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RESUMEN

En este articulo de revisidn se describe la estructura y funcion
de las ATPasas de Ca?* del reticulo sarco(endo)plasmico (SERCA,
por sus siglas en inglés: Sarco(Endo)plasmic Reticulunm
Calcium ATPases) y se analiza el efecto de algunas mutaciones
y alteraciones de su expresion en diversas patologias. Las
enzimas SERCA catalizan el transporte activo de iones Ca?*
del citoplasma al lumen del reticulo sarco(endo)plasmico, en
contra de su gradiente de concentracion. Estas enzimas tienen
un papel importante en la regulacién de los procesos celulares
activados por calcio, como contraccion muscular, liberacion de
neurotransmisores, expresion genética, apoptosis y proliferacion
celular, entre otros. En vertebrados superiores existen tres genes
que codifican para las enzimas SERCA (SERCA1 a 3), pero la
edicion alterna de sus mensajeros da origen a una gran diversidad
de isoformas, un proceso regulado de manera tejido especifica
durante el desarrollo. La correcta expresion y actividad de
estas enzimas es muy importante para el buen funcionamiento
celular. Las mutaciones en el gen SERCA1 se han asociado con la
enfermedad de Brody, una miopatia hereditaria; y mutaciones en
el gen SERCA2, con la enfermedad de Darier, una enfermedad de
la piel. También se han encontrado alteraciones en la expresion
y/o actividad de las enzimas SERCA en enfermedades cardiacas
y recientemente en varios tipos de cancer. Por lo anterior,
resulta importante comprender el papel que desempefian estas
enzimas en la fisiologia celular para poder entender qué ocurre
en procesos patoldgicos.
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ABSTRACT

This review describes the structure and function of sarco(endo)
plasmic reticulum Ca?-ATPases (SERCA), and analyzes the
effects of mutations and alterations in their expression in some
pathologies. SERCA enzymes catalyze the active transport of Ca?*
from the cytoplasm to the sarco(endo)plasmic reticulum against
a concentration gradient. These enzymes play an important role
in cellular processes activated by calcium, such as: muscular
contraction, gene expression, apoptosis, cell proliferation,among
others. In higher vertebrates, there are three genes encoding
SERCA enzymes (SERCA1-3), but multiple isoforms are generated
by alternative splicing of the mRNA from these genes, a tissue-
specific process and regulated during development. The correct
activity and expression of theses enzymes is essential for cell
metabolism. Mutations on SERCA1 gene have been associated
with Brody’s disease, a recessive myopathy; whereas mutations
on SERCA2 gene have been associated with Darier’s disease, a
skin disorder. Alterations on expression and activity of SERCA
enzymes have been also found in heart failure, and recently in
several types of cancer. Therefore, is important to understand
the role of these enzymes in normal physiology of the cell, in
order to understand what occurs in some pathologies.
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INTRODUCCION

El i6n calcio (Ca*) es un segundo mensajero que tiene gran
importancia en el metabolismo celular. En respuesta a sefales
extra e intracelulares se liberan iones Ca?* del lumen del reticulo
endoplasmico al citosol y hay una entrada masiva de Ca* del
espacio extracelular hacia el citoplasma. Ambos procesos son
mediados por canales de Ca®', quienes transportan este cation
a favor de su gradiente de concentracién. El aumento en la
concentracidn de Ca? en el citoplasma de las células constituye
una parte integral en la activacién de diversos componentes de
las vias intracelulares de sefializacién, tales como la calpaina o
isoenzimas de la proteina cinasa C, o por los complejos Ca?*-
-calmodulina, como las cinasas dependientes de calmodulina,
calcineurina, entre otros®. Estas vias regulan varios procesos
celulares tan importantes como la contraccién muscular, la
actividad neuronal, la proliferacion celular y la apoptosis, entre
otros®.

