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Bladder cancer is mostly diagnosed at non-muscle invasive stages. Despite treatment, more
than 50% of the cases recur and 10-15% progress to muscle-invasive stages. Available
therapies to reduce recurrence and progression are suboptimal. Identification of new potential
therapeutic targets is needed. Lipids are not only structural molecules of the membranes. There
are numerous examples of lipids mediating actions within the cells. Specifically, sphingolipids
like ceramide, sphingosine and sphingosine-1-phosphate (S1P) have been described to be
involved in the control of cell growth, proliferation and migration, all of which has been linked to
cancer. The pro-apoptotic effects of ceramide and sphingosine are opposed by S1P. Therefore,
the fate of the cell can be modulated by changing the ratio of these sphingolipids (the rheostat
model). SIP promotes cell proliferation, growth, survival, migration, invasion and resistance to
drugs and radiation, in part mediated by S1P membrane receptors (S1PR1-5). Over expression
of S1P producing enzymes and increased SIP levels has been described in many cancers. No
descriptions have been done in human samples of bladder cancer. However, few reports using
bladder cancer cell lines suggest that the metabolic and signaling pathway of SIP can be a
potential target for the treatment of bladder cancer.

INTRODUCCION roles en la regulacién de las funciones celulares.

Esto se debia probablemente a las dificultades téc-

urante muchos afos hubo ideas preconcebi-  nicas que existian para el trabajo con lipidos, sus

das sobre papeles exclusivos para los lipidos  enzimas y sitios de accién. En los tltimos afios

en el metabolismo energético y en la estructura  ha crecido mucho el interés por los “lipidos bioac-

de membrana, restringiendo la exploracién de sus  tivos”, concepto que se refiere a cambios en los
g q
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lipidos celulares que dan lugar a consecuencias
biolégicamente funcionales. El primer informe
sobre lipidos bioactivos fue la descripcion de la
proteina quinasa C (PKC) y la liberacién de calcio
por diacilglicerol (DAG) y el inositol-1, 4,5,-tri-
fosfato (Ins (1,4,5), P3)V. Desde entonces, otros
estudios han demostrado que otros lipidos como
eicosanoides (prostaglandinas y leucotrienos), dci-
do fosfatidico, monoacilgliceroles, la anandamida
(ligandos candidatos para receptores cannabinoi-
des), 4cido liso-fosfatidico y factor activador de
plaquetas (PAF; acetil-gliceril-éter-fosforilcolina)
también pueden participar en la regulacién de
funciones celulares®.

ESFINGOLIPIDOS Y CANCER

Los esfingolipidos son lipidos derivados de la es-
fingosina, un amino alcohol alifitico presente en
membranas plasmdticas de eucariontes. Este grupo
de lipidos representa otro interesante ejemplo de li-
pidos bioactivos. Se ha puesto mucho interés sobre
ellos, dado que se ha demostrado que ejercen efec-
tos pleiotrépicos sobre proteinas quinasas y otros

objetivos, regulando el citoesqueleto de actina, el
ciclo celular y el proceso de apoptosis®. A la fe-
cha, hay mds de 20.000 referencias publicadas en
PubMed sobre esfingolipidos, vinculdndolas con
el cdncer y otras patologias. Especificamente en
cdncer, una revisién reciente ha resumido la evi-
dencia sobre la regulacién de la expresién génica
en cincer por esfingolipidos, describiendo que se
pueden regular un vasto conjunto de genes rela-
cionados con la proliferacién celular, la apoptosis,
la metdstasis tumoral y la resistencia a firmacos®.
Con la evidencia disponible, los esfingolipidos y
su metabolismo aparecen como un drea de inves-
tigacién en la cual se podrian identificar blancos
terapéuticos para el tratamiento del cdncer.

