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Cada marfiana, en

el Africa,

una gacela se

despierta; sabe

que deberd correr
mds rapido

que el leon, o éste
la matara.

Cada mafiana, en

el Africa,

Un ledn se
despierta; sabe
que deberd correr
mds ripido
que la gacela, o
morird de

hambre.

Cada mafiana,
cuando sale
el sol, no importa
st eres un
leon o una
gacela; mejor serd
que te pongas a
correr.

La vida no es ningiin pasillo recto y facil
que recorremos libres y sin obstdculos,
sino un laberinto de pasadizos,
en el que tenemos que buscar nuestro camino,
perdidos y confusos, detenidos,
de vez en cuando, por un callejon sin salida.

®Pero, si tenemos fe, siempre se abre

una puerta ante nosotros;

quizd no sea la que imaginamos,

pero si serd, finalmente,
la que demuestre ser buena

para nosotros.

A. J. CRONIN
INDICE
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RESUMEN.

Durante los Ultimos 25 afos el conocimiento de las alteraciones genéticas
que tienen lugar en las células cancerosas ha posibilitado una mejor
comprension de los procesos que son responsables de la transformacién de las
células normales en cancerosas.

Cuanto mayor sea nuestro conocimiento de los mecanismos por los que una
célula normal controla su proliferacién y cémo se pierde este control en las
células tumorales, y de aquellos que regulan la invasidad de las células
cancerosas o de los que son responsables de que éstas escapen a la
destruccion por el sistema inmune del organismo es evidente que estaremos
mads cerca de encontrar farmacos y hatamientos que permitan inhibir la
aparicion y/o el crecimiento de los cdnceres.

La glucosilceramida se asocia con la resistencia a la quimioterapia en las
células tumorales. De hecho la acumulacién de la glucosilceramida es una
caracteristica de las células con multiresistencia a farmacos (MDR) y tumores
como el melanoma y el cdncer de seno obtenidos de pacientes que
responden menos a la quimioterapia. Ademds estudios recientes muestran que
el mantenimiento de los niveles de glucosilceramida en células MDR es
importante para prevenir la apoptosis (Hannun, y Argraves, 2001).

Durante el proceso de fransformacién existe elevada actividad de la enzima
esfingomielina sintetasa y esta actividad esta asociada con la activacién del
factor de trascripcién Nf-xB.

Las células de hematoma y de fibroblastos fransformados tienen un alto nivel
de la sintetasa de esfingomieling, una actividad casi ausente en los fibroblastos

normales y muy baja en células hepdticas normales (Pyne y col., 1997).



INTRODUCCION

CICLO CELULAR

Antes de empezar a discutir el ciclo
celular, por lo tanto, puede ser conveniente
diferenciar entre el ciclo cromosémico y el
ciclo citoplasmdatico paralelo. En el ciclo
cromosomico se alterna la sintesis de DNA, el
DNA nuclear se duplica, con la mitosis, las
copias duplicadas del genoma se separan.
En cambio, en el ciclo citoplasmatico se
alterma el crecimiento celular, en el cual los
ofros componentes de la célula duplican su

cantidad, con la citocinesis, donde la célula

M
(mitosis)

Gap 2) / , / \\‘ (Gap1)

Ciclo celdren | |
gucariotas

/ (I . Céluas que
/’ / N\-,/ cesan de
: dividirse
Fase S . /
(sintesis de ADN) '

como en todo se divide en dos. ESQUEMA DEL CICLO CELULAR DE EUCARIOTAS

Los pasos del ciclo celular

En la mitosis el contenido del nicleo se
condensa dando lugar a cromosomas visibles
los cuales, a través de una serie orquestada
de movimientos, se separan en dos grupos
igudles; luego, en la citocinesis, la célula se
divide en dos células hijas, cada una de las
cuales recibe uno de los dos grupos de
cromosomas. Debido a su facil observacion,
la mitosis y la citocinesis centraron el interés
de los primeros investigadores. Estos dos

sucesos juntos, sin embargo, no ocupan

PASOS DEL CICLO CELULAR



sino un breve periodo del ciclo reproductivo celular, el denominado fase
M(Mitosis).