La concentracion intracelular de Ca* en una célula en
estado de reposo es aproximadamente 20-100 nM, mientras
que en el espacio extracelular es mas de mil veces mayor,
aproximadamente de 2 mM. Por su parte, en el lumen del
reticulo endoplasmico es del orden de 100-500 uM, varias veces
mayor que en el citoplasma?3. Estos gradientes de concentracion
de Ca* se mantienen por la actividad de las ATPasas de Ca?* del
reticulo sarco(endo)plasmico (SERCA), que transportan el Ca®* del
citoplasma al interior de este organelo y las ATPasas de Ca** de la
membrana plasmatica (PMCA, por Plasma Membrane Calcium
ATPases), que transportan el Ca?* al exterior de la célula (Figura
1). Estas enzimas utilizan la energia de la hidrélisis del ATP para
transportar el Ca?* en contra de su gradiente de concentracidn.
La actividad de las enzimas SERCA contribuye a remover
aproximadamente el 90% del Ca* citosdlico libre, mientras que
las PMCA transportan cerca del 10% del Ca* citoplasmico *.
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Figura 1. Mecanismos que regulan la concentracién intracelular de Ca?. En el
panel A se muestran las concentraciones intracelulares y extracelulares de Ca*'y
tres de las proteinas que participan en la homeostasis de este catién: la ATPasa-
Ca? de lamembrana plasmatica (PMCA), la enzima SERCAy el canal de liberacién
de calcio activado por IP3 (IP3R). Panel B, en respuesta a sefiales celulares y
extracelulares hay liberacion de Ca?* del lumen del RE y entrada masiva de Ca?*
del espacio extracelular. El aumento en la concentracion citopldsmica de Ca*
activa varias proteinas involucradas en procesos celulares importantes, como
la proliferacion celular, contraccion muscular y expresion génica, entre otros.

Las enzimas SERCA se encargan de mantener los gradientes intracelulares de
Ca?* al participar activamente en la recaptura de este catién y con ello regulan
la activacién de las vias de sefializacion dependientes de Ca?. Los circulos
pequefios representan los iones Ca?".

Algunas células, como musculares y las neuronas,
que utilizan de forma intensa la sefializacién de Ca%, disponen
también de un intercambiador Na*/Ca* o un intercambiador
Na*/Ca?-K* en su membrana plasmatica, quienes transportan el
Ca?* al espacio extracelular. Estos intercambiadores tienen una
afinidad relativamente baja por el Ca?*, por lo cual sélo acttan de
forma eficiente cuando los niveles de Ca* citosélico aumentan
10 veces por arriba de sus valores en estado de reposo, como
ocurre después de la estimulacion repentina de una célula
nerviosa o muscular®.

La funcién y expresidn correcta de las enzimas SERCA
es importante para el buen funcionamiento celular, ya que
las alteraciones en los gradientes de concentraciéon de Ca?
citoplasmico y del reticulo endoplasmico (RE) pueden activar
mecanismos de sefializacidn, alterar la expresion de genes,
la proliferacion celular, causar toxicidad celular e inducir
carcinogénesis o muerte celular®®. Estas enzimas tienen una
participacion importante en el proceso de contraccidn-relajacion
del musculo cardiaco, razén por la cual su actividad y expresion se
ha estudiado extensamente en cardiopatias, como la hipertrofia
e insuficiencia cardiaca, y se ha encontrado que la expresiény la
actividad de la enzima SERCA estan disminuidas®®®3,

Por otro lado, se ha observado que la actividad de
la enzima SERCA1 esta reducida en musculo esquelético de
contraccion rapida en pacientes con la enfermedad de Brody!**.
Estas observaciones apuntaron a una posible participacion del
gen SERCA1 en esta enfermedad y la secuenciacién de este gen
en familias afectadas con la enfermedad de Brody lo confirmg!6%7,
A su vez, el mapeo genético realizado con familias afectadas
por la enfermedad de Darier demostrd que mutaciones en el
gen SERCA2 dan origen o se asocian con el desarrollo de esta
enfermedad?®.

El desarrollo de ratones transgénicos de los genes SERCA
ha permitido una mejor compresion del papel de estas enzimas
en la fisiologia celular, cardiopatias y otros padecimientos. De
manera sorpresiva se encontré que los ratones mutantes que
expresan una sola copia funcional del gen SERCA2, desarrollan
cancer en las células epiteliales de la cavidad oral y del tracto
digestivo, sugiriendo la participacion de esta enzima en el
desarrollo del cancer?®. Este hallazgo ha llevado a varios grupos
de investigacion a estudiar la expresion de los genes SERCA en
diversos tipos de cancer en humanos, y se ha encontrado que
la expresién del gen SERCA2 estd disminuida en cancer oral,
mientras que la expresién de SERCA3 esta disminuida o ausente
en cancer de colon y gastrico®®?. Por lo anterior, el objetivo
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de esta revision es analizar la evidencia actual sobre el papel
que tienen las mutaciones y los cambios en la expresion de las
enzimas SERCA en el desarrollo de diversas patologias, como las
enfermedades de Darier y Brody, cardiopatias y cancer.