METABOLISMO DE LOS ESFINGOLIPIDOS

El metabolismo de los esfingolipidos muestra una
interconexién compleja que tiene como eje a la ce-
ramida (Figura 1). La ceramida es un esfingolipido
que puede ser sintetizado de novo (a partir de serina
y palmitato) o ser producto de la descomposicién
de la esfingomielina y otros glicoesfingolipidos
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Figura 1. Diagrama del metabolismo
de esfingolipidos
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complejos. La ceramida puede ser degradada por
diferentes ceramidasas, dando lugar a la formacién
de la esfingosina. Esta tiene dos destinos posibles:
ser reciclada en la via de los esfingolipidos hacia
ceramida o ser fosforilada por esfingoquinasas
(dos isoformas, SPHK1 o SPHK2). El producto
fosforilado, esfingosina-1-fosfato (SI1P) puede ser
desfosforilada por S1P-fosfatasas o degradada irre-
versiblemente por la S1P-liasa, el Gnico punto de
salida de la via metabdlica de los esfingolipidos®.

ACCIONES FISIOLOGICAS DE LA CERAMIDA Y
ESFINGOSINA

La ceramida tiene varios blancos intracelulares que
median un efecto proapoptético, incluyendo pro-
teinas fosfatasas PP1 y PP2A(5), la catepsina D©
y la proteina quinasa CE (PKCE)”®. Del mismo
modo, la esfingosina tiene efectos proapoptdticos
mediados por la inhibicién de la PKCa", la in-
hibicién de quinasas dependientes de calmoduli-
na'” y de la fosforilacién de la proteina 14-3-317.
Estimulos de apoptosis (Fas, TNF vy la interleu-
quina-1), estrés ambiental (radiacién UV, depriva-
cién de factores de crecimiento y suero) y firma-
cos quimioterapéuticos (etopdsido, doxorrubicina,
adriamicina) son capaces de inducir acumulacién
celular de ceramida y esfingosina, gatillando me-

canismos de apoptosis"?.

ACCIONES FISIOLOGICAS DE LA
ESFINGOSINA-1-FOSFATO (S1P)

Contrariamente a la ceramida y esfingosina, S1P
tiene efectos antiapoptéticos y prosupervivencia
celular. Los blancos intracelulares de S1P son poco
conocidos, pero se sabe que inhibe las histona-
desacetilasas HDAC1 y HDAC2 dentro de com-
plejos represores presentes en los promotores de
los genes que codifican p21 y c-fos"?, permite el
reclutamiento y la fosforilacién de complejo IkB,
seguido por la activacién del factor nuclear kappa
B (NF-kB), actor clave en la regulacién de la pro-
liferacién celular y la supervivencia en células can-
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cerosas!' y estabiliza a la prohibitina 2 (PHB2) en
mitocondrias, una proteina altamente conservada
que regula el ensamblaje del complejo citocromo-
c oxidasa y la respiracién mitocondrial. Al deple-
tar la célula de SIP o PHB2 se reporté disfuncién
mitocondrial, reduccién de la vida y proliferacién
celular®>1),

Mis conocida es la accién de SIP sobre recepto-
res de membrana de S1P (S1PR). Hay 5 tipos de
SIPR (numerados del 1 al 5) que se pueden asociar
a diferentes proteinas G. Para activar los receptores
presentes en la membrana plasmatica, S1P debe ser
transportado al medio extracelular por proteinas
transportadoras de la familia ABC, tales como
ABCAL (proteina reguladora de eflujo de coleste-
rol; CERP), ABCCI (proteina asociada a la multi-
rresistencia a drogas; MRP1) y ABCG2 (proteina
de resistencia del cincer de mama; BCRP). Otro
transportador de SIP es el homélogo 2 de la pro-
teina Spinster (SPNS2)“!719. SIPRs estdn ubicua-
mente, pero diferencialmente expresados en todas
las células. El repertorio especifico de SIPR que se
expresa en una célula, junto con su acoplamiento
a diferentes proteinas G heterotriméricas, deter-
minard la accién fisiolégica especifica de SIP. En
general se describen acciones relacionadas a carci-
nogénesis (proliferacion, migracién, angiogénesis,
autofagia) para los receptores SIPR1, 3 y 5. Efectos
contrarios se describen para SIPR2. Las acciones

de SIPR4 son poco conocidas (Figura 2).