El tiempo mucho mds largo que transcurre entre una fase M y la siguiente se
conoce como interfase. A través del microscopio la interfase aparece, de
manera decepcionante, como un interludio tranquilo  durante el cual la célula
se limita a aumentar lentamente su volumen. El uso de técnicas maés
sofisticadas revela que la interfase es de hecho un periodo en el que se
suceden en una secuencia cuidadosamente ordenada los complejos
preparativos necesarios para la division (Alberts, 1996).

Las cuatro fases sucesivas del ciclo celular eucaribtico tipico. Después de la
fase M, que consiste en la divisién nuclear (mitosis) y la divisién citoplasmatica
(citocinesis), las células hijas inician la interfase de un nuevo ciclo. La interfase

comienza con la fase G1, en la que las células, cuyas actividades biosintéticas.

INTERFASE Y DIVISION.

La vida de las células transita por dos etapas que se alternan ciclicamente:

interfase y divisién, la interfase se subdivide en tres periodos G1.S y G2.
Gl: en esta fase tienen lugar las actividades de la célula: secrecién,
conduccién, endocitosis, etc. Comenzando a partir de la citocinesis de la
divisién anterior, la célula hija tiene bajo contenido de ATP resultante del gasto
experimentado en el ciclo anterior, por lo que en este periodo se produce la
acumulacién de ATP necesario y el incremento de tamario celular.

Las células que no se dividen nuevamente (como las nerviosas o del mdsculo
esquelético) pasan toda su vida en este periodo, que en este caso se llaman
GO, ya que las células se retiran del ciclo celular.

S: fase de sintesis y replicacion del DNA, comienza cuando la célula adquiere el
tamano suficiente y el ATP necesario. Dado que ADN lleva la informacion
genética de la célula, antes de la mitosis debe de generarse dos moléculas

idénticas para ser repartidas entre las dos células hijas. Durante la interfase el
3



ADN asociado a las histonas constituye la cromatina. El ADN es una doble
hélice que se abre y cada cadena es usada como molde para la producciéon
de una nueva cadena, que queda unida a la original usada como molde. Por
esta razén la replicacién del ADN se denomina Semiconservativa. Estos ADN’s
nuevos quedan unidos por el centromero hasta la mitosis, recibiendo el nombre
de cromatidas hermanas.

G2:Es el tiempo que transcurre entre la duplicacién del ADN vy el inicio de la
mitosis. Dado que el proceso de sintesis consume una gran cantidad de
energia la célula entra nuevamente en un proceso de crecimiento y
adquisicién de ATP, la cual utiliza para el proceso de mitosis.

R: fase tardia de G1, la célula decide si debe o no seguir el ciclo celular
(Alberts, 1996).

EL CICLO CELULAR Y LA APOPTOSIS

Células en activa divisibn celular pueden encontrarse en una de cuatro
etapas del ciclo celular. El periodo G1 (Gap 1), intervalo entre la
mitosis y la replicacién del ADN, se caracteriza por el crecimiento celular.
En Gl existe un momento critico en el que la célula puede salir o entrar al
reposo proliferativo Go. La prosecuciéon de G1 depende de la presencia de
seflales favorables como mitégenos o factores de crecimiento. Entonces en
presencia de estas sefales la célula entrara en la fase S (sintesis) en donde
ocumird la replicacién del ADN. A este periodo le sigue la fase G2 (Gap 2)
durante la cual ocurren grandes cambios en la arquitectura celular como la
ruptura de la membrana nuclear, la condensacién de la cromatina y la
reorganizacién del citoesqueleto. El ciclo celular culmina con la segregacion
de los cromosomas duplicados en las células hijas durante la fase M (mitosis)
(Lehninger, 1995).



Ciclinas.

Proteinas sintetizadas continuamente durante la interfase y degradadas
sUbitamente por enzimas al final de cada mitosis. Durante el ciclo celular su
concentracién fluctla. Y al hacerlo actian como reguladores de la actividad
enzimdtica de las cinasas.

La ciclina al igual que el factor promotor de la fase M (MPF), pertenece al
pequeno grupo de proteinas cuya actividad depende marcadamente de la
fase del ciclo de division en la que se halle la célula. La ciclina se sintetiza a un
ritmo rdpido y consta a lo largo del ciclo, pero en la mitad de la fase M es
sUbitamente destruida. Asi, en cada ciclo celular su concentracién aumenta
constantemente desde cero para luego, de repente, caer de nuevo a cero.
Los genes de la ciclina han sido clonados, lo cual ha permitido preparar mRNA
de ciclina puro. Cuando este m RNA se inyecta en un oocito de Xenopus tiene
el mismo efecto de MPF, sacando al oocito de la fase G2 y deduciéndolo ala
fase M.