Estructura y funcion de las enzimas SERCA

Estudios de biologia molecular y cristalografia de rayos X han
permitido determinar que las enzimas SERCA estan formadas por
una sola cadena polipeptidica de unos 1000 aminodcidos, con
una masa molecular aproximada de @110 kDa?*>*. Estas enzimas
constan de 4 dominios principales: un dominio M formado
por 10 hélices-a transmembranales y 3 dominios citosélicos
que conforman la cabeza globular de la enzima: el dominio de
unién al nucledtido (N), el dominio de fosforilacién (P), que en
conjunto forman el dominio catalitico y el dominio accionador
(A) (Figura 2). El dominio A y el dominio P estan conectados al
dominio M, que rodean el sitio de unién al ién Ca?*?*?4, Estudios
de mutagénesis dirigida y expresion in vitro, demostraron
que los sitios de unién al Ca?* se localizan principalmente en
grupos carboxilo de los residuos de acido aspartico (Asp) y
acido glutdmico (Glu) en las hélices M4, M5 y M6 %%, Estos sitios
de unidén al Ca?* pueden existir en un estado de alta afinidad,
permitiendo el acceso de los iones Ca?* del citosol, o en un
estado de baja afinidad, orientado hacia el lumen del RE?>?4,
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Figura 2. Estructura de las enzimas SERCA. En la cara citopldsmica se encuentran
tres dominios globulares: el dominio N (unién al nucledtido), en donde
se une el ATP; el dominio P (fosforilacion) contiene el residuo Asp351 que
sufre fosforilaciones reversibles; y el dominio A (accionador) que se supone
esta involucrado en la exposicion del Ca?* al citosol o al lumen del reticulo
endoplasmico. Se observan las 10 hélices transmembranales que constituyen el
dominio M de las enzimas SERCA, las cuales participan en la translocacién de los
iones Ca?". También se muestra la hélice transmembranal nimero 11, exclusiva
de la isoforma SERCA2b.

Las enzimas SERCA tienen grandes cambios conformacionales
durante el proceso de transporte de los iones Ca%. En la
primera etapa del ciclo catalitico de la enzima, dos iones Ca*
se unen al dominio M en su conformacidn de alta afinidad por
Ca?* (E1); casi de inmediato el ATP se une al residuo de lisina
(Lys515), localizado en el dominio N. La enzima tiene un cambio
conformacional que favorece el acercamiento del ATP, del
dominio N al dominio P, para fosforilar un residuo de aspartico,
lo que genera un intermediario fosforilado (E1P). La energia
liberada de la hidrdlisis del ATP permite a la enzima cambiar su
conformacion, de E1P a E2P, que muestra baja afinidad por el
Ca*. Con este cambio conformacional, el Ca?* queda expuesto
hacia el interior del lumen del reticulo sarco(endo)plasmico; se
produce la liberacion del Ca?* y la hidrdlisis del intermediario
fosforilado. Tras la disociacion del intermediario fosforilado y
liberacion de Pi, la enzima SERCA vuelve a su conformacién E1
para iniciar otro ciclo catalitico 2%,

Genética de las enzimas SERCA

En vertebrados superiores existen tres genes homdlogos que
codifican para las enzimas SERCA: SERCA1, SERCA2 y SERCA3,
también referidos como ATP2A1, ATP2A2 y ATP2A3%%°, El gen
SERCA1 da origen a dos isoformas por la edicién alterna del
ARN mensajero (ARNm); SERCAla se expresa en musculo de
contraccion rapida de adulto y SERCA1b se expresa en el mismo
tejido en etapa neonatal (Figura 3a). La secuencia de ambas
isoformas es idéntica hasta el aminoacido 993; sin embargo, la
edicion alterna provoca un ligero cambio en la regién carboxilo
terminal. SERCAla consta de 994 aminodacidos, mientras que
SERCA1b consta de 1001 aminodcidos®%3,

Por su parte, el gen SERCA2 codifica para tres isoformas,
producidas por la edicion alterna del ARNm, denominadas
SERCA2a, SERCA2b y SERCA2c (Figura 3b). La isoforma SERCA2a
se expresa predominantemente en el musculo cardiaco vy, en
menor cantidad, en el musculo esquelético de contraccion
lenta, aunque también se expresa en niveles mas bajos en el
musculo liso y en tejidos no musculares. La isoforma SERCA2b se
expresa en la mayoria de los tipos celulares, principalmente en
musculo liso y en tejidos no musculares, aunque algunos autores
consideran que se expresa de forma ubicua en el organismo?”*
3 La isoforma SERCA2c se expresa durante la diferenciacion
monocitica y en varios tipos de células no musculares®. La
secuencia de las tres isoformas es idéntica hasta el aminodcido
993; sin embargo, la edicidn alterna del mensajero provoca un
ligero cambio en la region carboxilo terminal. De esta manera,
SERCA2a consta de 997 aminoacidos; SERCA2b, de 1042; vy
SERCA2c, de 999 (Figura 3b).
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SERCAC: HMHIACLYPGLLRTVSQAWSROPLTTSWTPDHTGLASLKK (1028 aa; 112 kDa)

