Resumen

El calcio es uno de los constituyentes iónicos más importantes en el organismo. Tiene un rol regulador esencial en los procesos de diferenciación, secreción, contracción, transcripción, fosforilación y apoptosis. Los derivados de tetrahidroquinolinas, conforman una importante clase de compuestos naturales o sintéticos que han mostrado un amplio rango de actividades biológicas, entre las que se incluyen antimalárica, antitumoral y antimicobacterial. En esta investigación nosotros empleamos las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92, derivadas de plantas de clavo y canela, para determinar el efecto de éstas sobre la homeostasis de Ca2+ intracelular y la apoptosis de las células de cáncer de mama MCF-7. Se demostró que estos compuestos inducen un incremento de la [Ca2+]i con la contribución de una entrada de Ca2+ desde el exterior celular, mediada por una entrada capacitativa de Ca2+. El Ca2+ es liberado desde el RE, un compartimiento sensible a la Tg. Tanto el JS-56 como el JS-92 fueron capaces de inhibir parcialmente la actividad de la SERCA, de una forma dosis dependiente. Además, estas tetrahidroquinolinas disminuyeron el potencial electroquímico mitocondrial, siendo capaces de generar una disminución del ∆ψ mitocondrial adicional tras el tratamiento con Tg, posiblemente a través de un mecanismo independiente de la captación de Ca2+ por parte del uniporte electroforético mitocondrial. Así mismo, se evaluó el efecto de estas tetrahidroquinolinas sobre la inducción de la apoptosis en las células MCF-7 evidenciando que el tratamiento con el JS-56 y el JS-92 inducen citotoxicidad, siendo el efecto del JS-92 más potente. También se observó que el JS-56 y el JS-92 fueron capaces de activar la caspasa 9 (iniciadora) y 7 (efectora), además de inducir la fragmentación del ADN. Finalmente, evaluamos el efecto de las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 sobre la expresión genética NF-κB dependiente, un importante factor de transcripción implicado en numerosos procesos celulares, como la apoptosis. Demostramos que el JS-56 y el JS-92 potencian el efecto del PMA sobre la expresión genética NF-κB-dependiente.

1.  Introducción

1.1. El ion Calcio (Ca2+)


El Ca2+ es uno de los constituyentes iónicos más importantes en el organismo. Tiene un rol regulador esencial en determinados procesos de diferenciación, secreción, contracción, transcripción, fosforilación y apoptosis. Una contribución metodológica importante fue la publicada por Schwarzenbach y Ackermann(1954) en la que se describía la síntesis del EDTA y la caracterización de sus propiedades quelantes de Ca2+. Luego de este hallazgo, siguieron una serie de descubrimientos en las décadas 50 y 60 que permitieron dar rumbo a lo que se conoce hoy en día sobre el Ca2+ y su papel en la señalización celular.  Fue a través del EDTA que Bozler demostró en 1954 que al remover el Ca2+ con EDTA las fibras musculares se relajaban. Luego Weber, en 1959, demostró que el Ca2+ se une a la actomiosina de miofibrillas activadas. Otros descubrimientos se realizaron en los laboratorios de Hasselbach y Makinose (1961) y Ebashi y Lipmann (1962), los cuales mostraban que las vesículas aisladas del retículo sarcoplasmático acumulaban Ca2+ en un sistema energizado con ATP. En 1965, Ebashi y Kodama determinaron que la troponina c, una de las subunidades de la tropomiosina, es el receptor del Ca2+ que media la contracción miofibrilar. Gracias a estos y otros descubrimientos, el interés por el papel del Ca2+ en la señalización celular comenzó a incrementar. Este elemento es ahora reconocido como un elemento esencial que acompaña a todas las células eucariotas, actuando de forma ubicua, desde sus orígenes en la fertilización hasta la eventual muerte al final del ciclo de vida (Carafoli, 2002).
     
Una vez que el Ca2+ fue reconocido como portador de señales, comenzó a ser importante entender como su concentración dentro de las células era regulado. La formación de complejos reversibles con ciertos ligandos podría ser una de las maneras de regular la concentración de este catión en las células. Una revelación en esta dirección fue la obtención de la estructura cristalina de la parvalbúmina por Kretsinger y Nockolds en 1972. Esta proteína con alta afinidad por el Ca2+, cuya función era un misterio, resultó ser la progenitora de una familia de proteínas conocidas como ''mano EF'', las cuales alcanzan un número aproximado de 600 miembros, entre las que se encuentra la calmodulina. Estas proteínas además de amortiguar la concentración de Ca2+ también son capaces de descodificar y transmitir la señal mediada por este catión (Carafoli, 2002). La concentración de Ca2+ extracelular es de alrededor de 2 mM, mientras que la concentración de este catión en el citoplasma está entre 50 y 100 nM (Benaim, 1993), una considerable asimetría. Si consideramos que el potencial eléctrico de la membrana plasmática en el interior de la célula es negativo, y tomando en cuenta que el Ca2+ posee dos cargas positivas, se presenta una muy fuerte tendencia a la entrada de este catión al interior celular; sin embargo, la célula ejecuta diversos mecanismos de regulación que le permiten mantener esta asimetría (Carafoli, 1987).
    
 Existen otras proteínas que no están involucradas directamente en la señalización mediada por Ca2+, pero si participan en la regulación de su concentración (Fig.1). Entre ellas están los canales de Ca2+ de la membrana plasmática que son activados por voltaje, por ligandos, o por vaciamiento de reservorios intracelulares de Ca2+. En el retículo endoplasmático (RE) existen receptores activados por los ligandos inositol 1-4-5 trisfosfato (InsP3), rianodina y ADP ribosa cíclica, los cuales provocan la liberación de Ca2+ almacenado en este reservorio. También en la regulación de la concentración de este catión participan las ATPasas ubicadas en la membrana plasmática (PMCA) y en el retículo (sarco) endoplasmático (SERCA), las cuales transportan el Ca2+ hacia el medio extracelular o al interior del RE, respectivamente. ATPasas involucradas en el transporte de Ca2+ se han localizado también en el Golgi y la envoltura nuclear. Otros transportadores son los intercambiadores Na+/Ca2+ (NCX) de los cuales existen dos tipos, los que se encuentran en la membrana plasmática y los que se localizan en la membrana interna de la mitocondria, y se encargan de trasladar el Ca2+ desde el citoplasma hacia el exterior celular y del interior de la mitocondria hacia el citoplasma, respectivamente (Carafoli, 2002).
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Fig. 1: Distintos transportadores involucrados en la regulación de la concentración de Ca2+ (Carafoli, 2002)

   1.1.1. Canales de Ca2+ de la membrana plasmática

    
El ion Ca2+ funciona como un importante mediador de la señalización celular tanto en tejidos excitables como en no excitables. La elevación de la [Ca2+]i dispara una serie de respuestas fisiológicas tales como la contracción del músculo cardíaco, la secreción de hormonas, la liberación de neurotransmisores y la activación tanto de enzimas como también de la transcripción genética Ca2+-dependiente, por nombrar algunos (Wheeler y col., 1994; Dolmetsch y col., 2001; Cribbs, 2010; Seisenberger y col., 2000; Comunanza y col., 2010). La entrada del Ca2+ a las células, desde el exterior celular, está regulada por canales iónicos siguiendo el gradiente electroquímico, con la consecuente elevación de los niveles de Ca2+ intracelular. Estos canales son proteínas transmembranales constituidas de varias subunidades que forman un poro. Pueden estar compuestas de subunidades diferentes o estar formadas por un solo tipo de subunidad. Basados en el modo de activación, los canales de Ca2+ de la membrana plasmática se clasifican de forma general en canales VOC, los cuales son activados directamente por la despolarización de la membrana (dependientes de voltaje); canales ROC o activados por ligandos y los canales SOC, los cuales son activados por vaciamiento de los reservorios intracelulares (Pimentel y Benaim, 2012).

En las células excitables, como las neuronas y las células musculares, la entrada de Ca2+ está dada por la activación de canales de Ca2+ dependientes de bajo y alto voltaje (Fig. 2) (Bean, 1989). Estos tipos de canales, de bajo y alto voltaje, pueden distinguirse en base a su umbral de activación, con los canales de bajo voltaje activándose a un valor cercano al potencial de membrana en reposo (Tsien y col., 1988). En contraste, la familia de los canales de alto voltaje, que incluye a los subtipos L, N, P/Q y R, requiere una despolarización de membrana mayor para su apertura (Catterall y col., 2005). Estos subtipos difieren en su distribución celular y subcelular, propiedades funcionales y perfiles farmacológicos (McKay y col., 2006; Westenbroek y col., 1992; Belardetti y Zamponi, 2008; Catterall, 2000; Nestler y col., 2001). Además, estos subtipos ejecutan diferentes funciones celulares. Por ejemplo, los canales de Ca2+ de tipo T están involucrados en la regulación de la excitabilidad celular (Kim y col., 2001; Khosravani y Zamponi, 2006; Cain y Snutch, 2010), los canales de tipo N y P/Q median la rápida liberación de neurotransmisores (Wheeler y col., 1994), y los canales de Ca2+ de tipo L median diversas funciones como el acoplamiento excitación-contracción en el corazón, la secreción de la insulina y la transcripción genética Ca2+-dependiente (Gómez y col., 1997; Drews y col., 2010; Fossat y col., 2010; Tanabe y col., 1990; Koschak, 2010). 


Existen numerosos ejemplos de proteínas citoplasmáticas interaccionando con los canales de Ca2+ voltaje dependiente. La calmodulina, perteneciente a la familia proteica ''mano EF'', es capaz de co-ensamblarse con los canales de alto voltaje, regulando los canales de una forma tal que la inactivación o facilitación de la apertura de los mismos sea Ca2+-dependiente (Minor y Findeisen, 2010; Tadross y col., 2008; Liu y col., 2010).
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Fig. 2: Canal de Ca2+ voltaje-dependiente. La estructura representada en la figura es la más usual, con ligeras diferencias entre los distintos subtipos existentes (Lacinová, 2005).

La incorporación de una proteína de señalización de Ca2+ a estos canales es un indicativo de la noción de que estos canales no operan de forma aislada, formando grandes complejos de señalización que no solo están diseñados para incrementar la eficiencia del acoplamiento entre la entrada de Ca2+ y los eventos de señalización subsecuentes, sino también provee una manera de regular la actividad de estos canales ''per se'' (Turner y col., 2011). Incluso, algunos tipos de canales de Ca2+ son capaces de interactuar no solo con ciertas proteínas citoplasmáticas, sino también con proteínas de membrana, tales como receptores y canales iónicos, formándose complejos de señalización fisiológicos que pueden o permitir una mayor eficiencia en la regulación de la actividad de estos canales de Ca2+ o facilitar la especificidad de la señalización del Ca2+ (Altier y Zimponi, 2008). 
     
El término ROC fue propuesto simultáneamente por Van Breemen (1978) y Bolton (1979) para definir cualquier canal de membrana cuya apertura está mediada por la unión de un agonista a su receptor independientemente de los cambios en el potencial de membrana. Estos canales se encuentran expresados tanto en células excitables como en no excitables, y se pueden clasificar en 2 grupos: canales operados por receptores (ionotrópicos) y aquellos operados por segundos mensajeros (metabotrópicos) (Fig. 3) (Pimentel y Benaim, 2012). Los canales ligando-dependientes ionotrópicos requieren la unión de una sustancia al propio canal para permitir el paso de Ca2+. Los canales metabotrópicos requieren que una sustancia se una a un receptor de membrana alejado del canal para que se active una cadena de segundos mensajeros y estos activen finalmente el canal. Hay 2 grandes familias de receptores metabotrópicos, los receptores acoplados a una proteína G y los receptores acoplados a una tirosina quinasa. Entre los ligandos que pueden activar estos canales se encuentran la acetilcolina, noradrenalina, endotelina, angiotensina II, serotonina, vasopresina y el neuropéptido Y (Berridge y col., 2003).
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Fig. 3: Canales de Ca2+ activados por ligando. Ionotrópicos (izquierda) y metabotrópicos (derecha).http://www.javeriana.edu.co/Facultades/Ciencias/neurobioquimica/libros/neurobioquimica/receptores.htm (Consulta: 22 de agosto de 2012)
     
Takemura en 1989 describe un proceso en el cual el vaciamiento de depósitos de Ca2+ impulsa el flujo de Ca2+ desde el exterior al interior celular. La entrada de Ca2+ operada por reservorio fue propuesta por Putney en 1986, quien usó el término de “entrada de capacitativa de Ca2+” para describir el fenómeno de acoplamiento entre la [Ca2+] en el RE y la activación de la entrada de Ca2+ a través de la membrana en células no excitables. Así, el vaciamiento de los depósitos intracelulares de Ca2+ activa la entrada de Ca2+ a través de canales localizados en la membrana plasmática. A este tipo de canales se los ha denominado SOC (Putney, 1986), los cuales son altamente selectivos a Ca2+, no son voltaje dependientes y poseen una corriente que se ha denominado corriente de Ca2+ activada por liberación de Ca2+ (Icrac). El retículo endoplasmático (RE) es un organelo que lleva a cabo numerosos procesos interdependientes (Berridge, 2002). En adición a su conocido rol como reservorio de Ca2+, el plegamiento de las proteínas ocurre en el lumen del RE. En el lumen, numerosas chaperonas Ca2+-dependientes permiten el plegamiento de las nuevas proteínas sintetizadas que son posteriormente enviadas a sus respectivos destinos. La apoptosis puede ser inducida por depleción de Ca2+ del RE por un lapso prolongado, proceso del que se discutirá más adelante. Para preservar la funcionalidad integral del RE, es fundamental que el contenido de Ca2+ no caiga a niveles muy bajos, o sea mantenido por un largo tiempo a estos niveles inferiores. Por lo tanto, el reaprovisionamiento de Ca2+ al RE es un proceso central en las células eucariotas. Debido a que una caída de los niveles de Ca2+ en el RE activa los SOC en la membrana plasmática, podríamos pensar que una de las funciones principales de la entrada de Ca2+ por esta vía, es el mantenimiento de niveles apropiados de Ca2+ en el RE, para el óptimo plegamiento de las proteínas (Parekh y Putney, 2005). Es importante señalar que es la depleción de Ca2+ del RE ''per se'' y no el Ca2+ liberado desde los depósitos lo que activa a los SOC. Esto se ha demostrado experimentalmente mediante el uso de inhibidores de la SERCA, tapsigargina y el ácido ciclopiazónico (González de La Fuente y col., 1995; Thastrup y col, 1990). 

Los SOC están sujetos a mecanismos inhibitorios que pueden operar de forma directa o indirecta en períodos que van desde los milisegundos hasta los minutos. Se ha reportado que la adición de la esfingomielinasa, esfingosina o ceramida (Breittmayer y col., 1994; Mathes y col., 1998; Tornquist y col., 1999) reduce la entrada de Ca2+ generada por tapsigargina, lo que indica que estos efectores podrían regular el influjo de Ca2+ a través de los SOC. El óxido nítrico puede dificultar el influjo de Ca2+ a través de estos canales, al estimular el proceso de recarga de Ca2+ en el RE. Si este tipo de canales son activados por vaciamiento de los reservorios intracelulares, entonces la recarga de los reservorios inactiva el influjo de Ca2+ (Cohen y col., 1999; Dedkova y Blatter, 2002; Trepakova y col., 1999). La proteína quinasa C (PKC) es capaz de inhibir la Icrac, con algunas variaciones dependiendo del tipo celular (Montero y col., 1994; Parekh y Penner, 1995). Incluso existe una inactivación dependiente de Ca2+, donde este ión inhibe el influjo adicional a través de estos canales (Fierro y Parekh, 2000; Jacob, 1990)

Ha sido un misterio el mecanismo por el cual los canales SOC se activan, es decir, ¿cómo se establece la conexión entre el contenido de Ca2+ en los reservorios intracelulares y la apertura de los canales SOC? A través de determinados experimentos de selección de genes y medición de Icrac se reveló el rol esencial de la molécula de interacción del estroma 1 (STIM1) en la activación de los canales SOC (Putney, 2005). Este autor propone que la disminución del contenido de Ca2+ en el RE, por la unión del inositol-1-4-5-trisfosfato (InsP3) a su receptor ubicado en la membrana del retículo (proceso que se discutirá más adelante), activa los canales SOC a través de un mecanismo en el cual participa STIM1 ubicado tanto en la membrana del retículo como en la membrana plasmática (Fig. 5). Lo que destaca de la estructura de STIM1 es la presencia de un dominio  ''mano EF'' en el extremo N-terminal situado en el lumen del RE y en el espacio extracelular, y posiblemente este dominio esté implicado en sensar el nivel de Ca2+ en el RE o regular la [Ca2+] a nivel de la membrana plasmática. Dada la presencia de dominios de interacción proteína-proteína se especula la posibilidad de que las proteínas STIM1 en el RE y en la membrana plasmática interactúen (Roos y col., 2005), explicándose como se establece la conexión entre los reservorios intracelulares y los canales SOC (Fig. 4).