A partir de estas y otras observaciones se ha sugerido que el pico de MPF
que se produce en la fase M podria estar desencadenado por el aumento de
concentraciéon de ciclina por encima de cierfto umbral; la destruccion de
ciclina estd causada por un acontecimiento de la fase M, y la subsiguiente

desaparicion de MPF podria ser consecuencia de la destrucciéon de la ciclina.

Control de progresién del ciclo celular

Los organismos multicelulares poseen sofisticados mecanismos que controlan
la progresidn del ciclo celular y por lo tanto la proliferacién celular. Ante
situaciones desfavorables como, falta de nutrientes, dafo celular, ausencia de
mitégenos, etc, la célula se asegura de frenar el ciclo celular. La progresion en
el ciclo celular se lleva a cabo por un numero limitado de proteinas reguladoras
denominadas ciclinas. La progresidon a través de G1-5-G2 depende de la
sintesis apropiada de ciclinas en momentos especificos de cada una de estas

5



fases. El complejo ciclina-Cdk es activado a su vez por pasos secuenciales de
fosforilacion y defosforilacién en residuos claves de las cinasas. La actividad de
las cdk puede ser especificamente inhibida por ciertas proteinas. Las cdks
activan o inhiben diversas proteinas de modo de coordinar eventos como

replicaciéon del ADN o ruptura de la membrana nuclear (Alberts, 1996).

Regulacién del ciclo celular: la via p53-retinoblastoma

La entrada a la fase Gl estd limitada por la presencia de la proteina
retinoblastoma (Rb) que une y secuestra al factor transcripcional E2F, el que
controla la sintesis de proteinas necesarias en G1. Esta inhibicién desaparece
cuando la cdk-4 se activa y fosforla a Rb activindose la capacidad
transactivante de E2F. La presencia de mitogenos reduce los niveles de la
proteina p1é inhibidora de la cdk-4 y a su vez induce la aparicién de ciclina D,
acciones que aumentan la actividad cdk-4. Uno de los sustratos mas
importantes de esta cinasa es la proteina retinoblastoma (Rb). La cdk-4
hiperfosforila a Rb liberando el factor transcripcional E2F. Este se une a
secuencias especificas del ADN para promover la sintesis de enzimas requeridas
en la sintesis del ADN (Polimerasas, Dehidrofolato reductasa y ciclinas E y A). La
aparicién de la ciclina E permite la activaciéon de cdk2 que promueve la
desaparicion de su inhibidor p27 a través de fosforilacidn vy activa la
magquinaria de replicacion. Luego si se ha completado la etapa §, la  célula
durante G2 se prepara para la divisidén celular mediante la aciivoéién de cdkl
dependiente de ciclina A y B. La cdkl1 es activada por fosforilacién del residuo
de Thr-14 y defosforilaciéon de tyr-1. La actividad concertada de estas ciclinas
permite la desintegracién de la membrana nuclear, aparicién del huso mitético
y cariocinesis. Fallas en la replicacidon del ADN activan el denominado guardidn
celular p53 que entre sus numerosas funciones actia como factor
transcripcional estimulando la sintesis de la proteina p21. La P21 es un inhibidor

del complejo cdk-4/D y asi p53 detiene la progresion el ciclo celular dando
6



tiempo a la célula para reparar el ADN dafado. El p53 sé autorregula mediante
un mecanismo de retroalimentacién negativo al inducir la sintesis de la proteina
mdm2. La Mdm?2 secuestra a p53 y lo transporta fuera del nicleo, facilitando su
destruccién. Si el dafio del ADN no se puede reparar en un tiempo prudente,

la célula activa mecanismos de autodestruccién (Voet, 1992).

Desregulacién del ciclo celular: desarrollo de cancer.