SERCA3M: HMHACLYPGLLRTVSQAWSROPLTTSWTPDHTGARDTASSRCOSCSEREEAGKK( 1044 aa: 114 kDa)
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SERCA3!: HMHIOPGTOHRLAVRAAGRGRKQGRNEPEVSAGNRVESPVCTSD (1033 aa; 1126 kDa)

Figura 3. Edicion alterna de los mensajeros que codifican para las enzimas
SERCA1, 2 y 3. Los transcritos primarios de los tres genes SERCA sufren edicion
alterna, evento que genera diversas isoformas. A) La edicién alterna del ARN
mensajero de SERCA1 genera dos isoformas; una que carece del exén 22
(isoforma a) y la otra que lo incluye (isoforma b). B) EIl ARNm de SERCA2 da
origen a tres variantes, SERCA2a incluye parte del exén 20 que empalma con
el exdn 22; SECA2b incluye el exén 20 completo y excluye los exones 21y 22;
SERCA2c incluye parte del exdn 20 que empalma con el exdn 21 y éste a su vez
con el exdn 22. C) El procesamiento del transcrito primario de SERCA3 es mas
complejo y genera seis variantes. El ARNm de SERCA3a excluye al exén 21y 22.
Los mensajeros de SERCA3b y SERCA3c insertan parcial o totalmente el exdn 21,
mientras que SERCA3d y SERCA3e incluyen parcial o totalmente el exén 21, e
incluyen el exdn 22. El ARNm de SERCAf carece del exdn 21 pero incluye el exén
22. Debajo de los tres esquemas que representan la edicién de los mensajeros
se encuentra la secuencia de aminoacidos carboxilo terminal de las proteinas
SERCA, para mostrar la diferencia que existe en esta region entre las diversas
isoformas (Modificado de Wuytack y col, 2002).

La edicion alterna del mensajero del gen SERCA3 es mas
compleja; da origen a seis isoformas denominadas SERCA3a, 3b,
3¢, 3d, 3e, 3f%35%, Estas isoformas difieren entre si Unicamente
en laregion carboxilo terminal (Figura 3c). Este gen se expresa en
una gran variedad de tejidos no musculares, principalmente en
células endoteliales, células de origen hematopoyético, células
B-del pancreas y células de Purkinje. SERCA3 casi siempre co-
expresa con SERCA2b*. Aunque todas las enzimas SERCA
bombean Ca* del citoplasma al lumen del reticulo sarco(endo)
plasmico, las caracteristicas bioquimicas de las isoformas difieren
sustancialmente®. La diferencia principal radica en su afinidad y
capacidad de transporte de Ca%. Al expresarlas en células COS
en cultivo, la isoforma SERCA2b tiene mayor afinidad por Ca%,
pero menor velocidad catalitica que SERCA2a. En el caso de las
isoformas de la enzima SERCA3 todas manifiestan una afinidad

por Ca?* similar, pero regulan las concentraciones citosdlicas de
Ca?* y del RE de manera diferente; las isoformas SERCA3a, 3b,
3d y 3e tienen una mayor actividad de transporte de Ca*, en
comparacion con la isoforma SERCA3c?.

Por otra parte, SERCA3 tiene una menor afinidad
por Ca® (Kca= 1.2 uM) que la enzima SERCA2b (Kca= 0.2 uM),
y tanto las enzimas SERCA3 como SERCA1 poseen una mayor
velocidad catalitica que las enzimas SERCA23°, ademds de
un menor pH dptimo de actividad®’. La menor afinidad de la
enzima SERCA3 por el Ca* podria sugerir que Unicamente se
activa cuando el Ca* alcanza concentraciones micromolares
en el citoplasma, por ejemplo después de una estimulacién
masiva o durante el pico de oscilaciones citosdlicas de Ca?* “2.
La actividad de las enzimas SERCA se regula por la interaccion
con dos proteinas que actuan como inhibidores endégenos
reversibles, fosfolamban y sarcolipina, las cuales se encuentran
en la membrana del reticulo endopldsmico***. Fosfolamban en
su estado desfosforilado se asocia con las enzimas SERCA1la,
SERCA2a y SERCA2b, inhibiéndolas. La inhibicidn se manifiesta
por una disminucién aparente de la afinidad por Ca?* y en su
capacidad para transportar Ca%". Mientras que la fosforilacién de
fosfolamban, por la proteina cinasa dependiente de AMPc (en
respuesta a la estimulacion de los receptores B-adrenérgicos),
impide la asociacién con SERCA, resultando en un incremento
considerable en la actividad de la enzima®, Fosfolamban
no interacciona con la enzima SERCA3, debido a que ésta no
posee una secuencia de reconocimiento de seis aminoacidos
en el dominio N, que si se encuentra en las enzimas SERCA1
y SERCA2%. La actividad de SERCA2b también se regula por
las proteinas calreticulina y calnexina, presentes en el reticulo
endopldsmico, que al unirse a la enzima incrementan su afinidad
por Ca?" y disminuyen su velocidad catalitica®’*2.