Los canales SOC juegan un papel importante en numerosos procesos celulares que van desde la contracción muscular y la exocitosis hasta la transcripción de genes y la proliferación celular. Además, se ha asociado el influjo de Ca2+ a través de estos canales con la apoptosis, la cual discutiremos más adelante (Parekh y Putney, 2005).
[image: image1.emf]Fig. 4: Activación de los canales SOC vía STIM1 (Putney, 2005).

Investigaciones sobre el sistema de fototrasducción en Drosophila melanogaster permitieron la identificación de los llamados receptores de potencial transitorio (TRP, del inglés ''transient receptor potential''). Algunos miembros de la familia de genes trp pueden generar canales que poseen 6 segmentos transmembrana formando un poro permeable al Ca2+, los cuales son activados corriente abajo a la activación de la fosfolipasa C (PLC) (Hardie y Minke, 1993;Montel y Rubin, 1989). Dado que en algunos casos la entrada de Ca2+ a través de los SOC ocurre luego de la activación de la PLC, se especuló sobre la posibilidad del rol de los canales TRP en la entrada de Ca2+ activada por vaciamiento de los reservorios intracelulares. Cuando fue descubierto que las mutaciones en estos canales se traducía en un influjo defectuoso de Ca2+, y que además estos canales TRP fueron relativamente selectivos para este catión con una topología similar a los canales de Ca2+ voltaje-dependiente, se sugirió que éstos funcionaban de forma similar a los canales SOC (Hardie y Minke, 1993). Por ejemplo, Zhu y col. en el año 1996 expresaron TRPC1 y 3 en las células COS y observaron un incremento en la entrada de Ca2+ como respuesta a efectores que causan la liberación de Ca2+ desde el RE.   


Los TRPs están expresados en casi todos los tipos de células, tanto excitables como no excitables. Estos canales están presentes en todas las membranas celulares, exceptuando la envoltura nuclear y las membranas mitocondriales. Las funciones de los canales TRP son diversas dependiendo de los subtipos y de las moléculas accesorias con las que pueden estar asociadas. Mutaciones en los subtipos de los TRP pueden tener consecuencias graves, por ejemplo mal funcionamiento de los riñones, desorden en el crecimiento de los huesos, así como también complicaciones neurodegenerativas y cardíacas (Nilius y Owsianik, 2011).

   1.1.2. La Ca2+-ATPasa de la membrana plasmática (PMCA)


La Ca2+-ATPasa de la membrana plasmática (PMCA) fue descubierta en 1966 por Schatzmann como un sistema impulsado por ATP que expulsa el Ca2+ en eritrocitos. La bomba fue aislada y purificada en 1979 como una proteína de entre 130-150 kDa (Carafoli, 1987) operando con una alta afinidad por el Ca2+ pero con una baja capacidad de transporte. Transporta un ion Ca2+ por cada molécula de ATP que hidroliza. La PMCA forma parte del grupo de bombas iónicas de tipo P, las cuales forman un intermediario fosforilado durante su ciclo catalítico (Brini y Carafoli, 2009).

La PMCA es estimulada por la calmodulina (Carafoli, 1984; Benaim y col., 2004), al incrementar la Vmáx, la afinidad por el Ca2+ y por el ATP (Carafoli, 1987), sugiriéndose que la calmodulina ocasiona la remoción de una compuerta autoinhibitoria de la enzima. Esta enzima también puede ser estimulada por fosfolípidos acídicos y ácidos grasos polinsaturados de cadena larga (Carafoli, 1987), así como también es estimulada por fosforilación por diferentes proteínquinasas como la proteínquinasa A (PKA) y la C (PKC) (Benaim y col., 2004). El etanol y la ceramida también son capaces de estimular la PMCA purificada de eritrocitos humanos con un efecto estimulador aditivo al de la calmodulina, lo que sugiere que estos compuestos poseen diferentes mecanismos de acción (Benaim, 1994; Colina y col., 2004; Cervino y col., 1998). Entre los inhibidores de esta enzima se encuentran la esfingosina y el vanadato (Carafoli, 1994; Colina y col., 2004)

Se han descrito y caracterizado 4 isoformas de la PMCA, PMCA 1-4, las cuales son producto de 4 genes distintos y difieren en ciertas características. Las isoformas 1 y 4 son consideradas las isoformas que predominan en la homeóstasis del Ca2+ (housekeeping), expresándose en todas las células eucariotas. La PMCA está altamente expresada en el cerebro (principalmente las isoformas 2 y 3 sobre las otras dos). En las glándulas mamarias se han localizado las isoformas 1, 2 y 4 (Strehler y Zacharias, 2001). Se han descrito varias patologías genéticas y no genéticas vinculadas a disfunciones de la PMCA. En las glándulas mamarias, de particular interés en este estudio, la PMCA4 es la isoforma housekeeping predominante y se ha involucrado con el control del ciclo celular. La expresión estable de ARN antisentido sobre todas las isoformas de la PMCA disminuyó mayoritariamente la expresión de la PMCA4 e inhibió la proliferación de las células de cáncer de mama MCF-7, concluyéndose que esta isoforma participa en la mediación de la proliferación de estas células (Lee y col., 2005a). Se ha reportado sobreexpresión de la PMCA1 y 2 en ciertas líneas celulares de cáncer de mama (Lee y col., 2005b; Lee y col., 2002).

1.2. El retículo endoplasmático y la homeostasis del Ca2+
     
En el retículo endoplasmático (RE) se almacena aproximadamente 1 mM de Ca2+, un valor similar a la concentración extracelular de este catión. El RE posee variados mecanismos regulatorios que mantienen un balance entre la captación y la liberación de Ca2+ (Rottingen e Iversen, 2000).

    1.2.1. La Ca2+-ATPasa del retículo endo/sarcoplasmático (SERCA)
     
La Ca2+-ATPasa del retículo sarcoplasmático (SERCA) fue identificada en una fracción del músculo esquelético por Hasselbach y Makinose en 1961, y purificada como una proteína de 110 kDa en 1970 por MacLennan. Combinando información estructural y bioquímica MacLennan y sus colegas construyeron un modelo hipotético de la estructura terciaria de esta ATPasa (Fig.5). En el modelo se predice la existencia de 10 dominios hidrofóbicos transmembranas en α-hélice (M1-M10) que anclan la Ca2+-ATPasa a la bicapa lipídica y forman el canal transmembrana para el pasaje de Ca2+ (Toyoshima y col., 2000). Más de la mitad de la masa total de la SERCA está expuesta en la superficie citoplasmática de la membrana. Este ''casco'' citoplasmático contiene 6 subdominios: la región N-terminal (residuos 1-40), el dominio ''β-plegado'' (residuos 131-238), el dominio de fosforilación (residuos 328-505), el dominio de unión a nucleótido (residuos 505-680), el dominio ''bisagra'' (residuos 681-738) y la región C-terminal (residuos 902-) (Martonosi y Pikula, 2003) La secuenciación ha revelado muy poca homología con respecto a la PMCA, compartiendo solo el sitio de fosforilación del ATP y el sitio de unión a nucleótidos, los cuales son característicos de las bombas iónicas de tipo P.

Los dominios de fosforilación y de unión a nucleótidos forman el sitio activo de hidrólisis de ATP y están relacionadas estructural y funcionalmente. Las regiones S1-S5 conectan el casco citoplasmático a la membrana (Fig. 5) (Martonosi y Pikula, 2003). Se creía inicialmente que ciertos residuos de aminoácidos ubicados en estas regiones formaban el sitio de unión a Ca2+ de alta afinidad. Sin embargo, a través de mutagénesis se demostró que la sustitución de estos aminoácidos tuvo poco efecto en el transporte de Ca2+ ATP-dependiente o en la fosforilación de la enzima. Finalmente, a través de mutagénesis, se determinó que los 2 sitios de unión a Ca2+ están definidos por los dominios M4, M5, M6 y M8 (Clarke y col., 1989).
[image: image5.emf]
Fig. 5: Modelo propuesto de la estructura terciaria de la SERCA (Martonosi y Pikula, 2003)
     
Se han descrito y caracterizado 3 isoformas de la enzima (SERCA 1-3). Los cambios en el patrón de expresión de las variantes durante el desarrollo y diferenciación del tejido, indican que cada isoforma está adaptada a funciones específicas. Los subtipos SERCA1a y SERCA 1b se localizan en el músculo esquelético de fibras musculares rápidas, en adultos y neonatos, respectivamente. En el corazón y en las fibras musculares rápidas se encuentra la SERCA2a, mientras que la SERCA2b está situada ampliamente en todos los tejidos. SERCA 3 está generalmente distribuida en músculo esquelético, corazón, útero y en una variedad de células no musculares (Brini y Carafoli, 2009).

Se han determinado un conjunto de compuestos los cuales inhiben la actividad de la SERCA. La SERCA, al igual que todas las bombas iónicas de tipo P,  es inhibida por La3+ y ortovanadato (Szasz y col., 1978). También fueron descubiertos inhibidores específicos: la tapsigargina (Tg), un sequisterpeno de lactona extraído de las raíces de Thapsia garganica (Thastrup y col., 1990), el ácido ciclopiazónico (ACP), metabolito tóxico producido por los hongos Penicillum cyclopium y Aspergillus flavus (Seidler y col., 1989), y el 2,5-di-t-butil-1,4-benzohidroquinona (BHQ) (Oldershaw y Taylor, 1990). El ACP y el BHQ tienen una menor afinidad por la bomba que la Tg. Poco se conoce sobre el mecanismo de acción del ACP y el BHQ, sugiriéndose la posibilidad de que éstos compitan con el ATP. Estudios sobre el complejo SERCA-ACP han demostrado que el ACP ocupa el canal de acceso del Ca2+ en la bomba (Moncoq y col., 2007). Mientras la inhibición por el ACP y el BHQ es reversible, lo contrario ocurre para la Tg. La Tg es el inhibidor de la SERCA más conocido, y su mecanismo de acción está mejor caracterizado en comparación a otros inhibidores. La Tg se une al residuo de fenilalanina en la posición 256 de la hélice M3 (Yu y col., 1998), bloqueando la bomba a un estado inactivo irreversible (Sagara y col., 1992).

Finalmente, existen proteínas intracelulares capaces de interactuar con las isoformas de la SERCA. Fosfolambán, en su estado desfosforilado, es capaz de unirse a la isoforma SERCA2a reduciendo la afinidad de las bomba por el Ca2+ (James y col., 1989; Toyofuku y col., 1993). Otra proteína, la sarcolipina, es capaz de inhibir las isoformas SERCA1 y SERCA2 (Odermatt y col., 1998). Estudios sobre oocitos de Xenopus laevis  han demostrado que las chaperonas del retículo, calreticulina y calnexina, regulan la actividad de la isoforma SERCA2 (Camacho y Lechleiter, 1993; John y col., 1998). La oxidoreductasa del RE Erp57, la cual participa en el plegamiento de las nuevas proteínas sintetizadas, es capaz de inhibir a la SERCA2b en una interacción Ca2+-dependiente (Li y Camacho, 2004)

   1.2.2. Mecanismos de liberación de Ca2+ desde el RE
     
Existen principalmente dos mecanismos de liberación de Ca2+ en el RE. Se encuentran los receptores sensibles a InsP3 y los receptores de rianodina, los cuales son activados por rianodina y ADP-ribosa cíclica.

     1.2.2.1. Receptores de Inositol trisfosfato (InsP3)
     
El receptor de inositol 1, 4, 5-trisfosfato (InsP3R) es un canal tetramérico de liberación de Ca2+ activado por el inositol 1, 4, 5-trisfosfato (InsP3) que está predominantemente localizado en la membrana del RE (Mikoshiba, 2007). Está presente en casi todos los tipos de células y juega un papel crucial en la conversión del estímulo externo en una señal intracelular (Foskett y col., 2007). En respuesta a una variedad de estímulos (neurotransmisores, hormonas, factores de crecimiento, entre otros) las diferentes isoformas de la fosfolipasa C (PLC) catalizan la hidrólisis de un precursor localizado en la membrana plasmática, el fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2) para dar lugar a InsP3 y diacilglicerol. Esta vía de señalización puede ser activada de diferentes maneras: por receptores acoplados a proteínas G (vía PLCß), por receptores acoplados a la activación de tirosina quinasas (PLCγ), por incrementos en la concentración de Ca2+ intracelular ([Ca2+]i) (PLCδ), o por la proteína Ras (PLCε). Luego, el InsP3 se une a su receptor ubicado en la membrana del retículo ocasionando la liberación de Ca2+ (Berridge y col., 2003).

Se han identificado y clonado 3 subtipos de receptores de InsP3 (InsP3R1, InsP3R2 y InsP3R3) (Mikoshiba, 2007). Los patrones de expresión de estos subtipos son distintos pero solapados y la mayoría de las células son capaces de expresar más de un subtipo (Wojcikiewicz, 1995; De Smedt y col., 1994; Newton y col., 1994). La liberación de Ca2+ a través de los InsP3R está regulada por varios moduladores intracelulares, entre los cuales se encuentra el propio InsP3, la [Ca2+] en el retículo, ATP, calmodulina y las proteínas quinasas (Mikoshiba, 2007; Berridge, 1993; Foskett y col., 2007). Por ejemplo se ha determinado, usando InsP3R reconstituidos en una bicapa lipídica, que el Ca2+ puede tanto activar como inhibir a los InsP3R. Los InsP3R son activados a bajas concentraciones citoplasmáticas de Ca2+, elevándose la [Ca2+]i a través de un proceso conocido como liberación de Ca2+ inducida por Ca2+. Por el contrario, elevadas concentraciones citoplasmáticas de Ca2+ pueden inhibir a estos receptores, ocasionando una disminución de la liberación de este catión (Finch y col., 1991; Bezprozvanny y col., 1991).

     1.2.2.2. Receptores de rianodina

     
Los receptores de rianodina fueron originalmente identificados usando el alcaloide rianodina, extraído de la planta Ryana speciosa. La rianodina era estudiada por su potencial como insecticida. Luego se demostró que era capaz de inducir una profunda parálisis del músculo cardíaco y esquelético, y que además era capaz de unirse a un componente del retículo sarcoplasmático (Jenden y Fairhurst, 1969). Finalmente se descubrió que el receptor de rianodina (RyR) era capaz de liberar Ca2+ en el músculo cardíaco (Meissner y Herderson, 1987) y esquelético (Fleischer y col., 1985). Este receptor presenta homologías funcionales y estructurales con el receptor de InsP3. Los RyR se presentan en forma de tetrámero, con el extremo C-terminal formando el poro y un largo extremo N-terminal que se proyecta hacia el citosol (Coussin y col., 2000). La rianodina, a bajas concentraciones (submicromolar) induce la activación del receptor, mientras que lo inhibe a altas concentraciones (1-10 micromolar), lo inhibe. Una segunda vía de liberación de Ca2+ intracelular está desencadenado por la ADP-ribosa cíclica, un nucleótido de adenina sintetizado a partir del dinucleótido adenina nicotinamida (NAD) por la enzima ADPR ciclasa. La ADP ribosa cíclica actúa como segundo mensajero y contribuye a la movilización del Ca2+ al incrementar la sensibilidad del receptor de rianodina por el Ca2+ (Dousa y col., 1996; Lee, 1997).