El tejido neopldsico se caracteriza por una division celular rapida,
descontrolada. La via pS53-ciclinaD-cdk4-Rb es central en la regulacién de la
transicion G1/S y ha ayudado a comprender la génesis de diversos canceres
humanos en distintos tipos de cdncer se ha observado alteraciones en los
niveles o actividad de proteinas de esta via. Por ejemplo se encuentra una
sobreexpresion de ciclica D, mutacion en cdk4 que la hace insensible a p1é6, o
también mutacién en Rb que permite la activacion persistente de E2F o

mutaciones en p53 que lo incapacita para detener el ciclo celular (Voet, 1992).

CELULAS CANCEROSAS

Una célula cancerosa es el resultado de
un cambio genético permanentemente
producida en una célula somdtica por lo
demds normal. Tal cambio, denominado
transformacioén maligna, puede ser

desencadenado por algin agente fisico

externo, como los rayos X, por un exceso de
radiacion ultravioleta de la luz solar, o por varios agentes quimicos
carcinogénicos. Las células cancerosas tienden a crecer de un modo bastante
agresivo y no obedecen a los esquemas normales de formacion de los tejidos.

Su modo anormal de crecer, que no es necesariamente masivo, pero que de



ordinario es disruptivo, tiende a interferir con las actividades normales de las

células y tejidos adyacentes (Lehninger, 1995).

Definicién de céncer

Antes de pasar a definir el término cancer conviene explicar brevemente que las
células de la mayor parte de los tejidos del organismo tienen la capacidad de
reproducirse. Algunas lo hacen constantemente y otras solo en ciertas circunstancias.
Por ejemplo, las células de la parte mds profunda de la piel siempre se estan
multiplicando. Las hijas de estas células van siendo empujadas hacia afuera, desde
donde eventualmente se desprenden. Sin embargo, en caso de que la persona sufra
una cortadura en la piel, la velocidad con la que esas células se reproducen aumenta,
para reparar pronto el dano.

Existen mecanismos que regulan la velocidad con la que las células mencionadas
deben reproducirse. En otros tejidos distintos a la piel hay mecanismos que solamente
permiten la reproduccién celular en ciertas circunstancias, como cuando hay
necesidad de reparar algun dano. El resto del tiempo el nOmero de células de ese tipo
en ese tejido es estable.

Cuando una célula pierde la capacidad para que su reproduccion pueda ser
regulada por esos mecanismos surge un tumor. En el caso de los tumores malignos las
células adquieren también otras caracteristicas que las hacen mas peligrosas, como la
capacidad de desprenderse del sitio donde se originaron y vigjar a través de la
circulacion sanguinea o linfatica a drganos distantes para ahi  confinuar
reproduciéndose y formar nuevos tumores (que se puede decir que son "hijos" del
tumor original o primario), conocidos como metdstasis.

Una vez explicado lo anterior podriamos definir al cancer como la proliferacion
desordenada de células que adquieren la capacidad de invadir otros tejidos, de
enviar metastasis a distancia, y eventualmente, de matar al huésped (enfermo).

Las células cancerosas presentan un tipo distinto de metabolismo, aunque
poseen todas las enzimas requeridas para la mayoria de las rutas metabdlicas
cenfrales, casi todos los tipos de células cancerosas muestran una anomalia de

la integracion de la secuencia glucolitica con el ciclo de los dacidos
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fricarboxilicos. El ritmo de consumo de oxigeno de las células cancerosas es

algo inferior a los valores comespondientes de las células normales. Sin
embargo, las células malignas tienden a utilizar de 5 a 10 veces mas de glucosa
que los tejidos normales, y la mayor parte de ella la convierten en lactato, a
pesar de que poseen un ritmo respiratorio normal. Este fendmeno de
produccién aerébica de lactato se denomina glucdlisis aerdbica.

Las células cancerosas muestran muchos cambios en las propiedades de la
superficie celular. Son caracteristicas de un cdncer un crecimiento
incontrolado, la invasion de otros tejidos y la diseminacidn a otros sitios del
organismo por metastasis.

Todas ellas indican que la célula cancerosa, en cierta forma, escapa al
control que normalmente regula el crecimiento celular. En este sentido es
interesante que muchos de los cambios que se observan estén relacionados
con alteraciones de la mbrana y especialimente de la cubierta celular.

IZT.