Recientemente se demostré que la proteina anti-
apoptdtica Bcl-2 puede afectar la actividad de la enzima
SERCA2%. Los datos recabados hasta la fecha sugieren que Bcl-2
ejerce un efecto anti-apoptdtico al mantener la concentracién
de Ca? en el lumen del reticulo endopldsmico por debajo del
umbral de los niveles de Ca?* requerido para activar las redes
de sefializaciéon que conducen a la apoptosis dependiente de
Ca**, Aunque la forma de interaccién de estas dos proteinas
no es del todo clara, se sabe que Bcl-2 disminuye la actividad
de SERCA2 y con ello la concentracién de Ca?* en el lumen del
RE®. El inhibidor mas especifico de todas las enzimas SERCA y
que no afecta a otras bombas de Ca?, es la tapsigargina, una
lactona sesquiterpénica que se extrae de las raices de Thapsia
garganica. Este inhibidor se une a SERCA en la conformacion E2
y la inhibe de manera irreversible®.

WWw.uv.mx/rm



Enfermedades asociadas con mutaciones

Enfermedades asociadas con mutaciones y cambios en la
expresion de los genes SERCA

Enfermedad de Brody. Esta es una enfermedad muscular rara
que se puede transmitir de forma autosdémica dominante o
recesiva, descrita por primera vez por el Dr. Irwin A. Brody®!. Esta
miopatia congénita se caracteriza por un aumento perjudicial
en el tiempo de relajacion del musculo esquelético, calambres
sin dolor y rigidez durante el ejercicio®®. Al estudiar dos familias
afectadas por la enfermedad de Brody se identificaron tres
mutaciones en el gen SERCA1; una ocurre en el sitio donador
del intrén 3 (cambio de GT por CT), y las otras dos dan origen
a codones de paro prematuros (C592T, C2025A), lo que resulta
en una proteina truncada no funcional®® (Cuadro 1). Otras tres
mutaciones identificadas en seis familias codifican para codones
de término prematuros y una mutacion sin sentido que inactiva
a la proteina® (Cuadro 1). Las mutaciones en el gen SERCA1
Unicamente se han asociado con la forma autosémica recesiva
de la enfermedad?®.

En condiciones normales, la contraccion de las fibras
musculares es inducida por la liberaciéon de Ca* del reticulo
sarcoplasmico, mientras que la relajacion de estas fibras ocurre
por la disminucién de las concentraciones de Ca* citosdlico,
proceso llevado a cabo principalmente por la enzima SERCA1.
Debido a que las mutaciones antes mencionadas ocasionan la
pérdida de la funcion de la enzima SERCA1, el transporte de
Ca* hacia el reticulo sarcoplasmico se ve afectado y con ello la
relajacion de las fibras musculares se vuelve mas lenta .

ICuadro 1. Enfermedades asociadas con mutaciones en los genes SERCA1 y
ISERCA2

Gen Mutacion IConsecuencia Enfermedad asociada [Referencia

ISERCA1|C592T
ICodones  de paro

C2025A prematuros, proteina | Enfermedad de Brody|[16]
Cambio de GT a CT, [truncada no funcional.
sitio donador intrén 3

SERCA2|N39D IAfectan la actividad de | Enfermedad de|
AP42 la enzima, algunas son |Darier y en algunos
mutaciones sin sentido, | casos anormalidades|
Q790X deleciones, corrimiento neuropsiquiétricas[ls’ 52,53]
5920y del marco de lectura,|como esquizofrenia,
357K lentre otras. epilepsia y otras.

Enfermedad de Darier. Esta es una alteracién autosémica
dominante de la piel que provoca queratinizacion anormal
(disqueratosis) y pérdida de adhesién entre las células
epidérmicas (acantolisis)®. La enfermedad se caracteriza por la
aparicién de papulas hiperqueratdsicas en areas seborreicas de
la piel (tronco y cara: arriba del pecho, a los lados del cuello, en
la frente, etc.) y en los flexores, en donde pueden formar, por
confluencia, placas mal olientes que pueden desprenderse. Las

primeras lesiones aparecen con frecuencia durante la pubertad
y los sintomas se pueden exacerbar por exposicidn a los rayos
solares, radiacidn ultravioleta, calor, friccidon e infecciones®.