En tejido de mamíferos se expresan 3 isoformas, RyR1, RyR2 y RyR3, producto de 3 genes diferentes los cuales se expresan en distintos tejidos. RyR1 y RyR2 están expresados en músculo cardíaco y esquelético, mientras que RyR3 posee una amplia distribución, particularmente en el cerebro. Los RyR son modulados por una amplia variedad de compuestos. En este sentido, se ha demostrado que la cafeína, 4-cloro-metil-cresol, ATP, nucleótidos de adenina, palmitoil carnitina y el ácido araquidónico son capaces de activar los RyR. Entre los inhibidores de estos receptores se encuentran la esfingosina, dantroleno, rojo de rutenio y el Mg2+ (Sabbadini y col., 1992; Zucchi y Ronca-Testoni, 1997; Fessenden y col., 2006; Herrmann-Frank y col., 1996; Zorzato y col., 1993).

1.3. El Ca2+ y la mitocondria
     
Antes de los descubrimientos realizados respecto al flujo de Ca2+ en el retículo sarcoplasmático, se había observado que la mitocondria era capaz de transportar este catión. En 1953, Slater y Cleland observaron que la mitocondria de corazón, acumulaba grandes cantidades de Ca2+. Chance en 1955 observó que el Ca2+ desacoplaba la respiración mitocondrial reversiblemente, la duración de la fase de desacoplamiento era proporcional a la cantidad de Ca2+ añadido. Luego Saris (1959) publicó una remarcable observación: la adición de Ca2+ a mitocondrias aisladas acidificaba el medio sugiriendo que un intercambiador Ca2+/H+ estaba presente en la mitocondria. Estos y otros descubrimientos hicieron que para finales de 1970, el transporte de Ca2+ mitocondrial fuese considerado importante en el control del Ca2+ celular; no obstante, en la década de los 80 este escenario cambió, ya que Scarpa y Graziotti en 1973 demostraron la baja afinidad del sistema de captación mitocondrial. Además, existía poca variación en la [Ca2+]i al promover la liberación de este catión desde la mitocondria (Pozzan y col., 1994). Para finales de la década se consideraba que la mitocondria poseía una maquinaria sofisticada para el transporte de Ca2+, pero solo podía ser usada en su máxima capacidad cuando grandes cantidades de Ca2+ accidentalmente penetraran hacia el interior celular. Sin embargo, a inicios de la década de los 90 se renovó el interés hacia la  mitocondria como regulador del Ca2+ intracelular, gracias al desarrollo de indicadores como la proteína aequorina, la cual al ser etiquetada de manera que se sintetizara en la mitocondria, permitió visualizar que el incremento en la [Ca2+]i inducido por agonistas a InsP3 era acompañado por un rápido y reversible incremento del Ca2+ mitocondrial (Rizzuto y col., 1993). Pronto se hizo evidente que la activación de la captación mitocondrial era el resultado de la proximidad de la mitocondria y el RE (Rizzuto y col., 1998).
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Fig.6: Representación esquemática de las vías de transporte de Ca2+ en la mitocondria.

 (Rizzuto y col., 2000).
      
La mitocondria utiliza la diferencia de potencial electroquímico (∆ψ) de la membrana interna (-180mV) para acumular el Ca2+ a través de un uniporte electroforético. El uniporte de Ca2+ (Fig.6-1) es un canal mitocondrial que transporta Ca2+ y Sr2+ pero no Mg2+. Entre los inhibidores de este uniporte se encuentran el rojo de rutenio (inhibición no competitiva), y los cationes divalentes Sr2+, Mn2+ y Ba2+ (inhibición competitiva) (Rizzuto y col., 2000). El uniporte es activado por Ca2+ externo, y es desactivado por remoción de Ca2+ extramitocondrial (Kroner, 1986). Este uniporte ha sido identificado molecularmente muy recientemente (De Steffani y col., 2011), demostrándose que está muy conservado evolutivamente (Benaim y col., 1990). Existen también vías de eflujo de Ca2+ mitocondrial, como los intercambiadores H+/Ca2+ y Na+/Ca2+ (Fig. 6-2 y 6-3, respectivamente) y un canal de Ca2+ (Fig. 6-4) (Rizzuto y col., 2000).

Existen diferentes compuestos capaces de alterar el ∆ψ como el carbonilcianuro-para-trifluorometoxifenil-hidrazona (FCCP), el cual desacopla la respiración de la fosforilación al colapsar el gradiente de protones (H+). La Antimicina A1 inhibe la enzima CoQ-citocromo C reductasa en el complejo III mitocondrial, interrumpiendo el transporte de electrones. La oligomicina, también es utilizada para inactivar la función mitocondrial al inhibir la síntesis de ATP a través de su unión al fragmento OSCP de la subunidad F0, de la F1F0-ATPasa (Benaim y col., 1990)

1.4. El núcleo y el Ca2+

El Ca2+ juega un papel esencial en varias cascadas de señalización que modulan la transcripción genética. Estas cascadas de señalización median los cambios en la expresión genética por estimulación de la translocación de factores de transcripción desde el citoplasma al núcleo, o por translocación y/o activación de enzimas que regulan la actividad de los factores nucleares de transcripción o de la estructura de la cromatina. Aunque un incremento de la concentración del Ca2+ nuclear podría no ser la señal inicial para estos eventos, podría ser necesaria para que ocurra la transcripción genética o ésta pueda ser asistida (Bootman y col., 2009). Por ejemplo, el Ca2+ nuclear es capaz de activar la transcripción genética mediada por la familia proteica del factor nuclear de las células T activadas (NFAT) (Tomida y col., 2003). 


Los cambios en la concentración de Ca2+ claramente tienen un impacto en varias funciones celulares, entonces ¿cuáles son los mecanismos involucrados en la regulación de los niveles de Ca2+ en el núcleo? Se ha demostrado la presencia de receptores sensibles a InsP3 (Humbert y col., 1996), rianodina y al dinucleótido ácido nicotínico de adenina fosfato (NAADP) (Bezin y col., 2008; Adebanjo y col., 2000). Además, los poros nucleares posiblemente son permeables al Ca2+. A pesar de que los poros pudiesen estar parcialmente ocluidos por el transporte de grandes moléculas, los iones y las pequeñas moléculas pueden pasar sin obstáculos a través de canales, los cuales se creen que existen en la periferia de los poros nucleares (Kramer y col., 2007).

1.5. Ciclo celular y apoptosis
     
En una población de células en división cada una de ellas pasa por una serie de etapas definidas que constituyen el ciclo celular. El ciclo celular puede dividirse en dos fases principales: fase M (de mitosis) e interfase (I). La fase M incluye los fenómenos sucesivos de la mitosis y la citocinesis. La interfase se divide en las etapas G1 (la célula crece y los organelos se duplican), S (duplicación del ADN) y G2 (corrección de errores y preparación de las células para la mitosis). Las transiciones entre estas etapas están reguladas a través de quinasas dependientes de ciclina (Cdk). Cuando una ciclina está presente en la célula, se une con la subunidad catalítica de las Cdk; demostrándose, a través de estructuras cristalográficas por rayos X de varios complejos ciclina-Cdk, que la unión de la ciclina produce el movimiento de un asa flexible de la cadena polipeptídica de Cdk para alejarse de la abertura que conduce al sitio activo de la enzima, permitiendo que las Cdk fosforilen sus sustratos proteicos. La apoptosis, o muerte celular programada, es un proceso normal; por ejemplo, en el cuerpo humano se estima que cada día mueren 1010-1011 células por apoptosis. La apoptosis participa por ejemplo, en la eliminación de las células que sufrieron daño genómico irreparable. Esto es muy importante porque el daño a la copia genética puede derivar en una división celular no regulada y el desarrollo de cáncer. Las células cancerosas no solo ignoran las señales que inhiben el crecimiento, sino que prosiguen el crecimiento en ausencia de señales estimulantes de crecimiento que requerirían las células normales (Karp, 2008).

La apoptosis presenta características que difieren marcadamente de la muerte celular degenerativa o necrosis la cual tiene mecanismos de iniciación específicos para el tipo de daño que recibe la célula, e implica la inducción de genes en la que pueden intervenir mecanismos internos (Majno y Joris, 1995). Estos dos tipos de muerte presentan diferencias basadas en su morfología, bioquímica e incidencia. Las células que entran en apoptosis muestran un estrechamiento rápido del citosol y una pérdida de contacto con las células vecinas por alteraciones en las moléculas de adhesión de la membrana plasmática. En el núcleo hay compactación del material genético y segregación hacia la envoltura nuclear, así como también la intervención de las desoxirribonucleasas que fragmentan al ADN en varios segmentos. Asimismo, el citoplasma se condensa y se forman vesículas, denominadas cuerpos apoptóticos, que contienen restos del núcleo protegidos por la envoltura nuclear, organelos y el retículo endoplásmico. Estos cuerpos apoptóticos son fagocitados inmediatamente por las células aledañas, impidiendo que las moléculas citoplásmicas, los organelos y el material genético queden libres entre las células (Watters, 1993).  Se ha encontrado que la fagocitosis rápida de los cuerpos apoptóticos se debe al incremento en la membrana celular de la N-acetilglucosamina y de la fosfatidilserina (Fado y col., 1992), que son señales para la fagocitosis (Khraling y col., 1999). Durante la apoptosis participa la transglutaminasa, que provee a los cuerpos apoptóticos de una consistencia rígida y evita que las moléculas del citoplasma se difundan fuera de él (Fesus y col., 1987; Piacentini y col., 1991). En el caso de la necrosis no existen estos mecanismos, por lo que durante este proceso se presenta disfunción de los organelos antes de la lisis celular y como consecuencia hay una marcada inflamación. Todos estos cambios estructurales son provocados por la transmisión de señales mediada por un grupo evolutivamente conservado de cisteín-proteasas denominadas caspasas.


   1.5.1. Las caspasas

     
Varios de los cambios celulares que son desarrollados durante la apoptosis son causados por un conjunto de cisteín-proteasas que son activadas específicamente en células apoptóticas. Estas proteasas son homólogas entre ellas y forman parte de una gran familia proteica conocida como las caspasas (Wolf y col., 1999). Las caspasas son altamente conservadas a través de la evolución y pueden ubicarse en diversos organismos, desde humanos hasta insectos y nemátodos (Thornberry y Lazebnik, 1998; Green, 1998). Las caspasas humanas que han sido clonadas y caracterizadas se han clasificado de acuerdo a su función en caspasas inflamatorias y apoptóticas, donde las caspasas 1, 4, 5 y 11 pertenecen al primer grupo, mientras que las caspasas 2, 3, 6, 7, 8, 9, 10, 12 y 14 están involucradas en vías de señalización apoptóticas (Ashkenazi y Dixit, 1998; Green y Reed, 1998). 

Todas las caspasas conocidas poseen un sitio activo de cisteína y escinden sustratos en uniones Asp-xxx (esto es, después de residuos de ácido aspártico); la especificidad del sustrato de las caspasas está determinado por los 4 residuos amino-terminal al sitio de clivaje (Nakagawa y col., 2000). Las caspasas han sido subdivididas en familias basándose en la preferencia por el sustrato, similitudes estructurales, entre otros. Debido a que las caspasas causan muchos de los cambio apreciables y característicos de una célula apoptótica, estas enzimas pueden considerarse como los ejecutores centrales de la vía apoptótica. De hecho, si eliminamos la actividad de las caspasas, ya sea por alguna mutación o el uso de inhibidores de estas enzimas, podremos detener o incluso prevenir la apoptosis (Ashkenazi y Dixit, 1998). La activación de las caspasas no resulta en la degradación de todas las proteínas celulares. Al contrario, las caspasas cortan selectivamente un conjunto restringido de proteínas blanco, usualmente en una o algunas pocas posiciones en la secuencia primaria (siempre después de un residuo de aspartato). En muchos casos la ''cirugía proteica'' mediada por las caspasas resulta en la inactivación de la proteína blanco. Sin embargo, las caspasas también son capaces de activar proteínas, ya sea directamente, por corte de un dominio regulatorio negativo, o indirectamente por inactivación de una subunidad regulatoria (Hengartner, 2000).
     
Son variados los sustratos de las caspasas. Entre ellas se encuentran proteínas quinasas, como la quinasa de adhesión focal (FAK), cuya inactivación interrumpe la adhesión celular, desprendiéndose la célula apoptótica de sus vecinas. Las láminas de la envoltura nuclear y proteínas del citoesqueleto también son sustratos de las caspasas, ocasionando su corte, el encogimiento del núcleo y cambios en la forma celular, respectivamente. Un ejemplo bastante interesante involucra a la CAD o DNasa activada por caspasa: una vez activada, la CAD se traslada del citoplasma al núcleo y fragmenta al ADN en varios segmentos (Karp, 2008).
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Fig.7: Modelo de conversión de la procaspasa inactiva a la caspasa activa.
     
Las caspasas son sintetizadas como zimógenos enzimáticamente inertes. Las procaspasas son una familia de cisteín-proteasas que se encuentran como moléculas precursoras inactivas que al recibir la señal apoptogénica sufren un rompimiento proteolítico y dan lugar a dos subunidades que constituyen la enzima activa o caspasa (Kidd, 1998). Las procaspasas constan de un prodominio N-terminal y dos subunidades, una grande p20 y otra pequeña p10. Tomando en cuenta la estructura primaria, determinada por resonancia magnética nuclear y cristalografía de rayos X, se pueden agrupar en dos clases:  la clase I, a la cual pertenecen las procaspasas que tienen un prodominio N-terminal grande, como las procaspasas 1, 2, 8, 9 y 10; y las procaspasas de clase II, en el cual el prodominio N-terminal es pequeño o carecen de él; pertenecen a esta clase las procaspasas 3, 6 y 7 (Cryns y Yuan, 1998). Los prodominios de las procaspasas de clase I contienen dominios de interacción proteína-proteína que propician la formación de complejos homodiméricos (Thornberry y Lazebnik, 1998). En todos los casos examinados hasta ahora, la enzima madura es un heterotetrámero que contiene dos heterodímeros p20/p10 y dos sitios activos (Fig.7) (Ashkenazi y Dixit, 1998).Inicialmente, las caspasas se activan autocatalíticamente (caspasas iniciadoras), y éstas caspasas activan a su vez a otras (caspasas efectoras) que llevan a la célula a la muerte programada. En células de mamíferos la activación de las caspasas está mediada a través de dos vías, la vía intrínseca y la vía extrínseca (Hengartner, 2000). 

En la vía extrínseca de la apoptosis (Fig.8) el estímulo lo porta una proteína mensajera extracelular llamada factor de necrosis tumoral (TNF), que recibe este nombre por su capacidad para destruir células tumorales. El TNF induce su reacción mediante la unión con un receptor transmembrana, TNFR1. Éste es miembro de la familia de ''receptores de muerte'' que median la apoptosis. Estos receptores se caracterizan porque poseen, en el extremo intracelular, una secuencia llamada dominio de muerte la cual sirve de unión a diversas proteínas adaptadoras que finalmente causan la activación de las caspasas (Asquenazí y Dixit, 1998).  En todos los casos, las interacciones de las procaspasas con los adaptadores que se conocen a la fecha están mediadas por dominios específicos que se repiten en los prodominios de las procaspasas, en las caspasas, en los adaptadores, en las quinasas y en los dominios asociados a los receptores de muerte (Boldin y col., 1996). La activación de los receptores de muerte es consecuencia del ligando, que induce la transmisión de una señal, a través del dominio transmembranal, al dominio citoplásmático del receptor. Este sufre un cambio conformacional que favorece su fosforilación por una de las quinasas asociadas a ese receptor, que a su vez fosforila a la molécula adaptadora TRADD (dominio de muerte asociado al receptor del factor de necrosis tumoral, TNFR), para activar por ejemplo a las procaspasas 8 (Evan y Littlewood, 1998). En resumen, la unión del TNF al receptor provoca un cambio en la conformación del dominio de muerte del receptor que conduce al reclutamiento de caspasas iniciadoras, las cuales se oligomerizan en las cercanías del complejo, debido a la proximidad y a la alta concentración local, esto finalmente permite la autocatálisis entre las caspasas iniciadoras (Karp, 2008).
       