EL MODELO DEL REOSTATO
CERAMIDA-ESFINGOSINA-S1P: ;ES POSIBLE
MODIFICAR EL DESTINO DE UNA CELULA?

La complejidad de las interconexiones bioquimicas
en el metabolismo de los esfingolipidos permite a
la célula coordinar las respuestas celulares median-
te la regulacién de interconversiones de esfingolipi-
dos. En la mayoria de las células, la esfingomielina
(SM) estd presente en un orden de magnitud mds
alto que los de la ceramida; por lo tanto, pequefios
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Figura 2. Receptores de
esfingosina-1-fosfato (S1P).
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cambios en SM pueden resultar en cambios pro-
fundos en ceramida. Por otra parte, la ceramida
se detecta en concentraciones que son un orden
de magnitud mayor que la esfingosina, de manera
que la hidrdlisis del 3-10% de la ceramida recién
generada puede doblar los niveles de esfingosina.
Por tltimo, la fosforilacién de 1-3% de la esfingo-
sina puede doblar los niveles de S1IP™.

Es probable que los niveles fisiolégicos de lipidos
bioactivos dicten sus mecanismos de accién. Lipi-
dos traza tales como S1P (nanomolar en concen-
tracién) interactiian con los receptores de muy alta
afinidad capaces de detectar sus bajos niveles. Lipi-
dos que se encuentran en concentracién interme-
dia como la ceramida y DAG acttian sobre recep-
tores de afinidad intermedia. Por el contrario, es
dificil pensar que los lipidos abundantes como la
SM puedan tener objetivos especificos, porque la
afinidad de la interaccién serfa demasiado baja. Sin
embargo, estos lipidos pueden cambiar las propie-
dades generales de la membrana y la subestructura
cuando sus niveles son modificados®.

Frente a los efectos opuestos de ceramida/esfingo-
sina versus S1P se ha planteado un modelo llama-
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do de “redstato” (Figura 3). Un redstato es un ele-
mento de un circuito eléctrico que permite variar
la resistencia del circuito, girando un eje. El mo-
delo de reéstato de ceramida-esfingosina-S1P hace
referencia a la posibilidad que tendria la célula de
“girar” el redstato hacia un estado proapoptético
(incrementando nivel de ceramida y esfingosina)
o hacia un estado de supervivencia celular, que
incluye resistencia a apoptosis, a quimioterapia y
radioterapia (incrementando los niveles de S1P),
definiendo el destino celular. La posibilidad de
modular el redstato aparece como un interesante
blanco terapéutico para el tratamiento del cdncer.

Hay muchos ejemplos en los que el redstato cera-
mida-esfingosina-S1P es funcional en la supervi-
vencia celular del cdncer, apoptosis, resistencia a
quimioterapia y radioterapia in vitro. Mds especi-
ficamente, varios informes sobre la desregulacién
de la via de S1P en el cdncer han sido publicados®.

La principal fuente de SIP son las plaquetas y los
glébulos rojos. Su concentracién en plasma es alta
y varia desde 0,2 hasta 0,9 pM y se encuentra es-
trechamente asociado a albamina y lipoproteinas,
en particular HDL. Contrariamente, los niveles
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tisulares de S1P son bajos, varia de 0,5 a 75 pmol/

2020 Los cambios en estos niveles podrian es-

mg!'
tar relacionados con diferentes condiciones pato-
l6gicas, incluyendo el cdncer. Por ejemplo, en un
modelo murino de tumorigénesis intestinal, la
concentracién de SIP en los tumores fue mayor

en comparacion a los tejidos sanos circundantes®?.