En pacientes con la enfermedad de Darier se han
reportado mds de 130 mutaciones en el gen SERCA2 distribuidas
en toda la molécula; no hay evidencia de que ocurran en
regiones especificas del gen'>!%; algunas de ellas se mencionan
en el Cuadro 1. La mayoria de las mutaciones identificadas
son: cambio de un amino acido por otro en el 50% de los
casos, deleciones o inserciones 8% de los casos, mutaciones
sin sentido (12%) y corrimiento del marco de lectura (23%),
que dan origen a codones de paro prematuro®®. Dentro de las
consecuencias funcionales derivadas de estas mutaciones se
han reportado alteracién o pérdida de la capacidad de la enzima
SERCAZ2 para transportar el Ca®* y en la homeostasis de Ca** del
reticulo sarco(endo)pldsmico®****5, También se encontré que
algunas de estas mutaciones correlacionan con enfermedades
neuropsiquidtricas, entre las que se encuentran retraso mental,
esquizofrenia, trastorno bipolar y epilepsia®® (Cuadro 1).

Enfermedades cardiacas. Diversos padecimientos o condiciones
pueden afectar la funcion del corazén: la diabetes, la obesidad,
hipertensidn, isquemia, entre otros. Estas condiciones nocivas
pueden propiciar mayor esfuerzo o sobrecarga cardiaca; para
compensar estas demandas y aumentar el bombeo de sangre
al organismo, el corazén puede sufrir modificaciones como la
dilatacién de las cavidades (cardiopatia dilatada), o aumento
en el grosor de las paredes y tamafio del corazén (hipertrofia
cardiaca). Sin embargo, con el tiempo estas cardiopatias
debilitan la capacidad de bombeo del corazén y desembocan
en un padecimiento mas serio: la insuficiencia cardiaca,
condicion patoldgica que se caracteriza por una disminucién
en la capacidad de bombeo del corazén, situacién que lleva a
un desbalance entre el suministro y la demanda de sangre de
los drganos y tejidos!!. Este padecimiento constituye una de
las principales causas de morbi-mortalidad en las sociedades
contemporaneas. En la hipertrofia e insuficiencia cardiaca hay
un marcado cambio en la contractilidad del miocardio; tanto la
contraccion como la relajacién se hacen mas lentas'**’. Estos
cambios van acompafiados de alteraciones en los movimientos
intracelulares de Ca*; la liberacion y recaptura de Ca** son mas
lentas?>®89,

Las enzimas SERCA desempefian un papel clave
en el control de la contraccion del musculo cardiaco
durante el acoplamiento del mecanismo de contraccion-
relajaciéon. La contraccién muscular ocurre por el aumento
en las concentraciones intracelulares de Ca?" en respuesta a
potenciales de accion; mientras que la relajacion ocurre por la
rapida recaptura de este cation al RS, proceso mediado por las
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enzimas SERCA. Por esta razon, diversos grupos de investigacién
han estudiado la actividad y expresion de la enzima SERCA2
en cardiopatias, tanto en modelos animales como en biopsias
y tejido postmortem de humanos. Se ha encontrado que la
actividad de la enzima SERCA2 esta disminuida en casi todos los
modelos animales de insuficiencia cardiaca, lo que resulta en
disminucidn del transporte de Ca?" hacia el lumen del RE?1213,
En paralelo, se ha encontrado que la expresidn genética de esta
enzima estd disminuida en el miocardio en modelos animales de
insuficiencia cardiaca y en muestras de pacientes con hipertrofia
e insuficiencia cardiaca'®®®. La reduccidon en la expresion y
actividad de la enzima SERCA juega un papel importante en el
desarrollo de esta condicion.

A partir de estos hallazgos, se han desarrollado
estrategias para incrementar la expresion de la enzima SERCA2
en el miocardio de animales experimentales con hipertrofia e
insuficiencia cardiaca, encontrandose que al sobre-expresar
SERCA2 en el miocardio de estos animales, por medio de
adenovirus, hay un aumento en la actividad ATPasa-Ca%,
mayor liberaciéon de Ca?* del RS y disminucién en el tiempo
de relajacion®®2, Resultados similares se han encontrado al
sobre-expresar el gen SERCA2 en cardiocitos de pacientes con
insuficiencia cardiaca en cultivo®. Estos resultados alentadores
han permitido la aprobacién del primer protocolo de terapia
génica para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca; los
pacientes recibiran copias del gen SERCA2 en el miocardio, con
el fin de aumentar la expresién de esta enzima®.

