al sindrome de

severa, el cual se caracteriza por un fallo generalizado de
las defensas inmunolégicas que resulta fatal si no se realiza
un trasplante de médula ésea a tiempo. Este sindrome
inmunolégico va acompanado de deficiencias motoras de
origen muscular o nervioso y de otras deficiencias
asociadas, indicando que la ECC es también importante
para lafisiologia de otros tejidos (Berna-Erroy col.; 2012).
En estos Ultimos anos, se viene demostrando, de manera
incipiente, que la ECC participa en distintos aspectos
funcionales de las células cancerosas o tumorales.

Remodelacion de la ECC en células cancerosas.

Se ha comprobado que la expresién de los diferentes
componentes moleculares de la ECC est4 alterada en
células cancerosas en muchos casos, mostrando
normalmente una expresién incrementada. Por ejemplo,
se ha constatado una elevada expresion de Orai3 en
células de tumores cancerosos mamarios (Faouzi y col.;
201 1), de STIMI en el 71% de los casos de cancer cervical
en estadio temprano (Chen y col.; 201 1), de TRPCI en
adenocarcinoma de mama(Dhennin-Duthille y col.; 201 1),
y de TRPC6 en células de glioma, de cancer de eséfagoy en
células epiteliales de cancer gastrico (Caiy col.; 2009, Shiy
col.; 2009, Ding y col.; 2010). Todo ello indicaria pues, que
las células cancerosas necesitan remodelar su mecanismo
de ECC para adaptarse a su nuevasituacién.

Expresion diferencial de

moleculares de la ECCy cancer.
Por otra parte, se ha podido comprobar que la ECC esta
regulada por diferentes componentes moleculares en
diferentes células cancerosas, y que podria estar
relacionada con las diferentes caracteristicas cancerigenas
observadas en diversas células cancerosas. Por ejemplo,
lineas celulares de cincer de mama que poseen receptores
de estrégenos (ER") presentan una ECC principalmente
regulada por STIMI/2 y Orai3, mientras que células de
cancer de mama que carecen de ellos (ER) presentan una
ECC regulada principalmente por STIMI y Orail (Motiani
y col; 2010). Su ECC posee diferentes propiedades
biofisicas y eléctricas, indicando que la composicién
molecular de la ECC podria determinar sus propiedades.
Otro estudio a constatado que los tumores de cancer de
mama cuyas células poseen una mayor proporcién de
moléculas STIMI respecto a STIM2, tienen una prognosis
significativamente peor (McAndrew y col.; 201 1). Por otra
parte, se ha observado que la sobreexpresién de STIM2 en
el 63.5% de los casos de tumor colorectal esta asociada a
una proliferacion celular disminuida y a un fenotipo menos
invasivo, sugiriendo que el aumento de la expresién de
STIM2 confiere un fenotipo menos agresivo (Aytes y col.;
2012). En otros modelos celulares se ha observado que la
sobreexpresion de STIM2 esta asociada a una reduccién
de la ECC (Lopez y col.; 2012), sugiriendo que el fenotipo
menos agresivo pudiera estar asociado también a una ECC

los componentes
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reducida. De hecho, las células de melanoma B16BL6
malignas muestran una ECC elevada en comparacién con
células B16BL6 no malignas (Feldman y col.; 2010). Por
tanto, la actividad de la ECC y sus propiedades biofisicas
podria determinar también la agresividad del tejido
tumoral.

Proliferacion celular.