La primera observacién que sugirié la participacién
de SIP en el cdncer fue la transformacién de fibro-
blastos NIH3T3 como resultado de la sobreexpre-
sién de SPHK1, determinando proliferacién inde-
pendiente de suero, aumento de la formacién de
colonias y del crecimiento in vitro y la formacién
de fibrosarcomas al inyectar los fibroblastos modi-
ficados en ratones inmunocomprometidos'"”. Des-
de entonces la sobreexpresién de SPHKI ha sido
reportada en varios tipos de cdncer (gastrointes-
tinal, higado, mama, pulmén, astrocitoma, glio-
blastoma, mieloma mdltiple, leucemia mieloide
aguda y crénica, préstata, ovario, Utero y riién)
en comparacién con su homélogo tejido normal,
correlaciondndose ademds con el grado tumoral y

la sobrevida de los pacientes2*232%.

Experimentos in vitro han demostrado que al silen-
ciar la expresion de SPHKI1 utilizando siRNA se
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inhibe la proliferacién celular, aumentando la pro-
porcién ceramida/S1P y apoptosis en lineas tumo-

@527 pancreas® y leucemia®?. De

rales de prostata
acuerdo con esta prueba, la pérdida de SPHK1 en
la linea celular de cdncer de mama MCEF-7 activé la
via intrinseca de muerte celular programada®. Por
el contrario, la sobreexpresiéon de SPHK1 bloqueé
los mecanismos de apoptosis y produjo quimiorre-
sistencia®?. En efecto, lineas celulares de cidncer
resistentes a agentes quimioterdpicos tienen una
alta expresién de SPHKI. Esto ha sido observado
en lineas tumorales de préstata (PC3 y LNCaP)

@) células pancredticas

resistentes a camptotecina
resistentes a gemcitabina® y células de leucemia
mieloide crénica (LMC) resistentes a imatinib®3V.
Ademis, las células de LMC sensibles a imatinib
y daunorobicina tienen una relacién de ceramida/
S1P mayor que sus contrapartes resistentes a dichos

2930, Por otra parte, la efi-

agentes quimioterdpicos'
cacia de los firmacos quimioterdpicos se ha corre-
lacionado con el grado de inhibicién de SPHKI1 en
todos estos modelos. Interesantemente se ha descri-
to que fdrmacos quimioterdpicos y la radiacién-y
inducen la protedlisis de SPHK1 dependiente de
p53, por lo que la eficacia de estos agentes podria

estar relacionada con su capacidad para disminuir
la actividad global de SPHK1¢*%). Sin embargo,
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parece que la capacidad de las células para sobrevi-
vir a la quimioterapia, la radiacién y los inhibidores
de SPHKI1 se rige por un nivel umbral de actividad
de SPHKI. Por lo tanto, los agentes quimiotera-
péuticos, radiacién-y e inhibidores de SPHK1 no
necesariamente son capaces de reducir por si solos
la actividad total de SPHKI por debajo del umbral
y por lo tanto, hay células neopldsicas que pueden
sobrevivir a pesar de los tratamientos. Las combi-
naciones de agentes terapéuticos parecen ser nece-
sarias en estos casos®.

Ensayos in vivo también apoyan el rol de SPHK1
en la tumorogénesis y como sensor quimioterapéu-
tico. En modelos murinos, la inoculacién de lineas
celulares de cdncer de mama y de préstata que
sobreexpresaban SPHK1 en la almohadilla grasa
de la mama®) u ortotdpicamente en préstata®),
respectivamente, provocé el crecimiento de tumo-
res de mayor tamafo que cuando se inyectaron cé-
lulas con niveles endgenos de la misma enzima.
Los tumores con sobreexpresién de SPHKI1 tam-

bién presentaron mayor vascularizacién®

, mayor
resistencia a docetaxel y una menor relacién cera-
mida/S1P®>29_ A la inversa, en un modelo de me-
lanoma murino, el antagonismo farmacolégico de
los receptores de SIP por FTY720 (Fingolimod)
inhibié la angiogénesis y la vascularizacién tumo-
ral®®).