Los estímulos internos, como el daño genético irreparable, las concentraciones demasiado elevadas de Ca2+ en el citoplasma, el estrés oxidativo y el estrés del retículo, entre otros, desencadenan la apoptosis por la vía intrínseca. Los miembros de la familia proteica Bcl-2 regulan la activación de la vía intrínseca. Los integrantes de esta familia pueden dividirse en dos grupos, los miembros proapoptóticos (por ejemplo, Bad y Bax), y los miembros antiapoptóticos (por ejemplo, Bcl-xl, Bcl-w y Bcl-2). En la vía intrínseca (Fig. 8) los estímulos estresantes, como los descritos anteriormente, activan ciertos miembros proapoptóticos de la familia Bcl-2, como Bax, que se trasladan desde el citoplasma hasta la membrana mitocondrial externa. La unión de Bax a la membrana mitocondrial externa aumenta la permeabilidad de esta membrana y promueve la liberación de ciertas proteínas mitocondriales, en especial el citocromo c, que se encuentra en el espacio intermembranal. La permeabilidad de la membrana mitocondrial puede ser acelerada por un aumento en las concentraciones citosólicas de Ca2+, después de que el ión se libere del RE. Las proteínas antiapoptóticas por su parte inhiben, de manera directa o indirecta, la liberación del citocromo C y otras proteínas mitocondriales proapoptóticas. Una vez en el citoplasma, el citocromo C forma parte de un complejo multiproteico llamado apoptosoma, que también incluye varias moléculas de procaspasa 9. Se piensa que las moléculas de procaspasa 9 se activan con la simple unión del complejo multiproteico y no requieren división proteolítica. La caspasa 9 es una caspasa iniciadora que activa a las caspasas ejecutoras corriente abajo, causando la apoptosis. Al final, las vías extrínseca e intrínseca convergen mediante la activación de las mismas caspasas ejecutoras, que dividen los mismos blancos celulares (Karp, 2008).
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Fig.8: Vía extrínseca e intrínsica de la apoptosis (Hengartner, 2000). 

Existen múltiples mecanismos de resistencia a la apoptosis (Fig.8). Por ejemplo, AKT inhibe la actividad proteolítica de la caspasa 9, mientras que las proteínas anti-apoptóticas Bcl-2 y Bcl-xl pueden impedir la liberación del citocromo c al citoplasma; incluso Bcl-xl es capaz de unirse al apoptosoma e inactivarlo (Cory y Adams, 2002; Kluck y col., 1997). También se encuentran las proteínas inhibidoras de la apoptosis (IAP), caracterizadas por la presencia de los dominios BIR. La unión de los dominios BIR a los sitios activos de las caspasas, promueve la degradación de estas enzimas o dificulta que las mismas puedan cortar los respectivos sustratos. Sin embargo, este efecto inhibitorio puede ser suprimido por las proteínas Smac/Diablo que pueden asociarse a las IAP, evitando que éstas se unan a las caspasas (Wong, 2011).

   1.5.2. Retículo endoplasmático y apoptosis
     
El RE es la primera parada en la vía de secreción donde el plegado de polipéptidos (asistido por chaperonas) y determinadas modificaciones aseguran que las proteínas obtengan su conformación madura (Breckenridge y col., 2003). Se requiere de diversos factores para el plegado óptimo de las proteínas, entre ellos el ATP, el Ca2+ y un ambiente oxidante que permita la formación de puentes disulfuro (Gaut y Herndershot, 1993). Las perturbaciones en estos factores traen como consecuencia la reducción de la capacidad de plegamiento de las proteínas y la consecuente acumulación de estas proteínas mal plegadas en el interior del RE. A esta condición se le denomina ''estrés del RE'', donde esta acumulación de proteínas anómalas puede desencadenar la apoptosis (Szegezdi y col., 2006). Cuando la capacidad del RE de plegar apropiadamente las proteínas está comprometida, se activa la ''respuesta a proteínas mal plegadas'' o UPR (del inglés ''unfolded protein response''), permitiendo a la célula combatir el efecto nocivo del estrés del RE. El UPR está caracterizado por un incremento de la transcripción de los genes que codifican las chaperonas del RE como BiP/GRP78 y GRP94 (Diehl y col., 2011).
     
En mamíferos, tres proteínas transmembrana del RE, la quinasa del RE (PERK), el factor activador de la transcripción 6 (ATF6) y la enzima requerida por inositol 1 (Ire1), responden a la acumulación de proteínas mal plegadas en el lumen, impidiendo la apoptosis. Ire1, PERK y ATF6 están normalmente en una estado inactivo a través de una asociación entre sus dominios N-terminal en el lumen y la chaperona del RE BiP. Bajo condiciones de estrés del RE (Fig. 9), BiP se disocia (para unirse a las proteínas no plegadas), mientras que Ire1 y PERK se someten a una homo-oligomerización, estimulando la trans-autofosforilación dentro de sus dominios serina/treonina kinasa. Además, Ire1 posee un dominio endonucleasa C-terminal que corta una pequeña secuencia del ARNm de la proteína de unión a X-Box (XBP-1), generando un factor de transcripción bZIP activo que estimula la transcripción de genes de chaperonas del RE (Ma y Hendershot, 2001; Shen y col., 2001; Yoshida y col., 2001; Calfon y col., 2002). PERK, por su parte, fosforila el factor de la iniciación de la traducción eIF2α, el cual detiene la traducción y previene la acumulación contínua de nuevas proteínas sintetizadas dentro del RE, cuando las condiciones de plegamiento están comprometidas (Harding y col., 1999). En cuanto a la ATF6, está involucrada en otra vía, quizás redundante, en la cual se somete a un clivaje proteolítico en el RE, liberando su dominio de factor de transcripción bZIP activo al núcleo (Yoshida y col., 1998; Ye y col, 2000).

Sin embargo, si el daño es muy fuerte y la homeostasis no puede ser restaurada, la UPR puede conducir a la apoptosis (Fig. 9) (Breckenridge y col., 2003). En este caso las proteínas PERK y ATF6 promueven, entre otras cosas, la expresión de la proteína CHOP, proteína homóloga al factor de transcripción del elemento de respuesta al AMPc, la cual induce apoptosis mediante la regulación de la expresión de diversos genes, entre los cuales destaca la disminución de la expresión de la proteína Bcl-2 antiapoptótica (Matsumoto y col.,1996; McCoullough y col., 2001). La proteína IRE1 por su parte induce entre otras cosas, la activación de la quinasa JNK, que fosforila a las proteínas Bcl-2 (inactivación) y a los dominios BH3 (activación) de los miembros pro-apoptóticos de la familia proteica Bcl-2, promoviendo la apoptosis (Urano y col., 2000; Davis, 2000; Lei y Davis, 2003).

Experimentalmente, el estrés del RE ha sido inducido por agentes farmacológicos que inhiben la N-glicosilación (tunicamicina); que bloqueen el transporte desde el RE al Golgi (brefeldina A); que perjudiquen la formación de puentes disulfuro (ditiotreitol), o que perturben la homeostasis de Ca2+ (tapsigargina). Todos estos agentes inducen eventualmente apoptosis dentro de 20-48 h dependiendo del tipo celular, sugiriendo que si el daño al RE es considerable, o si el balance no es restaurado dentro de un cierto tiempo, se ejecuta una respuesta apoptótica (Breckenridge y col., 2003). El mecanismo por el cual el estrés del RE está acoplado a la activación de caspasas fue un misterio hasta que la caspasa 12 fue caracterizada. La caspasa 12 está ubicuamente expresada y al igual que los demás miembros de esta familia, es sintetizada como una proenzima inactiva que consiste en un prodominio regulatorio y dos subunidades catalíticas, p10 y p20 (Nakagawa y Yuan, 2000). Sin embargo, a diferencia de las demás caspasas, la caspasa 12 es remarcablemente específica a estímulos que producen el estrés del RE y no es proteolíticamente activada por otros estímulos de muerte (Nakagawa y col., 2000).
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Fig. 9: Efecto anti y proapotótico de la UPR (Forman y col., 2003).
               1.5.3. Ca2+ y apoptosis

La participación del Ca2+ en la muerte celular ha sido reconocida por Fleckenstein y col. (1974) mostrando que el exceso de entrada de Ca2+ a las miofibras cardíacas causa la muerte celular, jugando un papel patológico en miopatías cardíacas. Luego fue demostrado en varios modelos celulares que los ionóforos de Ca2+ son altamente tóxicos para las células (Schanne y col., 1987). La evidencia definitiva, que permitió incluir al Ca2+ en el campo de la muerte celular, derivó de los descubrimientos de que la sobreestimulación patofisiológica de las células musculares y neurales en sus receptores colinérgicos postsinápticos, y el consecuente influjo de Ca2+ es capaz de inducir muerte celular (Leonard y Salpeter, 1979; Choi, 1992). De hecho, en los últimos años, varios estudios han demostrado incrementos en la concentración citoplasmática de Ca2+ tanto en las primeras como en las últimas etapas de la vía apoptótica (Martikainen y col., 1991; Lynch y col., 2000; Kruman y col., 1998; Zirpel y col., 1998; Tombal y col., 1999)
     
La mitocondria eventualmente activará la apoptosis cuando la señal de Ca2+ codifique para el cambio entre la vida o la muerte celular. La sensibilidad de las células a la apoptosis se ha correlacionado con la carga total de Ca2+ del RE y la habilidad de la célula de transferir el Ca2+ desde el retículo hacia la mitocondria, más que a la concentración de Ca2+ libre en el citoplasma (Demaurex y Distelhorst, 2003). La transferencia de Ca2+ desde el RE a la mitocondria es requerido para la activación de la muerte celular programada, y el contenido de Ca2+ en el RE determina la habilidad de la célula a morir por apoptosis (Scorrano y col., 2003). Los estudios sugieren que el balance entre las proteínas pro y antiapoptóticas, Bax/Bcl-2, regulan el contenido de Ca2+ en el RE. La sobreexppresión de Bcl-2, antiapoptótica, disminuye la carga de Ca2+ en el retículo y protege a la célula de la muerte celular (Pinton y col., 2000). Por el contrario, la sobreexpresión de Bax/Bak favorece la transferencia de Ca2+ desde el RE hacia la mitocondria e induce la muerte celular (Nutt y col., 2002). Estas y otras evidencias demuestran la importancia del Ca2+ en el proceso de apoptosis.


1.6. El factor de transcripción nuclear NF-κB

Los factores de transcripción nuclear NF-κB juegan un papel crucial en un sistema elaborado que les permite a las células adaptarse y responder a los cambios ambientales. Un gran número de estímulos activan a NF-κB, y los genes cuya expresión está regulada por este factor juegan un papel importante en las respuestas inmunes y de estrés, ejerciendo un considerable impacto sobre varios procesos celulares como la apoptosis, diferenciación y proliferación celular (Hayden y Ghosh, 2004). En mamíferos, la familia del factor de transcripción nuclear NF-κB consiste de cinco proteínas; p65 (RelA), RelB, c-Rel, p105/p50 (NF-κB1) y p100/52 (NF-κB2) que se asocian entre ellas formando distintos complejos activos, homodiméricos o heterodiméricos, de transcripción. Todos comparten un dominio conservado de homología a Rel (RHD) N-terminal de 300 aminoácidos, y ciertas secuencias dentro de dicho dominio son necesarias para la dimerización, unión al ADN, interacción con IκBs, así como también la translocación nuclear (Baldwin, 1996; Ghosh y col., 1998).

En células no estimuladas, estas cinco proteínas existen como homodímeros o heterodímeros unidos a la familia proteica IκB. La unión de IκB previene que el complejo NF-κB:IκB sea translocado al núcleo manteniendo a NF-κB en un estado inactivo. Existen 7 miembros de la familia IκB: IκBα, IκBβ, BCL-3, IκBε, IκBγ y las proteínas precursoras p100 y p105, las cuales están caracterizadas por la presencia de 5 a 7 repeticiones de ankirina que se ensamblan en unos cilindros alargados y se unen al dominio de dimerización de NF-κB (Hatada y col., 1992). Diversos estudios han revelado dos vías de señalización para la activación de NF-κB. En la vía canónica, tras la estimulación por una citoquina inflamatoria o por moléculas asociadas a un patógeno, las vías de señalización conducen a la activación de la subunidad β del complejo IκB quinasa (IKK), la cual fosforila los dos residuos de serina N-terminal de las proteínas IκB. En la vía alternativa IKKα es activada y fosforila a p100, generando dímeros p52/RelB activos. Los IκBs fosforilados son reconocidos por la maquinaria de la ubiquitina, lo que conduce a su poliubiquitinización y subsecuente degradación. Los dímeros de NF-κB libres se translocan al núcleo donde se unen a secuencias específicas de las regiones promotoras o potenciadoras de los genes blanco (Karin y Ben-Neriah, 2000).

El factor de transcripción nuclear NF-κB regula la transcripción de numerosos componentes del sistema inmune. Esto incluye citoquinas proinflamatorias, quimiocinas, moléculas de adhesión y enzimas inducibles como la cicloxigenasa-2 y la óxido nítrico sintasa, la cual controla la respuesta inmune innata. Adicionalmente, NF-kB rige aquellas proteínas que ejercen la respuesta inmune específica, tal como el complejo principal de histocompatibilidad  y moléculas co-estimuladoras cruciales en la fase de inducción de la inmunidad específica. La desregulación de este factor de transcripción puede llevar a enfermedades autoinmunes e inflamatorias (Hayden y Ghosh, 2004). Este factor es ampliamente utilizado por las células eucariotas como regulador de los genes que controlan la proliferación y la supervivencia celular. Debido a ello, varios tipos de tumores humanos presentan una mala regulación de NF-κB (por ejemplo, puede estar constantemente activado). En muchos casos, cuando NF-κB se encuentra activado induce la expresión de los genes que promueven la proliferación y la protección de la célula contra la apoptosis. Las mutaciones en NF-κB producen una mayor susceptibilidad de las células a la apoptosis, debido a que este factor regula la expresión de varios genes anti-apoptóticos, controlando la actividad enzimática de las caspasas (Sheikh y Huang, 2003). En las células tumorales NF-κB se activa, ya sea debido a mutaciones en genes que codifican los factores de transcripción de NF-κB o en los genes que controlan la actividad de NF-κB (por ejemplo, genes que codifican los IκB) y, además, algunas células tumorales secretan factores que son activadores de NF-kB. El bloqueo de la actividad de NF-κB puede causar que las células tumorales dejen de proliferar, mueran, o que sean más sensibles a la acción de los agentes anti-tumorales (Escárcega y col., 2007).


Por otra parte, existen reportes que vinculan la actividad de NF-κB con la apoptosis. Se ha demostrado que la activación de NF-κB por la vía canónica causa la transcripción de Fas (inductor de la apoptosis tras su unión al receptor de muerte de Fas), aunque la activación de NF-κB por la vía alternativa reprime la transcripción de Fas (Liu y col., 2012). La expresión de la proteína p53 en células Saos-2 que no expresan esta proteína, la cual está implicada en la activación de la apoptosis dependiente de receptores de muerte o Apaf-1, causa un incremento de la unión de NF-κB al ADN. La inhibición o pérdida de NF-κB anula la apoptosis inducida por p53, indicando que este factor es esencial en la muerte celular mediada por esta proteína (Ryan y col., 2000). 
2. Antecedentes


2.1. Cáncer
     
El cáncer está caracterizado por un crecimiento anormal de células causado por múltiples cambios en la expresión de genes, lo que trae como consecuencia un balance descontrolado en la proliferación y muerte celular (Ruddon, 2007). Este crecimiento descontrolado es causado por daño al ADN, lo que conlleva a mutaciones en genes, o en sus regiones reguladoras, que codifican proteínas que controlan la división celular. Se requiere la acumulación de varios eventos mutacionales para transformar una célula normal en una maligna. Estas mutaciones pueden ser causadas por agentes físicos y químicos llamados carcinógenos, por exposición a materiales radioactivos o por ciertos virus que pueden insertar su ADN en el genoma humano. Las alteraciones ocurren espontáneamente o son transmitidas en generaciones como resultado de mutaciones en líneas germinales (Lodish y col., 2004).