Se ha constatado que la ECC también participa en la
proliferaciéon de las células cancerosas (Courjaret y
Machaca; 2012). Por ejemplo, la inhibicién mediante
técnicas de micro ARN de interferencia (siRNA) de la
expresion de Orai3 “in vitro” en células cancerosas MCF-7
atenUa su acelerada proliferacién celular, indicando una
funcién importante de Orai3 en su fisiologia (Faouzi y col.;
201 I, Motianiy col.; 2012). En células de cancer cervical, el
silenciamiento de la expresién de STIMI también
disminuye su proliferacién (Cheny col.; 201 I'). Resultados
similares se han obtenido inhibiendo farmacolégicamente
la ECC en lineas celulares humanas U251 de glioblastoma
multiforme (Liu y col.; 2011). De manera opuesta, la
sobreexpresién "in vitro" de Orail en lineas celulares de
cancer de pulmén A549 atenta su proliferacién (Hou y
col.; 2011). En la linea celular de glioma multiforme
D54MG, la inhibicién farmacolégica o el silenciamiento
mediante siRNA de TRPCI produce una disminucién de la
ECC que desemboca en una divisién incompleta y una
reduccién de la proliferaciéon en estas células (Bomben y
Sontheimer; 2010). Por el contrario, la sobreexpresién de
TRPCI observada en células de adenocarcinoma de mama
se correlaciona con su acelerada proliferacién patolégica
(Dhennin-Duthille y col.; 201 I). También se ha visto que
TRPCé participa en la proliferacién de lineas celulares
humanas de cancer hepatico DUI145, PC3, Huh-7 y
HepG2 (El Boustany y col.; 2008, Wang y col.; 2010). La
sobreexpresion o el silenciamiento “in vitro” de TRPC6 en
dichas células aumenta o disminuye, respectivamente, la
entrada de Ca™ a la célulay su velocidad de proliferacién.
Ademas, se he encontrado que la expresién de TRPC6 es
mayor en hepatocitos extraidos de tumores que de tejidos
sanos, indicando todo ello que el incremento de TRPC6 en
tejidos cancerosos pudiera ser responsable en parte de su
exacerbada proliferacién (El Boustany y col.; 2008).
Resultados similares acerca de la expresién de TRPC6 se
han obtenido con células de glioma humanas, de cancer de
mama, en células escamosas de cancer de eséfago o en
células epiteliales de cancer gastrico (Guilbert y col.; 2008,
Aydary col.; 2009, Caiy col.; 2009, Shiy col.; 2009, Dingy
col.; 2010, Ding y col.; 2010, Dhennin-Duthille y col.;
201 1). Debido a su papel en la proliferacién celular, TRPCé
también juega un papel importante en el desarrollo del
fenotipo mas maligno y agresivo que suelen desarrollar
este tipo de células cancerosas en condiciones de hipoxia,
asi como el tamafo del tumor que generan dichas células

trasplantadas en modelos animales “in vivo” (Cai y col.;
2009, Shiy col.; 2009, Chigurupatiy col.; 2010, Dingy col.;
2010). El silenciamiento de TRPCé6 en células de glioma
también aumenta la eficacia del tratamiento antitumoral
mediante radiacién ionizante, indicando que la
sobreexpresion de TRPC6 es responsable de su acelerado
crecimiento celular. Por Gltimo, en células de cancer de
ovario humano se ha comprobado que TRPC3 participa
tanto en proliferacién celular como en crecimiento
tumoral en ratones inyectados con dichas células
modificadas(Yangy col.; 2009).

Apoptosis.

También se ha comprobado la participacién de la ECC
en la apoptosis de células cancerosas. La inhibicién
farmacolégica de la ECC o la reduccién de la expresién
de STIMI mediante siRNA inhibe la apoptosis de las
células de cancer de colon HCT-116 inducido por
butirato de sodio (Sun y col.; 2012). Otro estudio
sugiere que la resistencia a la apoptosis que presentan
las células de cancer de préstata andrégeno-
independientes esta asociada a una disminucién de la
expresion de Orail y de la ECC (Flourakis y col.; 2010).
En dichas células, la sobreexpresién “in vitro” de Orail
restablece la ECC y la apoptosis celular a niveles
normales (Flourakis y col.; 2010). Esto indica que la
alteraciéon de la expresion de Orail y la funcién de la
ECC, en este caso su disminucién, poseen un papel
critico en la adquisicién de la resistencia apoptética en
estas células. Resultados similares se han observado en
otras lineas celulares de cancer de préstata humano
llamadas DU 145, las cuales presentan una disminucién de
la expresiéon de Orail y de la ECC inducida por la
sobreexpresion del gen SOX2, y esto les confiere
resistenciaalaapoptosis(Jiay col.; 201 I).

Migracion, metastasis e invasion.

El silenciamiento o la sobreexpresiéon de TRPCI en lineas
celulares de cancer de préstata PC-3 inhibe la migracién
de estas células, indicando que el adecuado control de la
entrada de Ca’* mediado por este canal es necesario para
la migracion (Maroto y col.; 2012). También se ha
encontrado que este mismo canal es esencial para la
migracién quimiotactica “in vitro” de células de glioma
inducida por EGF, ya que el silenciamiento de TRPCI
mediante siRNA inhibe su migracién (Bomben y col;
201 I). El silenciamiento de la expresién de STIMI y Orail,
o la inhibicién farmacolégica de la ECC, reduce
considerablemente la migraciéon “in vitro” de lineas
celulares de cancer de mama humanas MDA-MB-231
(Yang y col.; 2009). Este
resultado también se a comprobado “in vivo” en modelos
animales, donde se observa una disminucioén de la invasién
de dichas células una vez tratadas y transplantadas. En
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lineas celulares humanas de carcinoma nasofaringeo
CNE?2, el silenciamiento mediante siRNA de TRPCI
produce una disminucién de las propiedades adhesivas e
invasivas de estas células cancerosas, indicando que este
canal podria estar involucrado en la fase de metastasis e
invasion de este tipo de cancer(Hey col.; 2012).

Angiogénesis.