Basado en esta evidencia, S1P, enzimas y recepto-
res relacionados con su metabolismo y sefializacién
aparecen como potenciales blancos terapéuticos.
Anti-anticuerpos, agonistas S1P SIPR funcio-
nal / antagonistas (por ejemplo, FTY720, KRP-
203, JTE-013 y VPC-23019) y los inhibidores de
SPHK surgen como posibles tratamientos o trata-
mientos adyuvantes en el cdncer™. FTY720 (Fin-
golimod) fue autorizado recientemente por la FDA
como Gilenya™ y estd siendo utilizada en ensayos
clinicos para enfermedades inmunolégicas (ej. es-
clerosis mltiple), pero todavia no en cdncer®.

www.redclinica.cl

IMPORTANCIA EPIDEMIOLOGICA
DEL CANCER DE VEJIGA

El cdncer de vejiga es el cdncer mds frecuente de la
via urinaria (sin considerar el cdncer de prostata).
Ocupa el noveno puesto en el ranking de inciden-
cias de cdncer, siendo cerca de cuatro veces mis

frecuente en hombres que mujeres®”.

Chile no cuenta con registros de incidencia de cdn-
cer, pero se reportan aproximadamente 400 muer-
tes anuales por cdncer de vejiga, con una tasa de
mortalidad de 2.5 por 100.000 y 1.0 por 100.000
en hombres y mujeres, respectivamente®. Con es-
tas cifras, la importancia del cdncer de vejiga en
salud publica es muchas veces subestimada y rele-
gada por cdnceres de mayor prevalencia o morta-
lidad. Sin embargo, desde su diagndstico hasta la
muerte, el cdncer de vejiga es el cdncer de mayor
costo econémico por paciente entre todos los cdn-

(3940 Fsto se debe a su alta tasa de recurren-

ceres
cia, que determina la necesidad de estrictos regi-
menes de seguimiento con cistoscopia e imagenes,
ademds de cirugfas y tratamientos complementa-
rios en repetidas ocasiones. Si se agrega a los costos
econémicos el costo emocional y el impacto en la
calidad de vida que determina en los pacientes el
vivir bajo una constante amenaza de recurrencia,
este cdncer adquiere mayor relevancia como pro-

blema de salud publica a nivel nacional.

CARACTERISTICAS DEL
CANCER DE VEJIGA

Mis de un 90% de los cdnceres de vejiga son del
tipo urotelial, es decir, se originan en el epite-
lio que reviste la cavidad vesical. Entre un 75 y
80% de éstos se diagnostican como tumores “no
musculo-invasores” (tumores papilares o Ta, que
invaden ldmina propia o T1, carcinoma in situ
o CIS). Los tumores papilares o que infiltran la
limina propia pueden ser tratados exitosamente
mediante una reseccién endoscépica transuretral
(RTU), pero més de un 50% recurrird y entre
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un 10 y 15% progresard a enfermedad “musculo-

invasora”®V.

Desafortunadamente no existe un método pre-
ciso para determinar el riesgo de recurrencia o
progresion y su estimacién se hace sobre una
serie de variables como el nimero de tumores,
tamafio tumoral, grado histolégico, recurren-
cias previas, categoria T del tumor (clasificacién
TNM) vy la presencia de CIS. En base a estas
variables los pacientes pueden ser clasificados
en categorias de bajo, intermedio o alto riesgo
de recurrencia o progresién. Segtn el riesgo a
los pacientes se les puede ofrecer seguimiento,
terapias complementarias (quimioterapia intra-
vesical o instilacién vesical de bacilo de Calmet-
te-Guerin (BCQG)) o nuevas cirugias (RTU o
cistectomia radical)“V.