Por otro lado, se ha investigado la presencia de
mutaciones en el gen SERCA2 en pacientes con hipertrofia e
insuficiencia cardiaca; hasta la fecha no se han encontrado
mutaciones que afecten la funcion de este gen, pero algunas
mutaciones en el gen regulador fosfolamban se han asociado
con disminucién de la actividad de SERCA2a, desarrollo
de cardiomiopatias e insuficiencia cardiaca. Una de estas
mutaciones (R9C), encontrada en una familia norteamericana
con cardiomiopatia dilatada de tipo hereditario, favorece que
fosfolamban permanezca en estado no fosforilado (unido a
la enzima SERCA), afectando con ello la afinidad de SERCA2a
por Ca?* y disminuyendo su actividad®®. Al sobre-expresar
la proteina fosfolamban de humano con esta mutacién en
ratones transgénicos, se observé disminucion en la fosforilacion
de fosfolamban, cardiomiopatia dilatada y muerte a edad
temprana®. Otra mutacion en el gen de fosfolamban genera un
codon de paro prematuro en el aminoacido 39 (L39stop), lo que
resulta en la formacién de una proteina truncada no funcional.
Los individuos homocigotos para esta mutacion desarrollaron
cardiomiopatia dilatada severa y requirieron de un transplante
a edad temprana®, sugiriendo que es fundamental la regulacion
de la actividad de SERCA2a por fosfolamban para mantener las

concentraciones de calcio normales en el corazéon de humano.

Las enzimas SERCA y cancer. En afios recientes se ha sugerido
que la alteracién de la homeostasis de Ca®* pudiera estar
involucrada en la proliferacién celular anormal y la adquisicion
del fenotipo tumoral. La primera evidencia en este sentido se
encontrd en ratones transgénicos con una mutacién nula en
una de las copias del gen SERCA2, por lo tanto sélo expresan
una copia funcional del gen. Estos ratones desarrollan tumores
espontaneos en las células escamosas de la piel, tracto digestivo
y cavidad oral*,

Con esta evidencia se iniciaron estudios en muestras de
cancery células tumorales de humano en cultivo, encontrandose
que la expresiéon del gen SERCA3 estd considerablemente
reducida o ausente en cdncer de colon y en cancer gdstrico,
en comparacién con las células de epitelio normal de colon y
estémago, que expresan esta enzima en niveles altos*® (Cuadro
2). La disminucion en los niveles de expresion del gen SERCA3 en
células de cancer de colon sugiere que la expresién andmala de
esta enzima es un evento temprano durante el desarrollo del
tumor. Ademas, sugiere que el grado de pérdida de expresion
del gen SERCA3 correlaciona con el grado de pérdida de la
diferenciacion celular de tumores benignos y malignos?!. En
condiciones normales, la expresion de SERCA3 aumenta a medida
que las células de las criptas del colon maduran®. A partir de
estas observaciones se sugiere que la expresiéon de SERCA3 se
puede comportar como un marcador de diferenciacion en varios
tipos celulares, incluyendo las células cancerosas®®.

Cuadro 2. Cambios en la expresidn de las enzimas SERCA2 y SERCA3 en tumores
ly lineas celulares de cancer de humano
Enzima [Tipo de cancer

Cambio | . Referencia
RNAmM Proteina Actividad
Cancer oral: carcinoma
de las células escamosas, l
muestras de tejido de

pacientes y lineas celulares.

ND [20]

SERCA2 [Cancer de colon y de l
pulmoén: muestras de tejido
de pacientes.

ND ND [67]

Cancer colorectal: muestras T
de tejido de pacientes. ND ND (68]

Cancer de colon: muestras l
SERCA3 |de tejido de pacientes y
lineas celulares.

ND [21,66]

*ND no determinada, Tl aumento y disminucion de la expresion de la enzima,
respectivamente.

Enun estudio realizado por Endoy colaboradores (2004)
se analizd la expresidn del gen SERCA2 en células de cancer oral
en humanos (OSCCs, por oral squamous cell carcinoma), asi
como en lineas celulares derivadas de OSCC y células normales
del epitelio oral®. Encontraron que la expresién del gen SERCA2
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disminuye o estd ausente en 42% de las muestras de OSCCs y en
las lineas celulares derivadas de OSCC, contrario a lo observado
en células normales del epitelio oral (Cuadro 2). Esta alteracion
no se debié a mutaciones en la region codificante del gen
SERCA2, sino a cambios en la metilacién de su sitio promotor.
La metilacién aberrante del promotor fue responsable de
suprimir la expresion del gen SERCA2 en la tercera parte de
los casos de OSCC analizados?. La expresidon de este gen se
restaurd al tratar las lineas celulares derivadas de OSCC con
un agente desmetilante del ADN (5-aza-2-deoxicidina)®. Estos
datos sugieren que la metilacién de los promotores tiene una
influencia importante en la expresion del gen SERCA2 en células
de cancer oral en humanos, pero no es el Unico mecanismo
implicado en la represion de la expresidn génica.