1.~ Inhibicién de movimiento por contacto.- Las células normales que crecen en
un cultivo de tejido tienden a establecer contactos celulares con las células
vecinas. En los puntos de adherencia aparece una especie de placa densa; al
mismo tiempo, el movimiento de las prolongaciones celulares se hace mas
lento y se produce su inhibicién. Por el contrario, las células cancerosas no se
adhieren y no muestran este tipo de inhibicion por contacto. En estas células
hay un mayor nimero de prolongaciones en la superficie celular y los
movimientos son mds intensos. Estas diferencias en el movimiento estdan
acompanadas por cambios en los microfilamentos.

2. Inhibicién de mitosis por contacto.- Una célula normal en cultivo se divide
cada 24 horas mientras flota libremente en el medio. Sin embargo, cuando se
pone en estrecho contacto en una monocapa, la velocidad de las mitosis

disminuye y hay una inhibicién de la division celular.



La inhibicibn depende de alguna sefal desconocida que se produce
cuando las células se ponen en contacto, y no de una sustancia difusible que
actua a distancia.

En las células cancerosas, colocadas en las mismas condiciones, no hay
inhibicién de la mitosis y en consecuencia, las células en cultivo tienden a
apilarse formando masas de varias capas de espesor. Por otra parte, presentan
menor adhesividad, tanto con respecto al sustrato sélido como entre si, y su
motilidad es mucho mds pronunciada. Estas propiedades pueden explicar
porqué las neoplasias invaden a otros tejidos y manifiestan un crecimiento
desconfrolado (Voet, 1992).

El crecimiento y reproduccion de las células suelen ocumir juntos; el
crecimiento ocurre simultdneamente con la duplicacién de los genes del
nucleo, seguido unas horas mads tarde de mitosis.

En el hombre normal, la regulacion del crecimiento y la reproducciéon
celulares es practicamente un misterio. Sabemos que algunas células crecen y
se reproducen constantemente como las formadoras de la sangre de la
médula 6sea, las capas germinativas de la piel y el epitelio del intestino. Pero
muchas otras células del cuerpo no se reproducen durante afos, como ocurre
con algunas células musculares; y unas pocas células como las neuronas, no se
reproducen en toda la vida.

Sabemos muy poco del mecanismo que conserva los nUmeros adecuados
de los diferentes tipos celulares en la economia se admite que hay sustancias
de control secretadas por las diferentes células que ejercen efecto de
retroalimentacion interrumpiendo o haciendo mdas lento su crecimiento cuando
se han producido demasiados elementos, aunque sdlo se han descubierto unas
pocas de tales sustancias. Sabemos que las células de cualquier tipo extraidas
del cuerpo y que crecen en cullivos de tejido pueden desarrollarse y
reproducirse, rdpida e indefinidamente si el medio en el cual vive se va

cambiando constantemente. Pero dejardn de crecer si se deja que incluso
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pequenas cantidades de sus propias secreciones se acumulen en el medio, lo
cual hace pensar que sustancias de control limitan el crecimiento celular.

Puede producirse cancer en cualquier conjunto de la economia. Resulta de
un cambio en algunas células que les permite no respetar los limites normales
de crecimiento, no obedecer los controles de refroalimentacion que
normalmente interrumpen el crecimiento y reproduccion celulares después que
un numero determinado de células ya se han desarrollado, como se dijo antes,
incluso las células normales extraidas del cuerpo y creciendo en cultivos de
tejido pueden desarrollarse y proliferar indefinitivamente si el medio de
crecimiento cambia constantemente. Por lo tanto, en cultivos de tejido, las
células normales se conducen exactamente como las cancerosas, pero en
tejidos normales del cuerpo las células tienen una conducta diferente, ya que
esta sometida a limites, cosa que no ocurre con las cancerosas.

El tejido canceroso establece competencia con los tejidos normales para
nutimentos; como las células cancerosas confinban  proliferando
indefinidamente su numero se multiplica dia a dia, y puede comprenderse que
las células cancerosas pronto captaran practicamente todos los elementos
nutritivos disponibles para el cuerpo. En consecuencia, los tejidos normales
sufren gradualmente muerte nutritiva.