La angiogénesis es el proceso por el cual, las células
epiteliales progenitoras (CEP) generan nuevos vasos
sanguineos durante el desarrollo de cualquier organismo
multicelular. Las células cancerosas que forman tumores
soélidos son capaces de estimular esta actividad y forzar a
las CEP a formar nuevos vasos que rodean e irrigan lamasa
tumoral, un proceso imprescindible para el crecimiento
deltumor unavez ha alcanzado un tamafo critico, yaque la
inhibicién de la formacién de vasos frena en muchos casos
su crecimiento. Estudios recientes también han
constatado la participacién de la ECC en la angiogénesis
(Fiorio Pla 'y col.; 2012). Por ejemplo, estudios “in vitro”
han demostrado que tanto el silenciamiento mediante
técnicas de siRNA de Orail, TRPC3 o TRPCé6é en CEP
inhibe su capacidad de formacién de nuevos vasos “in
vitro” (Hamdollah Zadeh y col.; 2008, Ge y col.; 2009, Kini
y col; 2010, Li y col; 2011, Antigny y col; 2012),
sugiriendo que también pudiera tener una funcién similar
durante la angiogénesis en procesos tumorales. Por otra
parte, se ha comprobado que las CEP aisladas de la sangre
de pacientes con cancer sufren una remodelacién del
mecanismo de la ECC, incrementando la expresién de
Orail, STIMI y TRPCI, e indicando una posible funcién
importante de la ECC durante la angiogénesis inducida por
tumores(Lodolay col.; 2012).

En cuanto al papel de la ECC en la capacidad de
induccién de nuevos vasos por parte de las células
cancerosas, el silenciamiento de STIMI| en células de
cancer cervical mediante siRNA inhibe la angiogénesis en
modelos animales (Chen y col.; 2011). En este mismo
sentido, el silenciamiento de TRPCé6 mediante siRNA en
células humanas de glioma U373MG reduce su capacidad
de estimular la formacién de nuevos vasos “in vitro” si se
cultivan junto con células endoteliales vasculares HMEC- |
(Chigurupati y col.; 2010). Y en modelos animales, se ha
visto que el silenciamiento de TRPC6 en células de glioma
también inhibe la angiogénesis(Chigurupatiy col.; 2010).

Nuevas terapias contra el cancer.

La creciente participacién de la ECC en el establecimiento
de las diferentes caracteristicas fisiolégicas de las células
cancerosas indica que este mecanismo se tiene que tener
muy en cuenta en el disefio de nuevas terapias anti-
tumorales. Como hemos ido viendo anteriormente, la
inhibicién farmacolégica de la entrada de Ca’" usando
inhibidores especificos de la ECC, tales como BTP-2, 2-

APB, SKF-96365 o dietilestilbestrol , reducen a su vez la
proliferacién exacerbada y descontrolada de lineas
cancerosas “in vitro”, asi como la capacidad de metastasis
(Yangy col.; 2009, Bomben y Sontheimer; 2010, Liuy col.;
2011, Lodolaycol.; 2012, Suny col.; 2012), sugiriendo que
el disefio farmacos que sean capaces de modular
especificamente la ECC abre una nueva via de terapias
contra el cancer. Por ejemplo, se sabe que el tipifarnib
(perteneciente al grupo de los inhibidores de
farnesiltransferasa) induce la apoptosis en células
cancerosas de laleucemia mieloide aguda al producir unala
sobrecarga citotéxica de Ca’ intracelular mediante la
activacién especifica de canales de Ca’* de la membrana
plasmatica que probablemente participen en la ECC
(Yanamandra y col.; 201 1). A su vez, se ha sugerido que
ciertos componentes moleculares de la ECC pudieran
usarse como biomarcadores de procesos cancerigenos, y
el andlisis de su expresién en biopsias de tejido tumoral
podria proporcionar informacién valiosa para el
prondstico de su evoluciéon. Asi, como hemos visto
anteriormente, la proporcién relativa de STIMI y STIM2
podria usarse como marcadores de prognosis, agresividad
y progresiéon tumoral en cancer de mama (McAndrew y
col.; 2011, Aytes y col.; 2012). De hecho, Ia
sobreexpresiéon de STIMI observada en la mayoria de los
casos de cancer cervical en estadio temprano podria estar
asociada a un mayor riesgo de metastasis y resistencia
(Chen y col.; 201 1). En el caso del adenocarcinoma de
pulmén, la alta expresién del canal TRPC3 estd asociada a
una prognosis mas favorable(Saitoy col.; 201 1).
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Comemos con laboca, pero paladeamos con los sentidos. Un acto aparentemente tan sencillo como ingerir un alimento pone
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Esun libro sencillo que condensaen sus poco mas de cien paginas uno de los mejores ejemplos de divulgacién cientifica que
se hayan hecho tltimamente en Espafa. El autor atrapa al lector con su narracion, lo sorprende con anécdotas ex- traidas de
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determinados alimentos, qué papel juegan los distintos sentidos, y nosolo el gusto, en esta eleccién o por qué alos nifos se les
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