   2.1.1 Cáncer a nivel mundial
     
El Informe Mundial del Cáncer de 2008 presentado por la Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer alerta de la tendencia creciente de esta enfermedad que, según sus cálculos, se cobrará la vida de 17 millones de personas para el año 2030, frente a los 7.6 millones de muertes del año 2007. La enfermedad está creciendo con mayor velocidad en los países de ingresos medios y bajos, que tienen menos recursos para combatirla. Sin embargo, los países desarrollados no se libran de esta enfermedad, debido a un estilo de vida que favorece los malos hábitos, como la adicción al tabaco, seguido de la mala alimentación y la falta de ejercicio.


     2.1.2. Cáncer de mama
     
El cáncer de mama puede definirse como una proliferación neoplásica maligna originada en el compartimiento epitelial de la glándula mamaria, ya sea en las estructuras ductuales (aquellas que unen a los lóbulos y desembocan en el pezón) o tubulares (donde se produce la leche materna) (Pearson, 1988)

        2.1.2.1. Cáncer de mama en Venezuela
     
Para el año 1980, el cáncer de mama representaba la tercera localización más frecuente de tumores malignos en la mujer venezolana de acuerdo al Anuario de Epidemiología del Ministerio de Sanidad y Asistencia Social (Ravelo, 2001), elevándose al segundo lugar trece años más tarde, ya que para el año de 1993 se registró una incidencia de 5.000 casos por año y una tasa de incidencia de 25 casos por cada 100.000 mujeres (Capote, 2006).

     
En el año 1999 la incidencia estimada fue de 2.497 casos, con una mortalidad de 1.019 mujeres. Recientemente el Programa de Oncología del Ministerio para el Poder Popular para la Salud estimó que para el año 2007, existirán en Venezuela 3.549 nuevos casos de mujeres padeciendo cáncer de mama, con una mortalidad estimada de 1.449 mujeres (Capote, 2008)

     
En cuanto a la distribución geográfica del cáncer en el país, ésta enfermedad presenta un promedio nacional para el quinquenio 2001-2005 de 24,8 casos por cada 100.000 mujeres, donde las mayores tasas de incidencia se ubican en el Distrito Capital, Miranda, Nueva Esparta, Vargas, Carabobo y Zulia, siendo estas ciudades de considerable desarrollo económico e industrial, evidenciándose de igual forma un menor riesgo en aquellos estados de menor desarrollo y de actividades preferentemente agropecuarias (Capote, 2006).

2.2. Tetrahidroquinolinas y sus derivados en la terapia contra el cáncer
     
Los humanos siempre hemos utilizado a las plantas como agentes medicinales. Existen innumerables datos sobre el uso de plantas con fines médicos en variadas formas, los cuales han sido utilizados en el desarrollo de fórmulas químicas y fármacos (Gran y col., 2000). Sin embargo, hay pocos reportes acerca del uso de plantas como agentes antitumorales (Ruffa y col., 2002). 

     
Específicamente, los derivados de tetrahidroquinolinas conforman una importante clase de compuestos naturales o sintéticos que han mostrado un amplio rango de actividades biológicas, entre las que se incluyen antimalárica (Jacquemond-Collet y col., 2002), antitumoral (Dorey y col., 2000) y antimicobacterial (Vangapandu y col., 2004; Monga y col., 2004). En esta investigación nosotros empleamos las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 derivadas de plantas de clavo y canela. Estos compuestos causan citotoxicidad en las células de cáncer de mama MCF-7 y también en los fibroblastos, aunque en éstos últimos la citotoxicidad es cerca de 4 veces menor. Ambos compuestos presentan la misma estructura química, aunque el JS-56 posee cianuro mientras que en su lugar el JS-92 contiene un átomo de bromo (Fig.10). Dado que inicialmente demostramos que ambas tetrahidroquinolinas ocasionaban un incremento de la [Ca2+]i en las células MCF-7, decidimos emplearlas para una evaluación más exhaustiva.
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Fig. 10: Las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 empleadas en esta investigación.

2.3. Señalización de Ca2+ en células mamarias.
     
El desarrollo de las mamas es un continuo proceso que alcanza un completo desarrollo y diferenciación en la etapa final del embarazo y la lactancia. El Ca2+ es un componente clave de la leche requerido para la calcificación de los dientes y huesos del neonato. La regulación de la homeostasis y la señalización por Ca2+ en las mamas tiene consecuencias celulares y fisiológicas además de la suficiente transferencia de Ca2+ durante la lactancia, por ejemplo, sobre la proliferación, diferenciación y apoptosis epitelial de las mamas que puede afectar la arquitectura glandular y la involución post-lactacional. La glándula mamaria puede extraer grandes cantidades de Ca2+ del plasma durante la lactancia, lo cual permite que la leche esté suficientemente concentrada de Ca2+. En las glándulas mamarias deben existir mecanismos que coordinen la expresión y regulen los transportadores y canales de Ca2+, así como también las proteínas de unión a este catión (Lee y col., 2006) Los mecanismos de regulación de la [Ca2+]i en las células mamarias se representan en la Fig. 11.
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Fig.11: Regulación intracelular de Ca2+ en células de glándula mamaria (Lee y col., 2006)
     
No se entienden los mecanismos por los cuales, se promueve la progresión de células epiteliales de la glándula mamaria hacia el cáncer de mama. Hormonas reproductivas como estrógenos así como también carcinógenos ambientales, están implicados en el cáncer de mama y pueden actuar perturbando la homeostasis de Ca2+. El dimetilbenzantraceno y el benzopireno, compuestos aromáticos policícliclos carcinógenos, incrementan la [Ca2+]i en cultivos primarios de células epiteliales de glándulas mamarias humanas (Tannheimer y col., 1997). El 17β-estradiol así como también compuestos estrogénicos como el bisfenol-A y el 4-tert-octilfenol, causan un considerable incremento en la [Ca2+]i en líneas celulares de cáncer de mama (Walsh y col., 2005). La considerable perturbación a la homeostasis de Ca2+ inducido por exposición prolongada a compuestos estrogénicos puede contribuir a la proliferación celular epitelial descontrolada de la glándula mamaria.

     
Existe considerable evidencia de que la modulación de la homeostasis de Ca2+ y su señalización representa una aproximación terapéutica viable en el tratamiento y/o prevención del cáncer de mama. Por lo tanto, reguladores de la homeostasis de Ca2+ o de su señalización en tumores de glándulas mamarias son posibles dianas para drogas. Por ejemplo, la inhibición de las quinasas dependiente de Ca2+-calmodulina con el inhibidor farmacológico KN-93 reduce la proliferación de las células  de cáncer de mama MCF-7 (Rodríguez-Mora y col., 2005). El tamoxifen, antagonista de receptores estrogénicos, incrementa el Ca2+ basal en las células MCF-7 y causa citotoxicidad (Jain y Trump, 1997). La tapsigargina, un potente inhibidor de la SERCA, es capaz de inducir la apoptosis en células de cáncer de mama luego de incrementar la [Ca2+]i (Jackisch y col., 2000), observándose efectos similares con la toxina proveniente de esponjas marinas, la agelasina B (Pimentel y col., 2011)
3. Objetivos


3.1. Objetivo general.

     
Se planteó como objetivo general de este trabajo determinar los cambios inducidos por las tetrahidroquinolinas JS-92 y JS-56 sobre la homeostasis intracelular de Ca2+ y su relación con la apoptosis en las células de cáncer de mama MCF-7.  

3.2. Objetivos específicos.
-Estimar el efecto de las tetrahidroquinolinas JS-92 y JS-56 sobre la viabilidad de las células MCF-7.
-Evaluar mediante métodos fluorescentes los cambios en la concentración citoplasmática de Ca2+ ([Ca2+]i), en las células MCF-7, inducidos por las tetrahidroquinolinas JS-92 y JS-56. 
-Medir los cambios del potencial electroquímico mitocondrial (∆ψ) provocados por las tetrahidroquinolinas JS-92 y JS-56 usando el marcador fluorescente rodamina 123 en las células MCF-7.
-Determinar el efecto de las tetrahidroquinolinas JS-92 y JS-56 sobre la actividad de la Ca2+-ATPasa del retículo (sarco)-endoplasmático (SERCA).

-Determinar el efecto de las tetrahidroquinolinas JS-92 y JS-56 sobre la actividad de las caspasas 7 y 9 involucradas en la apoptosis y sobre la fragmentación del ADN
-Evaluar los cambios de la expresión genética NF-kB dependiente, inducidos por las tetrahidroquinolinas JS-92 y JS-56
4. Metodología

4.1. Cultivo de células MCF-7
     
Las células de cáncer de mama (MCF-7) fueron cultivadas en medio DMEM (Dubelcco's modified Eagle Medium), suplementado con penicilina (100 U/mL), estreptomicina (10.000 µg/mL), 1% de GlutaMAXTM y 10% de suero fetal bovino inactivado (SFBi). Los antibióticos fueron utilizados para evitar la contaminación del medio por bacterias. El GlutaMAXTM contiene un dipéptido estable, la L-alanil-L-glutamina que previene la acumulación de amoníaco ya que a diferencia de la L-glutamina no se degrada, permitiendo el mantenimiento de los cultivos celulares por más tiempo. El SFBi presenta un conjunto de factores de crecimiento y otros tipos de proteínas utilizadas para satisfacer las demandas metabólicas de los cultivos celulares. Estas células se mantuvieron a 37 °C en una atmósfera húmeda al 5% de CO2.


4.2. Determinación de la viabilidad celular

     
Para evaluar la citotoxicidad en las células MCF-7 realizamos el ensayo de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol) desarrollado por Mosman (1983). Éste se basa en la reducción del MTT realizada por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa a un compuesto coloreado (púrpura de formazán), permitiendo determinar la funcionabilidad mitocondrial de las células tratadas. Este método ha sido muy utilizado para medir supervivencia y proliferación celular. La cantidad de células vivas será proporcional a la cantidad de formazán producido.
     
Para ello, incubamos 10.000 células por pozo en una placa de 96 pozos. Después de 48h de sembrado, las células fueron expuestas a los diferentes efectores durante 24h:

- Blanco ( Medio DMEM.
- Control positivo(Estaurosporina 1 µM y 2,5-di-t-butil-1,4-benzohidroquinona 10 µM.
- Control negativo ( Células MCF-7 en ausencia de efectores.
- Experimental ( 1, 2, 5, 10, 20 y 50 µM del JS-56 y JS-92.

Transcurrido este tiempo las incubamos con 0.4 mg/mL de MTT durante 2h a 37°C. Eliminamos el sobrenadante y añadimos 50 µL de DMSO para disolver los cristales de formazán. La absorbancia fue medida en un lector de microplacas (Sinergy HT, Bio-Tek) a una longitud de 570nm, lo cual nos permitió también cuantificar el IC50.


4.3. Mediciones de Ca2+ intracelular 
     
Las mediciones de [Ca2+]i en las células MCF-7 fueron realizadas mediante el uso del indicador fluorescente Fura-2 (Fig.12). Incubamos a las células, durante 30 min, con la forma acetoximetiléster del indicador (Fura-2AM), el cual es permeable a la célula al ser un compuesto lipofílico. Cuando este compuesto atraviesa la membrana celular, las esterasas endógenas de las células convierten al compuesto en una forma hidrofílica y sensible al Ca2+, de manera que permanece en el citoplasma estableciéndose la unión de un solo Ca2+ por molécula de Fura-2.
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Fig.12: Esquema del proceso de carga del compuesto Fura-2.
 http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/References/Molecular-Probes-The-Handbook/Technical-Notes-and-Product-Highlights/Loading-and-Calibration-of-Intracellular-Ion-Indicators.html (Consulta: 06 de mayo de 2012)

Con la finalidad de despegar las células de los frascos de cultivo, éstas fueron tratadas con una solución de tripsina-EDTA (0.25% tripsina y 0.53 mM EDTA) durante 3 minutos. Luego se inactivó la tripsina lavando con medio suplementado con suero fetal, ya que la α-globulina del SFBi interactúa con la enzima, inhibiendo su acción. Contamos las células en una cámara de Neubauer usando 0.4% de azul de tripano como colorante.
     
Colocamos 1x106 cél/mL en 300 µL del buffer de carga que contenía 138 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 1,5 mM CaCl2, 5 mM glucosa, 10 mM HEPES y 0,1% de albúmina (dada su hidrofobicidad facilita la entrada del Fura-2AM), y se cargaron las células con 200 µM de sulfinpirazona (inhibidor de sistemas de transporte de aniones orgánicos que podrían expulsar el Fura-2 de la célula o incorporarlo en algún organelo intracelular), 0,025% de ácido plurónico (detergente que permeabiliza la membrana plasmática) y 2 µM de Fura-2-AM, durante 30 min a 25°C en oscuridad y con agitación constante. Después de la carga, las células fueron incubadas durante 15 min en el buffer de lavado, el cual incluía todos los componentes del buffer de carga, exceptuando la albúmina. Luego de la última centrifugación, el ''pellet'' fue resuspendido en el buffer de lavado para obtener una cantidad final de 5x105 células en 500 µL. Estos experimentos también se realizaron en un buffer de lavado igual al anterior pero sin CaCl2.

[image: image14.emf]
Fig.13: Espectro de excitación del Fura-2 a diferentes niveles de Ca2+. 

(Grynkiewicz y col., 1984)
     
El Fura-2 muestra un espectro de excitación para diferentes niveles de Ca2+ (Fig.13). La longitud de onda de emisión es de 510 nm. A la longitud de onda de excitación de 340 nm la fluorescencia emitida aumenta con el incremento en los niveles de Ca2+, mientras que esta fluorescencia disminuye a 380 nm en las mismas condiciones. La fluorescencia del Fura-2 en la suspensión de células cargadas fue monitoreada con un espectrofluorímetro Perkin Elmer LS 55. Las longitudes de onda de excitación fueron de 340 y 380 nm y la emisión de 510 nm. Todos los experimentos se realizaron a 30°C, con agitación constante en una cubeta de cuarzo. Ya lista la muestra dentro del espectrofluorímetro, se añadieron los distintos efectores (JS-56 o JS-92 20 µM, se usó tapsigargina 2 µM como control positivo) usando una jeringa “Hamilton”.

     
El Ca2+ intracelular fue calculado según el método de Grynkiewicz y col., mediante la siguiente ecuación: (Ca2+(i ( Kd x (R-Rmin/Rmax-R) x Fmin (380)/Fmax(380) donde el Kd es la constante de disociación del Fura-2 (224 nM). R es la relación de las intensidades de fluorescencia de emisión a las longitudes de excitación de 340/380 nm. Rmax es la relación máxima de las intensidades de fluorescencia de emisión a las longitudes de excitación de 340/380 nm y Fmax es la intensidad de fluorescencia del Fura-2 a 380 nm, a concentraciones saturantes de Ca2+ (2 mM CaCl2 más 6 μM digitonina). El Rmin es la relación mínima de las intensidades de fluorescencia de emisión a las longitudes de excitación de 340/380 nm y Fmin es la intensidad de fluorescencia del Fura-2 a 380 nm, en ausencia de Ca2+ (6 μM de digitonina más 4 mM EGTA) (Grynkiewicz y col., 1984). 