Dado el cambio que convierte una célula somdtica en una célula
cancerosa es genético, las células cancerosas fransmiten sus caracteristicas
aséciales y agresivas a su descendencia, de modo que si el cancer no se
extirpa quirirgicamente o se destruye de otra manera antes que haya crecido
durante mucho tiempo, las células pueden diseminarse por la sangre o la linfa a
sitios del cuerpo alejado del origen; en estos sitios las células establecen nuevos
focos de crecimiento invasor y destructivo que se llama metdstasis, y de esta

manera las células cancerosas pueden dominar al cuerpo.



Al perder la capacidad para reaccionar a influencias que regulan el
crecimiento de las células normales, las células cancerosas en cierto modo
cumplen los requisitos de la inmortalidad de las células somdticas.

Las células de un cdncer suelen presentar aneuploidia; en realidad, el
mostrar aneuploidia en células en desarrollo tomadas del cuerpo se consideran
indicacién positiva de que son cancerosas. Sin embargo, la falta de
aneuploidia no descarta cdncer, pues algunas células cancerosas no son
aneuploides, por lo menos no lo son inicialmente, sino sélo al continuar la

multiplicacién.

1.5. ANEUPLOIDIA

Se origina a nivel de células somdaticas en dos estados. Las especies de
animales superiores, como el hombre, se perpetUan indefinidamente porque las
células germinativas crean nuevos individuos que conservan la especie.
Considerando que los cuerpos compuestos por células somaticas tienen vida
limitada, surge la interrogante de saber si hay o no un factor que limite la
duracién de la vida.

Una forma de investigar el problema de la inmortalidad de las células
somaticas consiste en cultivarlos fuera del cuerpo en un medio adecuado.
Estudios de esta clase han demostrado que las células somaticas con
capacidad de proliferar pueden propagarse fuera del organismo en medios
nutritivos tiempo suficiente para sugerir que pudieran seguir multiplicdndose
indefinidamente. Pero, al disponer de métodos de andlisis cromosémicos
también se tornd patente que la mayor de estas lineas de células que no
mueren después de unos meses de cultivo in vitro sino siguen proliferando, han
adquirido un nUmero aneuploide de cromosomas vy, por ello ya no pueden

considerarse normales.



1.5.1. Aneuploidia y células cancerosas

Ocurre aneuploidia en circunstancias de multiplicacion mdas o menos
continuada de células que caracteriza a la enfermedad llamada cdncer. Se
considera que el cancer nace porgue alguna célula somatica experimenta
cambio genético de modo que se multiplica en circunstancias en las cuales
estaria restringida la multiplicacién de células normales. El escape de las células
cancerosas de los mecanismos que regulan el crecimiento se acompaia, mas
o menos reciprocamente, de pérdida de la capacidad para alcanzar la clase
de estructura muy especializada que tendria células normales del mismo tipo vy,
como consecuencia, suelen ser menos eficaces funcionalmente o si acaso
funcionan, la funcién no estd regulada, como si no guardaran relacién con las
necesidades del resto del organismo; suele decirse que las células cancerosas

utilizan su energia para crecer y no para funcionar.

1.5.2. Céncer y factores de crecimiento.

Una de las dreas con mayor potencialidad benéfica de la investigacidn
actual estd encaminada hacia la comprension de cémo las células ordinarias,
de crecimiento normal, se transforman en células cancerosas de crecimiento
descontrolado. Conocer esto en detalle requerird bastante esfuerzo porque
hay varios mecanismos relacionados con la conversion de células normales en
células cancerosas; pero lo que ya resulta claro es que uno de los mecanismos
estd relacionado con ciertas sustancias polipeptidicas que imitan algin
aspecto de la accién bioquimica de los factores de crecimiento naturales. Las
sustancias que pertenecen a esta categoria, son proteinas representantes de
las proteinas oncogénicas, es decir, sustancias carcindgenas sintetizada in vivo
bajo el control de genes llamados oncogenes, los cuales estan presentes de
modo natural en el DNA de los cromosomas, pero en condiciones normales no

se expresan.



Dos oncogenes asociados en fechas recientes con los factores de
crecimiento son el sis-oncogén y el erb-oncogén. La proteina del sis-oncogén
es muy semejante al factor de crecimiento derivado del plasma (PDGF),
mientras que la de erb-oncogén se parece a la proteina membrdnica

receptora del factor de crecimiento epidérmico.

1.5.3.Los cdnceres difieren en concordancia con el tipo celular del que derivan.