La metilacion del ADN es un mecanismo epigenético que
regula la expresion génica. En los humanos y otros mamiferos la
metilacién correacargode una ADN metiltransferasa (o metilasa);
la reaccion opuesta se dice que la realiza la enzima demetilasa;
no obstante, aun no se ha descubierto. Esta modificacion se
lleva a cabo en citosinas que preceden a una guanina en los
dinucledtidos CpG, cuando estan agrupadas en las llamadas
islas CpG ®, algunas de las cuales se encuentran en las regiones
promotoras de varios genes. La metilacién de dichas secuencias
se asocia con la represidn de la expresion genética”®".

Otro mecanismo de regulacion epigenética que puede
afectarlaexpresiéndelosgenes SERCA2 ySERCA3 eslaacetilacidn
de las histonas. La modificacidn de las histonas por acetilacién se
lleva a cabo por las enzimas acetiltransferasas de histonas (HAT)
o acetilasas, y esta asociada con la activacion de la expresion de
un gen’*74, El proceso inverso lo llevan a cabo las desacetilasas
de histonas (HDACs) y esta asociado con el silenciamiento de
genes. Por lo tanto, la inhibicion de las desacetilasas de histonas
se asocia con activacion de la transcripcion de varios genes. Al
tratar lineas celulares derivadas de cancer gdstrico con butirato
de sodio, un inhibidor de desacetilasas de histonas, se encontro
que la expresion del gen SERCA3, que antes del tratamiento
estaba disminuida o ausente, mostré un marcado incremento®®.

Con base en la informacién recién descrita, se ha
sugerido que las enzimas SERCA podrian servir como blanco
terapéutico y SERCA3 podria utilizarse como marcador para el
estudio de fenotipos de cancer de colon y géstrico. Se propone
también, que la sobre-expresién de SERCA3 en cancer de colon
pudiera mantener los niveles de Ca?* del reticulo endoplasmico
normales y con ello tener un valor terapéutico’. Una estrategia
diferente a la anterior que se planted para el tratamiento del
cancer de prdstata consistid en inhibir especificamente a las
enzimas SERCA en células cancerosas, para lo cual se empled la
tapsigargina, que se acopld a un péptido para producir un pro-
farmaco inactivo que solamente se activaria en presencia de

proteasas especificas de cancer de préstata, como el antigeno
prostatico especifico. Con este estudio se demostré que la
tapsigargina es capaz de inducir apoptosis especificamente en
células de cancer de préstata’. Sin embargo, también se ha
demostrado que la administracion crénica de tapsigargina puede
promover la proliferacién celular y la formacion de tumores in
vivo e in vitro™8,

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Las enzimas SERCA desempefian un papel fundamental en la
fisiologia celular al participar en la homeostasis del calcio, un
catién que regula diversos procesos celulares. Las mutaciones
o modificaciones en los genes que codifican para las enzimas
SERCA resultan en cambios en su expresion y/o actividad,
que pueden favorecer el desarrollo de patologias como las
cardiopatias, el cancer, la enfermedad de Darier y la enfermedad
de Brody, pero aun faltan estudios para esclarecer en mayor
detalle los mecanismos involucrados en el desarrollo de estas
patologias. Los avances en biologia moleculary el uso de ratones
transgénicos con mutaciones en los genes SERCA han permitido
una mejor comprension de la funcidn de estas enzimas y de su
participacion en procesos malignos.

En el futuro se podrian disefiar terapias génicas para
expresar copias normales de los genes SERCA y con ello tratar
de corregir los defectos que ocasionan las mutaciones en
estos genes. Para el caso de cardiopatias la estrategia consiste
en sobre-expresar el gen SERCA2 en el miocardio afectado, o
inhibir la expresiéon de su proteina reguladora fosfolamban,
con la finalidad de buscar mayor actividad de la enzima y una
mejora en la funcién del musculo cardiaco. Por otro lado, se ha
sugerido el uso de acidos grasos de cadena corta para activar la
expresion de las enzimas SERCA en condiciones de cancer; sin
embargo, éste es un mecanismo general que activa la expresién
de diversos genes, por lo tanto sera necesario desarrollar
estrategias selectivas para activar la expresidn de estas enzimas
en las células tumorales.
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