Para reducir el riesgo de recurrencia hoy en dia
s6lo existen dos alternativas comprobadas: la ins-
tilacién postoperatoria (post RT'U) inmediata de
quimioterapia intravesical y la terapia de instila-
cién intravesical de BCG en esquema de mante-

@4 La terapia con BCG también ha

Il(44’45).

nimiento
demostrado disminuir el riesgo de progresi6
Sin embargo, a pesar de estas terapias, las recu-
rrencias y progresién del cdncer de vejiga siguen
siendo un problema clinico muy importante que
genera la necesidad de buscar nuevos blancos y al-
ternativas de tratamiento.

ESFINGOSINA-1-FOSFATO
Y CANCER DE VEJIGA

La optimizacién de las terapias adyuvantes intra-
vesicales en cdncer de vejiga nomusculo invasor es
un objetivo fundamental si se pretende reducir las
tasas de recurrencia y progresién en los pacientes
afectados, con los beneficios concomitantes sobre
su calidad de vida y la reduccién de los costos del
seguimiento.
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Poco se sabe sobre el papel de esfingolipidos especi-
ficamente en el cdncer de vejiga. Wu ez a/“® repor-
t6 que en la linea celular de cdncer de vejiga T24
la estimulacién con VEGF produjo la activacién
secuencial de PKC, SPHK1, Ras, Raf y ERK1/2,
lo que condujo a la estimulacién de la sintesis de
DNA. La inhibicién farmacolégica de SPHKI re-
dujo en un 50 a 90% los niveles de ERK1/2 fosfo-
rilado (forma activa de la proteina).

Otro estudio mostrd que la adicién exégena de S1P
no alteré el crecimiento de células de cdncer de ve-
jiga J82 y sélo aumenté modestamente su motili-
dad®. Sin embargo, en este estudio no se midieron
los niveles basales de S1P en las células J82. Dado
que estas células derivan de un cdncer de vejiga mal
diferenciado®, hipotéticamente podria tener una
via de SIP ya saturada, explicando esto por qué la
adicién de mds S1P no pudo producir ningtn efec-
to aditivo. Por otra parte, este estudio tampoco ex-
ploré el efecto de la reduccién de S1P sobre el creci-
miento celular y la motilidad de J82.

Mis interesantes son las observaciones formula-
das por Azuma ez /" cuando describi6 la induc-
cién de apoptosis en células humanas de cdncer
de vejiga (T24, UMC3 y HT1997) in vitro e in
vivo causada por el tratamiento con FTY720.
También se observé una reduccién significati-
va en el crecimiento de tumores en ratones a los
que se les inocul6 subcutdneamente células T24
o UMUCS3 simultineamente con la administra-

cién de FTY720.

Estos hechos sugieren que en cdncer de vejiga el me-
tabolismo de los esfingolipidos puede ser un blanco
para tratar o modular positivamente el efecto de los
tratamientos actualmente disponibles.

CONCLUSION

El metabolismo y la sefializacion de los esfingolipi-
dos es foco de atencién de muchos grupos de inves-
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tigacién en diversos tipos de cdncer. Los resultados
disponibles sugieren que algunas de las enzimas y
receptores involucrados en la interconversién de
ceramida/esfingosina a esfingosina-1-fosfato y su
sefalizacién pueden ser blancos terapéuticos para
el tratamiento de distintos cdnceres.

Los autores de esta revisién recientemente se han
adjudicado un fondo de investigacién de la Oficina
de Apoyo a la Investigacién Clinica del Hospital
Clinico de la Universidad de Chile con el objetivo

de poder explorar mediante inmunohistoquimica

la expresién de enzimas y receptores involucrados
en el metabolismo de esfingosina-1-fosfato en bios-
pias de cdncer de vejiga de estirpe urotelial (carci-
noma de células uroteliales) y en su contraparte de
tejido urotelial normal, con el fin de poder identi-
ficar patrones de expresion que puedan sugerir que
la manipulacién del redstato en este tipo de cdncer
pueda ser un blanco terapéutico al que se pueda
apuntar a futuro, con el fin de sentar las bases para
mejorar los resultados de las terapias adyuvantes
y disminuir la recurrencia y progresién del cdncer

de vejiga.
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