4.4. Determinación del potencial de membrana mitocondrial (∆ψ)

      
Las mediciones de los cambios del potencial de membrana mitocondrial fueron llevadas a cabo usando el marcador fluorescente rodamina 123 (Fig.14), el cual se acumula en el interior mitocondrial, en función del gradiente electroquímico (Baracca y col., 2003). La rodamina tiene un pico máximo de excitación de 488 nm y un pico máximo de emisión de 510 nm, de modo que esas fueron las longitudes de onda que usamos. 
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Fig.14: Estructura de la rodamina 123.
 http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/r8004?lang=enyregion=VE
(Consulta: 06 de mayo de 2012)


Para estos experimentos, colocamos 3 x 105 cél/mL en 500µL de buffer que contenía 138 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgCl2, 1.5 mM CaCl2, 5 mM glucosa, 10 mM HEPES-KOH, pH 7.4 y se cargaron con rodamina 123 (20μg/ml) durante 45 min a 30˚C. Todas las mediciones se realizaron en un espectrofluorímetro HITACHI-L-7000 a 30˚C con agitación continua. Los efectores añadidos fueron las tetrahidroquinolinas JS-56 o JS-92 (20 µM), tapsigargina (2 µM) y el FCCP (1 µM) como control positivo.

4.5. Actividad SERCA

   4.5.1. Vesículas del retículo sarcoplasmático.
     
El retículo sarcoplasmático se obtuvo a partir de músculo esquelético blanco de conejo, de las patas traseras, según el método descrito por Eletr e Inesi (1972). Después de la incisión, el tejido se lavó en 0,1 mM EDTA a pH 7,0 en hielo. 150g de músculo libre de grasa fue homogeneizado durante 15 seg, cada 5 min durante una hora, en 450 ml de medio 1 (10 mM histidina, 10% de sucrosa, 0,1 mM EDTA a pH 7,0). El pH se ajustó con gotas de NaOH al 5% cuando fue necesario. 
     
El homogenato lo centrifugamos a 15000 x g durante 20 min. El sobrenadante se colectó y filtró a través de varias capas de gasa para eliminar los agregados lipídicos de baja densidad. La suspensión filtrada fue centrifugada a 40000 x g durante 90 min y los sedimentos resultantes se resuspendieron en 55 ml de medio 2  (10 mM histidina, 0,6 M KCl a pH 7). Después de 40 min de incubación a 2-4ºC, la suspensión se centrifugó a 15000 x g durante 20 min.

     
Luego de esta centrifugación, la capa superior (aproximadamente 10% del total del volumen) fue descartada cuidadosamente para eliminar la más mínima cantidad de agregados lipídicos de baja densidad que puedan estar asociados a la preparación. Recolectamos el sobrenadante remanente y centrifugamos a 40000 x g durante 90 min. El sedimento final fue resuspendido en 20 ml de medio 3 (10 mM histidina, 30% sucrosa). Finalmente, almacenamos el producto bajo nitrógeno líquido a -70°C obteniendo vesículas enriquecidas con SERCA (Aprox. 90%). 


     4.5.2. Evaluación de la actividad de la SERCA de vesículas de retículo sarcoplasmático
     
La SERCA requiere de la energía proveniente de la hidrólisis de ATP para ejercer su función. En el proceso de hidrólisis se produce Pi. Entonces, mediciones de Pi serán proporcionales a la hidrólisis de ATP, por lo que nos permitirán cuantificar la actividad de la enzima. Para estas mediciones incubamos a 37 °C durante 45 min y con agitación continua, 2 µg/mL de enzima purificada (SERCA) en un volumen final de 250 µL de un buffer que incluyó: 100 mM KCl, 20 mM MOPS (pH 7.0), 1 mM EGTA, 10 mM MgCl2, 4 mM ATP, 1 µM A23817 y 1 mM CaCl2, quedando 10 µM de Ca2+ en el medio, con el objeto de obtener una actividad óptima de la enzima. Estas mediciones fueron llevadas a cabo en diferentes condiciones: 
- Blanco ( Buffer
- Control positivo ( Buffer + enzima.
- Control negativo ( Buffer sin CaCl2 + enzima + EGTA (1mM)
- Etanol ( Buffer + enzima + etanol (5%)
- Experimental ( Buffer + enzima + 1, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100, 125, 150, 175 y 200 µM 





de JS-56 y JS-92.

Transcurrido el tiempo de incubación detuvimos la reacción agregando 250 µL de ácido tricloroacético frío al 16% v/v y determinamos la cantidad de fosfato inorgánico (Pi) liberado, según el método de Fiske y Subarrow (1925). En este método, usamos sulfato ferroso como agente reductor (Benaim, 1994). Preparamos una curva de calibración con 0, 5, 10, 50 y 100 nanomoles de Pi. Tomamos 200 µL de las muestras e incorporamos a éstas y a la curva de calibración 700 µL de molibdato de amonio al 0,57% y 100 µL de sulfato ferroso en 1N de H2SO4 (40% p/v). El molibdato de amonio forma un complejo con el Pi conocido como fosfomolibdato de amonio o también llamado ácido fosfomolíbdico; dicho complejo es reducido por el sulfato ferroso a azul de molibdeno. A mayor cantidad de Pi presente, mayor intensidad de la coloración azul. Incubamos a temperatura ambiente durante 60 min y realizamos la lectura a 830 nm en un espectrofotómetro.

4.6.Determinación de la actividad de la caspasa 9
      
Para ello usamos el Kit Caspasa Glo 9 (Promega). Este ensayo otorgó un sustrato luminogénico para la caspasa 9 en un sistema de buffer optimizado para la actividad de la caspasa, la actividad de la luciferasa y la lisis celular. Cuando el sustrato es separado por esta caspasa, se libera la aminoluciferina, que podrá reaccionar con la luciferasa para producir luz. La actividad enzimática fue detectada por luminiscencia, y esta luminiscencia fue proporcional a la actividad caspasa presente (Fig.15).
[image: image16.emf]
Fig.15: Corte del sustrato luminogénico con la secuencia LEHD específica para la caspasa 9. 
     
En una placa de 96 pozos sembramos 10.000 células/pozo y las incubamos durante 48 h a 37 °C en una atmósfera al 5% de CO2. Luego, incubamos las células con los tratamientos correspondientes durante 24 horas:  

Blanco ( Medio DMEM.
Control negativo ( Células MCF-7 en ausencia de efectores.

Control positivo ( Estaurosporina 1 µM y 2,5-di-t-butil-1,4-benzohidroquinona 10 µM.

Experimental ( 1/2IC50, IC50 y 2IC50 de nuestros compuestos de interés JS-56 y JS-92.


Pasado este período, adicionamos el sustrato preparado según las especificaciones del fabricante e incubamos durante 30 min. Finalmente, la luminiscencia fue medida en un lector de microplaca de multideteción (Synergy HT, Bio-Tek). 

4.7.Determinación de la actividad de la caspasa  7

Para ello usamos el Kit Caspasa Glo 3/7 (Promega). Este ensayo otorgó un sustrato luminogénico que contiene la secuencia tetrapeptídica DEVD, el cual es un sustrato selectivo para las caspasas 3 y 7 acoplado a la luciferina. Cuando el sustrato es cortado por estas caspasas, dejan libre a la luciferina, que podrá reaccionar con la luciferasa para producir luz. La actividad enzimática fue detectada por luminiscencia, y esta luminiscencia fue proporcional a la actividad caspasa presente (Fig.16)
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Fig.16: Corte del sustrato luminogénico con la secuencia DVED a través de las caspasas 3/7
     
En una placa de 96 pozos sembramos 10.000 células/pozo y las incubamos durante 48 h a 37 °C a una atmósfera de 5% de CO2. Luego, incubamos las células con los tratamientos correspondientes durante 24 horas: 
Blanco ( Medio DMEM.
Control negativo ( Células MCF-7 en ausencia de efectores.

Control positivo ( Estaurosporina 1 µM y 2,5-di-t-butil-1,4-benzohidroquinona 10 µM.

Experimental ( IC50 de nuestros compuestos de interés JS-56 y JS-92.


Pasado este período, adicionamos el sustrato preparado según las especificaciones del fabricante e incubamos durante 30 min. Finalmente, la luminiscencia fue medida en un lector de microplaca de multidetección (Synergy HT, Bio-Tek). Debido a que las células MCF-7 no poseen caspasa 3 (Kagawa y col., 2001), los resultados mostrados corresponderán al efecto de los diferentes compuestos sobre la actividad de la caspasa 7. 

4.8. Determinación de la fragmentación del ADN nuclear
     
Para medir la fragmentación del ADN usamos el kit “dead-end fluorimetric TUNEL (TdT-mediated dUTP Nick-End labeling) system” de Promega. Las células fueron doblemente marcadas con Fluoresceína-12-dUTP (marcador específico de extremos 3’-OH libres del ADN fragmentado) y con Ioduro de propídio (marcador del ADN). Los cambios de la intensidad de fluorescencia fueron detectados por citometría de flujo de acuerdo a las instrucciones de manufactura. 
     
Primero sembramos células en placas de 6 pozos para obtener aproximadamente 8x105 células en cada pozo. Añadimos los tratamientos correspondientes (células MCF-7 en ausencia de efectores como control negativo; IC50 de JS-92 y JS-56; estaurosporina 1 µM fue usada como control positivo) en medio DMEM (0,1 % de SFB) e incubamos las células durante 24 h. Transcurrido dicho tiempo despegamos las células con tripsina y realizamos una centrifugación a 600 x g durante 10 min. Retiramos el sobrenadante y seguidamente lavamos las células con 200 µL de PBS 1X. Centrifugamos (300 x  g a 4 °C durante 10 min), extrajimos el sobrenadante y fijamos a las células con la adición de 200 µL de paraformaldehído 1% durante 20 min en hielo. Seguidamente de nuevo centrifugamos, en las mismas condiciones, removimos el sobrenadante y permeabilizamos las células mediante la adición de 200 µL de tritón X-100 al 0,2% durante 5 min en hielo. Luego de la permeabilización volvimos a centrifugar, bajo las mismas condiciones, descartamos el sobrenadante y disolvimos las células en 1 mL de etanol al 70% a -20°C, facilitando la permeabilización de la membrana plasmática. Las células debieron estar en etanol por al menos 4 h y pudieron almacenarse por una semana en etanol al 70% a -20°C. 

Extrajimos el etanol a través de una centrifugación, al igual que las anteriores, y resuspendimos las células en 40 µL de Buffer de Equilibrio (incluido en el kit) e incubamos  durante 5 min a temperatura ambiente. Centrifugamos, descartamos el sobrenadante e incubamos a las células durante 60 min a 37 °C en 25 µL de buffer de incubación rTdT (preparado de acuerdo a las instrucciones del fabricante), cubriendo con papel de aluminio las reacciones para protegerlas del contacto directo de la luz. Este buffer de incubación contenía el buffer de equilibrio, una mezcla de nucleótidos fluorescentes y la enzima rTdT (deoxinucleotidil transferasa terminal) que cataliza la incorporación de las Fluoresceína-12-dUTPs a los extremos 3´OH del ADN. Transcurrida la hora detuvimos la reacción con la adición de 100 µL de EDTA 20 mM (quela el Mg2+ de los complejos Mg2+-ATP requeridos por la enzima rTdT) y centrifugamos (300 x g durante 10 min a temperatura ambiente).
     
Extrajimos el sobrenadante y el pellet de células se resuspendió en 100 µL de una solución tritón X-100 0,1% disuelto en PBS que contuvo 5 mg/mL de BSA. Retiramos el sobrenadante luego de una centrifugación, y el pellet fue resuspendido en 10 µL de ioduro de propidio (5µg/mL) más 1 µL de RNasa A libre de DNasa (10µg/mL) que evita la unión del ioduro de propidio al ARN. Incubamos durante 30 min en oscuridad a temperatura ambiente. Añadimos 400 µL de PBS más BSA 0.1%, y las células resuspendidas en ioduro de propidio y RNasa A las mantuvimos a 4 °C durante 24h para luego medir la fluorescencia de la Fluoresceína-12-dUTP a 520 ±20nm verde y la fluorescencia del ioduro de propidio a ≥620 nm roja.

4.9. Determinación de la expresión genética NF-κB dependiente.
     
En este experimento medimos la transcripción genética NF-κB dependiente. Usamos células tumorales HeLa, transfectadas con un gen reportero de luciferasa bajo el control del promotor IL-6 el cual contiene sitios de unión críticos para NF-κB. La actividad de la luciferasa pudo ser determinada en un luminómetro. Siempre que NF-κB activó un gen se produjeron altas cantidades de luciferasa, la cual en presencia de luciferina, generó un  incremento de la emisión de luz.
      
Sólo las células HeLa que tuvieron el vector de expresión fueron resistentes al antibiótico geneticina, por lo que se utilizó este antibiótico para  la selección. Al descongelar las células añadimos el medio de crecimiento inicial (sin geneticina), y luego de 48 horas cambiamos los cultivos al medio de crecimiento completo (con geneticina) (Tabla 1). Sembramos 5.000 células por pozo, agregando 100 µL de medio en cada pozo (600.000 células/12 ml de medio para una placa de 96 pozos), e incubamos 48 horas o hasta que las células se encontraron confluentes y adheridas.

Tabla 1: Cultivo de células Hela con el vector de expresión NF-κB
	CONTENIDO
	[FINAL]
	Medio de crecimiento inicial
	Medio de crecimiento completo
	Medio de congelación

	Medio DMEN, 500 ml
	----------
	Si
	Si
	Si

	Suero Fetal Bovino
	10%
	Si
	Si
	Si

	Penicilina (10,000 Unidades/ml) Estreptomicina (10.000 µg/ ml)
	100 U/ml 100 µg/ml
	Si
	Si
	Si

	Glutamax 200mM
	1%
	Si
	Si
	Si

	Geneticina (G418) 50mg/ml (preparado en agua mili-Q estéril)
	100 µg/ml
	----------
	Si
	-----------

	DMSO
	10%
	----------
	----------
	Si


Los tratamientos incluyeron:
-Control negativo ( HeLa + medio de cultivo.

-Control negativo 2 ( HeLa + bis-idolil maleimida (1 nm) + PMA (100 nm).

-Control positivo ( HeLa + forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) (100 nM).
-Experimental ( HeLa + IC50 de JS-56, JS-79, JS-87 y JS-92.
-Experimental 2 ( HeLa + IC50 de JS-56, JS-79, JS-87 y JS-92 + PMA(100 nM).
     
Se usaron las concentraciones de los controles y las tetrahidroquinolinas usadas en medio de cultivo al doble de la concentración requerida en un stock madre, y se añadieron 100 µl de este stock a cada pozo correspondiente que contenía 100 µl de medio adicional, por lo que el volumen final era de 200 µl y la concentración final fue la mitad de la concentración del stock madre preparado. Incubamos durante 24h.
     
Transcurrido las 24h preparamos el lisado celular, para ello primero equilibramos el buffer de lisis a temperatura ambiente y removimos cuidadosamente el medio de cultivo.  Lavamos las células con PBS 1X (con precaución de no despegar las células adherentes) e igualmente removimos todo el PBS que fue posible. Agregamos 100 μL de buffer de lisis (1X) a cada pozo e incubamos durante 30 min. Luego despegamos las células del frasco de cultivo mediante pipeteo constante. Transferimos las células y todo el líquido a tubos de microcentrifugación manteniendo los tubos en hielo. Agitamos los tubos suavemente de 10 a 15 segundos dos veces y centrifugamos a 12.000 x g durante 15 minutos a temperatura ambiente, transfiriendo el sobrenadante a nuevos tubos.

      
Agregamos 20 μL de la muestra a cada pozo correspondiente en una placa opaca blanca. Añadimos a cada pozo 50 μL del sustrato de luciferasa y se procedió a la lectura. Medimos la luminiscencia en el lector de Elisa a una sensibilidad de 255. La sensibilidad debió ajustarse dependiendo de la intensidad de la luminescencia.
5. Resultados 

5.1. Efecto de las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 sobre la citotoxicidad en las células MCF-7.


A través del ensayo de viabilidad celular por la reducción metabólica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol realizada por la ezima mitocondrial succinato-deshidrogenasa (MTT) se evaluó la citotoxicidad generada sobre las células de cáncer de mama MCF-7, al ser tratadas durante 24 horas con diferentes concentraciones de las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92. Las células MCF-7 fueron tratadas con 1, 2, 5, 10, 20 y 50 µM de estos compuestos.


En la Fig.17 se observa que ambos compuestos inducen citotoxicidad en las células MCF-7 de una manera dosis-dependiente con un IC50 de 9,74 µM y 5,031 µM para el JS-56 y el JS-92, respectivamente. A una concentración de 50µM el JS-56 disminuyó la viabilidad celular hasta un 12% aproximadamente. 
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Fig.17:  Efecto de las  tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 sobre la viabilidad de las células MCF-7. Las células MCF-7 fueron tratadas con 1, 2, 5, 10, 20 y 50µM de estos compuestos. Cada punto representa la media ± DE, producto de al menos 3 experimentos independientes. Valores de IC50: JS-56(9,74µM) y JS-92(5,031µM).
A diferencia de lo observado con el JS-56, el JS-92 a una concentración de 50 µM fue capaz de reducir casi el 100% de la viabilidad de las células MCF-7, tras el tratamiento durante 24 horas. El JS-92 ejerce un efecto relativamente más potente que el JS-56 sobre esta línea celular. Los controles positivos, estaurosporina (Stau) y 2,5-di-t-butil-1,4-benzohidroquinona (BHQ), indujeron citotoxicidad en estas células.


5.2. Efecto de las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 sobre la movilización intracelular de Ca2+ en las células MCF-7.

Con la finalidad de estudiar el efecto de nuestros compuestos de interés sobre la concentración del calcio intracelular ([Ca2+]i), las células fueron incubadas con el Fura-2, el cual cuando es iluminado con luz ultravioleta, fluoresce al asociarse al ion Ca2+. De acuerdo a la Fig.18-A, al añadirse 20 µM de JS-56 se produce un rápido aumento en la [Ca2+]i alcanzándose un pico máximo, seguido de un descenso continuado, producto de la regulación de la [Ca2+]i realizada por las maquinaria homeostática celular, hasta alcanzarse un plateau, un nuevo nivel de Ca2+ mayor al del nivel basal. Esta es una respuesta característica de compuestos capaces de inducir la liberación de Ca2+ desde el retículo endoplasmático (RE), con la consecuente apertura de los canales de Ca2+ activados por vaciamiento de los reservorios intracelulares, es decir, la entrada capacitativa del Ca2+. El efecto observado al agregarse 2 µM de tapsigargina (Tg) (Fig. 18-B), potente inhibidor de la Ca2+-ATPasa del retículo endoplasmático (SERCA), fue similar al observado con el JS-56 (incremento de la [Ca2+]i y obtención de un nivel de Ca2+ mayor al basal), aunque el pico máximo de Ca2+ logrado con la Tg fue mayor.


Adicionalmente, al comparar las figuras 18-A y 18-B observamos que el compuesto JS-56 reduce el efecto de la Tg sobre la [Ca2+]i. La adición de la Tg después del JS-56 (Fig. 18-A) aumenta la [Ca2+]i, pero ese incremento está considerablemente disminuido en comparación al   observado cuando se añade la Tg inicialmente (Fig. 18-B). 

¿Cómo podemos demostrar que existe una contribución de Ca2+ extracelular en los picos obtenidos? Para ello realizamos experimentos semejantes a los anteriores, pero en ausencia de Ca2+ extracelular. Bajo estas condiciones experimentales, los picos máximos de Ca2+ obtenidos con el JS-56 (Fig. 18-C) o la Tg (Fig. 18-D) fueron considerablemente menores a los alcanzados en presencia de Ca2+ extracelular (Fig. 18-A y 18-B). Además, los niveles de Ca2+ obtenidos, después del pico máximo y el posterior descenso, fueron iguales a los niveles basales (Fig. 18-C y 18-D). De igual forma, al añadirse la Tg después del JS-56 (Fig. 18-C) aumenta la [Ca2+]i, pero es un incremento disminuido ya que al añadirse la Tg inicialmente (Fig. 18-D) el incremento de la [Ca2+]i logrado es mayor.
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Fig.18: Efecto de la tetrahidroquinolina JS-56 y la tapsigargina (Tg) sobre la [Ca2+]i en las células MCF-7. Las flechas señalan el momento en que se añadieron los efectores, el JS-56 (20 µM) y la Tg (2 µM) en presencia de 2 mM de CaCl2 (A y B) y en ausencia de CaCl2 (C y D). Las curvas son representativas de al menos tres experimentos independientes.

Así mismo, evaluamos el efecto de la tetrahidroquinolina JS-92, realizando las mediciones bajo las mismas condiciones experimentales. Según la Fig. 19-A, el JS-92 (20 µM) genera una elevación de la [Ca2+]i similar al observado con el JS-56 (Fig.18-A), es decir, se alcanza un pico máximo de Ca2+, seguido de un descenso y finalmente la obtención de un nivel de Ca2+ mayor al nivel inicial. El JS-92 reduce el efecto de la Tg sobre la [Ca2+]i, dado que la elevación de la [Ca2+]i impulsado por la Tg, después del efecto provocado por JS-92, está reducido (Fig. 19-A) en comparación al incremento incitado cuando la Tg se adiciona inicialmente (Fig. 19-B). De manera similar a los resultados obtenidos con el JS-56 (Fig. 18-C y 18-D), en ausencia de Ca2+ extracelular (Fig. 19-C y 19-D) los picos máximos de Ca2+ ocasionados por la adición de JS-92 y Tg son menores a los alcanzados en presencia de Ca2+ extracelular (Fig. 19-A y 19-B), y los niveles de Ca2+ obtenidos, luego del pico máximo y el descenso, fueron iguales a los iniciales. 
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Fig.19: Efecto de la tetrahidroquinolina JS-92 y la tapsigargina (Tg) sobre la [Ca2+]i en las células MCF-7. Las flechas señalan el momento en que se añadieron los efectores, el JS-92 (20 µM) y la Tg (2 µM) en presencia de 2 mM de CaCl2 (A y B) y en ausencia de CaCl2 (C y D). Las curvas son representativas de al menos tres expermentos independientes. Las curvas son representativas de al menos tres experimentos independientes.
También, bajo estas condiciones, el JS-92 redujo el efecto de la Tg sobre la [Ca2+]i, lo que se evidencia al comparar los picos de Ca2+ ocasionados por la adición de la Tg en las Fig. 19-C y 19-D.


5.3. Efecto de las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 sobre el potencial electroquímico mitocondrial en las células MCF-7.

Como se explicó anteriormente, la mitocondria utiliza el potencial electroquímico (∆ψ) de la membrana mitocondrial para acumular el Ca2+ a través de un uniporte electroforético. A través de estos experimentos, logramos comparar el efecto de las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 con la Tg sobre el ∆ψ mitocondrial utilizando el marcador fluorescente rodamina 123. La rodamina 123 se acumula en el espacio intermembrana en función del gradiente electroquímico, y una vez que es liberado de la mitocondria se observa un incremento en la  fluorescencia como consecuencia de la disipación del gradiente de H+ mitocondrial, inducido por la entrada de Ca2+ liberado desde el RE. En otras palabras, el Ca2+ liberado desde el RE es captado por la mitocondria a través del uniporte electroforético, se disipa parcialmente el gradiente de protones durante el proceso de captación, se libera la rodamina y se incrementa la fluorescencia. Los resultados de la Fig. 20 demuestran que tanto las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 (20 µM) como la Tg (2 µM) producen un incremento rápido y pronunciado de la fluorescencia debido a la liberación de la rodamina 123 desde la mitocondria, aunque el incremento de la fluorescencia de la rodamina provocado por la Tg fue mayor a las producidas por las tetrahidroquinolinas (Fig. 20-B y 20-D), donde el JS-92 (Fig. 20-C) generó una elevación de la fluorescencia de la rodamina 123 mayor al provocado por el JS-56 (Fig. 20-A). 


El efecto de la Tg después de la adición de las tetrahidroquinolinas fue menos pronunciado (Fig. 20-A y 20-C). Recordemos que este incremento de la fluorescencia fue debido a la disipación parcial del ∆ψ mitocondrial, generado por la entrada de Ca2+ liberado desde el RE a la mitocondria. Cuando adicionamos las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92, después de haberse agregado la Tg, se desencadenó un incremento adicional de la fluorescencia (Fig. 20-B y 20-D), lo que indica una mayor disipación del ∆ψ. Cuando el protonóforo FCCP fue añadido como control positivo, se observa el completo colapso del gradiente electroquímico.
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Fig. 20: Efecto de las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 sobre el potencial electroquímico mitocondrial en las células MCF-7. Para estos experimentos utilizamos el marcador fluorescente rodamina 123 y los resultados están expresados en unidades arbitrarias (U.A.) de fluorescencia. Las flechas señalan el momento de adición de los distintos efectores: JS-56 o JS-92 (20 µM), tapsigargina (Tg, 2 µM) y FCCP (10 µM). Las curvas son representativas de al menos tres experimentos independientes.

5.4. Efecto de las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 sobre la actividad de la SERCA.

Con la finalidad de evaluar un posible mecanismo de acción de estos compuestos que pudiese explicar el incremento en la [Ca2+]i que éstos inducen, estudiamos la capacidad de los mismos de inhibir la actividad de la SERCA. Purificamos la enzima a partir de músculo esquelético de conejo, como se describió anteriormente, y determinamos el efecto de las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 sobre la actividad de esta enzima. La SERCA, para transportar Ca2+, requiere de la energía proveniente de la hidrólisis de ATP, produciéndose fosfato inorgánico (Pi) en el proceso de hidrólisis. Entonces, las mediciones de Pi nos permitieron cuantificar la actividad de la enzima. A mayor actividad enzimática, mayor hidrólisis del ATP y mayor cantidad de Pi generado. 
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Fig.21: Efecto de las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 sobre la actividad de la SERCA. 0Ca2+: En presencia de EGTA (1 mM) y sin la adición de CaCl2 al medio; EtOH: etanol (5%); JS-56 (100 µM), JS-92 (100 µM) y Control+: SERCA incubada en ausencia de efectores y en presencia de Ca2+ y ATP. Las barras representan la media ± DE, producto de al menos 3 experimentos independientes.

En la Fig. 21 se observa que el JS-56 y el JS-92, a una concentración de 100 µM, inhiben la actividad de la SERCA en aproximadamente un 54 y 49%, respectivamente. El 100% de la actividad de la SERCA corresponde al control positivo (enzima purificada incubada en presencia de ATP y concentraciones óptimas de Ca2+, sin la adición de algún efector). La actividad de la SERCA del control negativo fue casi del 0%, lo cual es lógico dado que la enzima fue incubada en ausencia del sustrato, el Ca2+, de modo que el Pi que se produjo bajo esta condición corresponde a la hidrólisis espontánea y basal del ATP presente en el buffer de incubación. 

Además, evaluamos el efecto de concentraciones crecientes de las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92. Las concentraciones usadas fueron 1, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100, 125, 150, 175 y 200µM. Como se aprecia en la Fig.22, ambas tetrahidroquinolinas inhiben a la SERCA a partir de 1 µM. El efecto inhibitorio máximo del JS-56 y el JS-92 sobre la actividad de la SERCA fue de aproximadamente 56 y 51%, respectivamente. El efecto inhibitorio máximo del JS-92 empieza a establecerse desde 60 µM; a partir de este punto, concentraciones crecientes de la droga muestran efectos inhibitorios similares sobre la actividad de la enzima. Para el JS-56, el efecto inhibitorio máximo comienza a desarrollarse a partir de los 100 µM.
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Fig. 22: Efecto de concentraciones crecientes de JS-56 y JS-92 sobre la actividad de la SERCA. Las concentraciones usadas fueron 1, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100, 125, 150, 175 y 200µM. Cada punto representa la media ± DE, producto de al menos 3 experimentos independientes.
      
5.5. Efecto de las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 sobre la actividad de la caspasa 9 en las células MCF-7.

Se evaluó el efecto de las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 sobre la actividad de la caspasa 9, una conocida caspasa iniciadora de la apoptosis, con la finalidad de determinar si estos compuestos inducen la muerte de las células MCF-7 por esta vía. Para ambos compuestos usamos el 1/2IC50, el IC50 y 2IC50 que se obtuvo en el ensayo del MTT.
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Fig.23: Efecto de las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 sobre la actividad de la caspasa 9. Stau (estaurosporina), BHQ (2,5-di-t-butil-1,4-benzohidroquinona) y Sph (esfingosina). Las barras representan la media ± DE, producto de al menos 3 experimentos independientes. 


Como se puede observar en la Fig.23, tanto el JS-56 como el JS-92 incrementan significativamente la actividad de la caspasa 9 respecto al control, de una forma dosis-dependiente, donde a medida que aumenta las concentraciones, seincrementa la actividad de la caspasa 9. La activación inducida por el JS-92 para las tres concentraciones (1/2IC50, IC50 y 2IC50) es ligeramente mayor a las inducidas por el JS-56. La esfingosina (5µM), que induce un incremento de la [Ca2+]i en las células MCF-7, también incrementa la actividad de esta caspasa iniciadora. Los controles positivos Stau y BHQ, a una concentración correspondiente a sus IC50 en las células MCF-7, efectivamente activan la caspasa 9 a un nivel ligeramente mayor a los IC50 de las tetrahidroquinolinas.

5.6. Efecto de las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 sobre la actividad de la caspasa 7 en las células MCF-7.

Adicionalmente estudiamos el efecto de las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 sobre la actividad de la caspasa 7, una caspasa efectora de la apoptosis. Las células MCF-7 no expresan la caspasa 3, por lo que los resultados obtenidos solo representan la actividad de la caspasa 7. 
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Fig.24: Efecto de las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 sobre la actividad de la caspasa 7. Stau (estaurosporina) y BHQ (2,5-di-t-butil-1,4-benzohidroquinona). Las barras representan la media ± DE, producto de al menos 3 experimentos independientes.

De acuerdo a la Fig.24, cuando las células MCF-7 fueron tratadas durante 24 h con las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92, hubo in incremento de la actividad de la caspasa 7 respecto al control. Resultados similares se obtuvieron con Stau y BHQ, conocidos activadores de la caspasa 7. La activación inducida por JS-92 fue ligeramente mayor en comparación al resto de efectores. Esta caspasa será la encargada de escindir determinados blancos celulares para inducir la apoptosis en estas células.

 5.7. Efecto de las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 sobre la fragmentación del ADN en las células MCF-7.

Entre las características que presenta una célula apoptótica se encuentra la externalización de la fosfatidilserina, la contracción del citoplasma, el encogimiento del núcleo, cambios en la morfología  celular y eventualmente la fragmentación del ADN. Como complemento a los resultados obtenidos en los ensayos de la actividad de las caspasas 7 y 9, evaluamos la fragmentación del ADN, para demostrar que efectivamente nuestros compuestos de interés inducen la apoptosis. Para ello, utilizamos el Kit TUNEL (del inglés ''TdT-mediated dUTP Nick-End labeling'') de Promega. Los resultados fueron obtenidos a través de la citometría de flujo, como se describió anteriormente.

En la Fig. 25 los histogramas se encuentran divididos en 4 cuadrantes. El cuadrante 1 (FITC +, IP -) representa el porcentaje de células que se encuentran en apoptosis temprana, con el ADN fragmentado permitiendo la incorporación de los nucleótidos marcados y con la membrana plasmática impermeable, evitando la entrada del IP. El cuadrante 2 es positivo tanto para FITC como para IP, y representa el % de células en apoptosis tardía, con el ADN fragmentado permitiendo la incorporación de los nucleótidos marcados y con cierta permeabilidad de la membrana plasmática para la entrada del IP. El cuadrante 3 refleja el porcentaje de células viables con el ADN no fragmentando, de modo que no se incorporan los nucléotidos marcados, y la membrana plasmática se mantiene impermeable al IP. Finalmente, en el cuadrante 4 (FITC -, IP +) se encuentran las células necróticas, con el ADN no fragmentado y pérdida de la integridad de la membrana plasmática.


Luego del tratamiento con el JS-56 (10 µM) durante 24 h, se produjo principalmente apoptosis temprana, con un 63.5% de células en este estadío y sólo el 5.72% de células en apoptosis tardía. En el caso de la estaurosporina (1 µM, control positivo) y el JS-92 (5 µM) un considerable porcentaje de células entró en apoptosis temprana (51 y 47.4% para la Stau y el JS-92, respectivamente), y apoptosis tardía (49.3 y 31.2% para la Stau y el JS-92, respectivamente). De modo que el JS-92 tiene un efecto más potente que el JS-56, lo que también se ha evidenciado con las mediciones de la actividad de las caspasas y la citotoxicidad en las células MCF-7. Todos estos porcentajes representan un incremento respecto al control negativo (células MCF-7 sin la adición de algún efector) donde sólo hubo un 1.39 y 0.1% de apoptosis temprana y tardía, respectivamente.
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Fig.25: Efecto de las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 sobre la fragmentación del ADN en las células MCF-7. Las células MCF-7 fueron incubadas con Fluoresceína-12-dUTP (marcador del ADN fragmentado) y con Ioduro de Propidio (IP, marcador del núcleo). Las células fueron tratadas con staurosporina (1 µM), el JS-56 (10 µM) y el JS-92 (5 µM).

 5.8. Efecto de las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 sobre la expresión genética dependiente deNF-κB.

El factor nuclear de transcripción NF-κB regula la expresión de numerosos genes involucrados en varios procesos celulares como la apoptosis, proliferación y diferenciación celular. Con el objetivo de evaluar la expresión genética NF-κB-dependiente, se utilizaron células tumorales HeLa transfectadas con un gen reportero de luciferasa bajo el control del promotor IL-6, el cual contiene sitios de unión críticos para NF-κB. Cuando el NF-κB activa un gen se producen altas cantidades de luciferasa, la cual en presencia de luciferina, produce un aumento de la emisión de luz.
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Fig.26: Efecto de las tetrahidroquinolinas JS-56, JS-79, JS-87 y JS-92 sobre la expresión genética NF-κB-dependiente. Las células tumorales HeLa fueron transfectadas con un gen reportero de luciferasa bajo el control del promotor IL-6, el cual contiene sitios de unión críticos para NF-κB. Control: células MCF-7 sin la adición de un efector; PMA: forbol 12-miristato 13-acetato y Inh: bis-indolil maleimida.

Se ha reportado que la PKC es capaz de activar  la IKK, lo que eventualmente conduce a la activación de NF-κB (Schmitz y col., 2003). Según la Fig.26, las tetrahidroquinolinas JS-56, JS-79, JS-87 y JS-92 no fueron capaces de elevar la expresión genética NF-κB-dependiente, con valores similares a los obtenidos en el control negativo. La luminiscencia medida en el control negativo corresponde a la expresión genética basal NF-κB dependiente de las células HeLa. La expresión genética NF-κB dependiente se eleva cuando las células son tratadas con 100 nm del forbol 12-miristato-13-acetato (PMA), debido a que éste es capaz de activar la PKC. Sin embargo, el efecto del PMA es abolido cuando las células son tratadas con el inhibidor de la PKC, bis-indoil maleimida. La expresión genética NF-κB-dependiente incrementa aún más cuando las células son tratadas con el PMA y las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92, a diferencia del JS-79 y JS-87.
6. Discusión


Un importante grupo de compuestos naturales o sintéticos son los derivados de las  tetrahidroquinolinas las cuales han mostrado un amplio rango de actividades biológicas. Se han reportado numerosos compuestos capaces de inducir una señal de Ca2+ acompañada de una respuesta celular. El calcio es uno de los constituyentes iónicos más importantes en el organismo. Tiene un rol regulador esencial en los procesos de diferenciación, secreción, contracción, transcripción, fosforilación y apoptosis (Carafoli, 2002). El Ca2+ no sólo es el componente requerido por la leche para la calcificación de los huesos y dientes del neonato sino que también modula la proliferación, diferenciación y apoptosis de las células epiteliales de las glándulas mamarias (Lee y col., 2006). La modulación de la homeostasis del Ca2+ y su señalización podría representar una aproximación terapéutica viable en el tratamiento y/o prevención del cáncer de mama. Por lo tanto, reguladores de la homeostasis de Ca2+ o de su señalización en tumores de glándulas mamarias son posibles dianas para drogas. En esta investigación nosotros empleamos las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92, modificadas de derivados de plantas de clavo y canela, con el objetivo de estudiar el efecto de éstas sobre la homeostasis de Ca2+ y su posible relación con la apoptosis en las células de cáncer de mama MCF-7.


Con el fin de evaluar la citotoxicidad de las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 sobre las células de cáncer de mama MCF-7 utilizamos el ensayo del MTT, que nos permitió determinar la viabilidad mitocondrial de las células tratadas. De acuerdo a los resultados obtenidos se observó que ambos compuestos son citotóxicos para las células MCF-7 de una manera dosis-dependiente, con un IC50 de 9,74 µM y 5,031 µM para JS-56 y JS-92, respectivamente. El efecto citotóxico del JS-92 es mayor que el del JS-56. Esta diferencia, en este resultado y en cualquier otro experimento, debe estar relacionada con el átomo de bromo que posee el JS-92 en su estructura química en lugar del cianuro, presente en el JS-56, dado que ésta es la única diferencia existente entre ambas tetrahidroquinolinas. 

A través de técnicas fluorimétricas pudimos realizar las mediciones de Ca2+ intracelular en las células MCF-7. Los resultados revelan que las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 promueven el incremento de la [Ca2+]i. Así mismo, el efecto de la Tg sobre la [Ca2+]i está reducido cuando se añade luego del efecto inducido por las tetrahidroquinolinas, en comparación a cuando se añade inicialmente, lo que nos permite concluir que estos compuestos inducen la liberación de Ca2+ desde un compartimiento sensible a la Tg, esto es, el RE. También realizamos experimentos similares usando un buffer de lavado sin CaCl2. Bajo estas condiciones experimentales, los picos máximos de Ca2+ obtenidos con el JS-56, JS-92 o la Tg están considerablemente disminuidos en comparación a los alcanzados en presencia de Ca2+ extracelular. Estos resultados evidencian claramente que existe un flujo de entrada de Ca2+ desde el exterior celular, producto de una entrada capacitativa de Ca2+ dado el vaciamiento del RE. 


En este trabajo se determinó el efecto de las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 sobre el ∆ψ de la membrana mitocondrial usando el marcador fluorescente rodamina 123. Un incremento en la fluorescencia de la rodamina 123, dada su liberación, es causado por la disipación del gradiente de H+ mitocondrial, inducido por la entrada de Ca2+ liberado desde el RE. Los resultados demuestran que tanto las tetrahidroquinolinas como la Tg generan un aumento de la fluorescencia de la rodamina 123, aunque el incremento de la fluorescencia de la rodamina provocado por la Tg fue mayor. El JS-92 eleva la fluorescencia de la rodamina 123 a un nivel mayor al alcanzado por el JS-56. Esto es debido probablemente a que la Tg causa un incremento de la [Ca2+]i mayor al JS-92 y el incremento de la [Ca2+]i generado por éste es a su vez mayor  al producido por el JS-56. El efecto de la Tg después de la adición de las tetrahidroquinolinas fue menos pronunciado, sugiriendo que comparten parte del mecanismo de acción. Cuando se añadieron las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92, después de haberse agregado la Tg, se desencadenó un incremento adicional de la fluorescencia, lo que indica una mayor disipación del ∆ψ. Este es un resultado sorpresivo, ya que los efectos provocados por las tetrahidroquinolinas, cuando son añadidas al inicio, sobre la fluorescencia de la rodamina 123 son menores a los inducidos por la Tg. Si el aumento de la fluorescencia de la rodamina 123 es debido a su liberación producto de la disipación parcial del ∆ψ, y esto a su vez viene dado por la entrada de Ca2+ liberado desde el RE, entonces ¿por qué si estas tetrahidroquinolinas no pueden inducir un aumento adicional de la [Ca2+]i después de haberse añadido la Tg, si lograron provocar un incremento adicional del ∆ψ luego de la adición de este inhibidor de la SERCA? Nosotros sugerimos la posibilidad de que este incremento adicional del ∆ψ generado por el JS-56 y el JS-92, después del efecto originado por la Tg, es debido a un proceso o evento independiente del incremento de la [Ca2+]i y posterior captación por parte del uniporte electroforético; es decir,  tendrían un efecto directo sobre la mitocondria. 


Debido a la inexistencia de un efecto aditivo al de la Tg por parte de las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 sobre la [Ca2+]i, se procedió a evaluar el efecto de estos compuestos sobre la actividad de la SERCA. Ambas tetrahidroquinolinas inhiben a la SERCA a partir de 1 µM. El efecto inhibitorio máximo del JS-56 y el JS-92 sobre la actividad de la SERCA fue bastante similar y es de aproximadamente 56 y 51%, respectivamente. El plateau en el caso del JS-92 empieza a establecerse desde 60 µM a diferencia del JS-56 que comienza a desarrollarse a partir de los 100 µM. Se ha demostrado que la Tg es capaz de inducir el estrés del RE, mediante la inhibición de la SERCA. Tomando esto en cuenta, consideramos que las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 son potenciales candidatos a inducir estrés del RE, mediante este mismo mecanismo. 


Las caspasas son cisteín-proteasas que juegan un papel central en la iniciación y ejecución de la apoptosis. En las células apoptóticas ocurre la contracción del citoplasma, encogimiento del núcleo, externalización de la fosfatidilserina, aparición de cuerpos apoptóticos y finalmente la fragmentación del ADN (Karp, 2008). En este trabajo se demostró además que las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 son capaces de activar la caspasa 7 y 9 así como también de inducir la fragmentación del ADN. La activación de las caspasas y el porcentaje de células con fragmentación del ADN fue mayor en el caso del JS-92, lo que coincide con su mayor efecto citotòxico. La fragmentación del ADN en conjunto con la activación de las caspasas 7 y 9 y los resultados que demuestran que estas tetrahidroquinolinas son capaces de disipar el ∆ψ de la membrana mitocondrial, nos permite concluir que estos compuestos inducen la apoptosis en las células MCF-7. Parte de este efecto debe ser consecuencia de la inhibición de la SERCA y posterior incremento de la [Ca2+]i.


Comentábamos en la introducción que los NF-κB existen como homodímeros o heterodímeros unidos a la familia proteica IκB. La unión de IκB previene que el complejo NF-κB:IκB sea translocado al núcleo manteniendo a NF-κB en un estado inactivo (Hatada y col., 1992). En resumen, la activación de NF-κB ocurre tras la fosforilación de los IκBs por los complejos IκBs quinasa (IKK). Los IκBs fosforilados son reconocidos por la maquinaria de ubiquitina, lo que conduce a la poliubiquitinización y  su subsecuente degradación. Los dímeros de NF-κB libres se translocan al núcleo donde se unen a secuencias específicas de las regiones promotoras o potenciadoras de los genes blanco (Karin y Ben-Neriah, 2000). 


La proteína quinasa C (PKC) forma parte de una familia de quinasas activadas por Ca2+ y/o fosfolípidos, las cuales fosforilan residuos de serina y treonina en una gran variedad de proteínas. La estructura de las diferentes isoenzimas de la PKC presenta secuencias conservadas (C1-C4) y regiones variables (V1-V5). Todas las PKC tienen en común un dominio catalítico que comprende las regiones C3 y C4. Las regiones C1 y C2 constituyen los dominios reguladores. La región C1 tiene dos regiones ricas en cisteína, que forman dedos de zinc, responsables de la unión del 1-2 diacilglicerol (DAG) y de los ésteres de forbol, como el forbol 12-miristato-13-acetato (PMA) (Newton, 1995). Todas las isoenzimas de la PKC tienen un dominio pseudosustrato en el segmento N-terminal de la región C1. La secuencia del pseudosustrato se asemeja a los sitios de fosforilación de las proteínas fosforiladas por PKC. Sin embargo, el pseudosustrato tiene una alanina en vez serina, la cual no puede ser fosforilada. En ausencia de factores de activación, el dominio catalítico se une al pseudosustrato manteniendo la enzima inactiva (Liu y Heckman, 1998).

La unión del Ca2+ al dominio C2  induce la translocaciòn de la enzima del citoplasma a la membrana plasmática. DAG también reduce los requerimientos de Ca2+ para la unión de fosfolípidos al dominio C2, y produce un cambio conformacional en el dominio catalítico por el cual el pseudosustrato se desprende del sitio catalítico, activándose la PKC. Los ésteres de forbol como el forbol 12-miristato-13-acetato (PMA) interactúan con las isoformas de la PKC en el mismo sitio que el DAG, uniéndose a las regiones ricas en cisteína. Los ésteres de forbol son activadores más potentes y metabólicamente más estables que el DAG, por lo que su acción es más prolongada (Liu y Heckman, 1998; Newton, 1995).


Se ha reportado que la PKC es capaz de activar IKK, lo que eventualmente conduce a la activación de NF-κB (Schmitz y col., 2003). De acuerdo a los resultados obtenidos, las tetrahidroquinolinas JS-56, JS-79, JS-87 y JS-92 no fueron capaces de elevar la expresión genética NF-κB dependiente. La expresión genética NF-κB dependiente se elevó cuando las células fueron tratadas con 100 nm de PMA, debido a que éste es capaz de activar la PKC. Al tratarse las células con PMA y el inhibidor de la PKC, bis-indolil maleimida (Toullec y col., 1991) se obtuvo una expresión genética NF-κB-dependiente reducida, lo que evidencia la participación de la PKC en la activación de NF-κB.
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Fig. 27: Sistema de medición de la expresión genética NF-κB dependiente.

La expresión genética NF-κB dependiente se eleva aún más cuando las células son tratadas con el PMA y las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS92, posiblemente debido a que estos compuestos incrementan la afinidad de la PKC por el PMA, o modulan la actividad de la PMA haciéndola más potente y/o estable, aunque no descartamos la posibilidad de que actúe sobre cualquier otro componente participante en la activación de este factor de transcripción. Cuando la PKC activada fosforila a IKK, ésta a su vez fosforila a IκB. IκB fosforilada es reconocida por la maquinaria de ubiquitina, lo que acarrea su poliubiquitinización y subsecuente degradación. Los dímeros de NF-κB libres se translocan al núcleo donde ejercen su papel como factor de transcripción, activando la expresión de determinados genes (Fig. 27).
7. Conclusiones

-Las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 causan citotoxicidad en las células de cáncer de mama MCF-7. El IC50 de las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 en esta línea celular es de 9,74 y 5,031µM, respectivamente.
-Las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 inducen un incremento de la [Ca2+]i con la contribución de una entrada de Ca2+ desde el exterior celular, mediada por una entrada capacitativa. El Ca2+ es liberado desde un compartimiento sensible a la Tg, esto es, el RE. La elevación de la [Ca2+]i generado por el JS-92 es ligeramente mayor al JS-56.

-Las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 disminuyen el potencial de membrana mitocondrial. Ambos compuestos son capaces de generar una disminución del ∆ψ mitocondrial adicional tras el tratamiento con Tg, posiblemente a través de un mecanismo independiente de la captación de Ca2+ por parte del uniporte electroforético mitocondrial.
-Las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 son capaces de inhibir la actividad de la SERCA en un 56 y 51%, respectivamente. 
-Las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 promueven la disminución de la viabilidad celular. Ambos compuestos son capaces de activar la caspasa 9 (iniciadora) y 7 (efectora), además de inducir la fragmentación del ADN en las células MCF-7. El efecto del JS-92 sobre la activación de estas caspasas y la fragmentación del ADN es más potente.
-Las tetrahidroquinolinas JS-56 y JS-92 potencian el efecto del PMA sobre la expresión genética NF-κB-dependiente.
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