Las células cancerosas estdn definidas por dos propiedades hereditarias:
ellas y su progenie se reproducen a pesar de las restricciones normales vy
invaden y colonizan temitorios normalmente reservados para otras células. Una
célula anormal aislada que no prolifere mds que sus vecinas normales, no
produce ningun daio significativo, sean cual sean las propiedades
desagradables que pueda tener; pero si su proliferacion estd fuera de control,
producird un tumor o neoplasma una masa de células anormales creciendo
inexorablemente. Sin embargo, las células neopldsicas permanecen agrupadas
en una masa unica, se dice que el tumor es benigno y generalmente puede
conseguirse una curacién completa extrayendo la masa quirdrgicamente. Un
tumor se considera canceroso solo si es maligno, es decir, si sus células tienen la
capacidad de invadir el tejido circundante. La capacidad invasora implica,
generalmente, la habilidad de liberarse, entrar en el forente sanguineo o en los
vasos linfaticos, y formar tumores secundarios o metdstasis en otros lugares del
cuerpo. Los cdnceres se clasifican dé acuerdo con los tejidos que invaden y
con el tipo celular en el que se originan. Los procedentes de las células
epiteliales se denominan carcinomas; los procedentes de las células musculares
se denominan sarcomas. Entre los cdnceres que no encajan en ninguna de
estas dos amplias categorias se encuentran las diversas formas de leucemia,
derivadas de células hematopoyeticas, y los canceres derivados de células del

sistema nervioso.



1.5.4. Muchos cdanceres derivan de una célula anormal

En muchos tipos de cdanceres se puede seguir su evolucion hasta llegar a su
origen, un Unico tumor primario aislado; ello sugiere que derivan por divisién
celular de una Unica célula la cual ha sufrido algin cambio hereditario que le
permite crecer mds que sus vecinas. Pero, cuando se detecta por primera vez,
un tumor tipico ya contiene mil millones de células o mds, y a menudo incluye
muchas células normales.

Generalmente las células cancerosas retienen muchas caracteristicas del
tipo celular especifico del que ellas derivan. Se cree que la mayoria de los
cdanceres se originan a partir de una Unica célula que ha experimentado una
mutacién somdatica, pero para que la progenie de esta célula se transforme en
cancerosa, ha de sufrir mds cambios, los cuales probablemente requieren
varias mutaciones adicionales. Este fendmeno de progresién tumoral, que
generalmente dura muchos afios, refleja la operacién de evolucidon por
mutacion y seleccién natural entre las células somaticas; la velocidad de este
proceso es acelerada por agentes mutagénicos (iniciadores tumorales) asi
como por ciertos agentes no mutagénicos (promotores tumorales) que afectan
a la expresion génica, estimulan la proliferacién celular y alteran el balance
ecolégico de células mutantes y no mutantes. Asi, en el desarrollo de un
cancer dado contribuyen muchos factores; algunos de estos factores son
caracteristicas del entorno que se podrian evitar, por lo que, en principio, una

gran proporcién de cdnceres se pueden prevenir.

1.6. APOPTOSIS:

La apoptosis es la muerte celular programada o suicidio celular. Cuando
esto ocurre la célula se encoge y desprende de sus vecinas. En la superficie
aparecen burbujas (la célula parece hervir) y la cromatina se condensa

formando una o varias manchas cerca de la membrana nuclear. Poco
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después se fragmenta en numerosos cuerpos apoptoticos que engloban

fracciones de las células siendo finalmente fagocitados.

1.7. LIPIDOS.

Las moléculas de lipidos juegan un papel central en la transduccién de
sefiales y la regulacién del crecimiento y la viabilidad de la célula. De hecho,
esto se hace evidente ahora que la relevancia biolégica de las moléculas de
lipido transciende sus funciones estructurales como componentes de organelos
celulares. Se ha mostrado que los lipidos también ejercen un papel activo en la
red compleja de reacciones que regulan la fisiologia celular. El concepto de los
lipidos como factores de sefializacién y reguladores se aplicé primero a los
glicerofosfolipidos y los productos de su metabolismo. Asi, moléculas como el
diacilglicerol (DAG), el inositol trifosfato (IPa), el Geido fosfatidico (PA) y el factor
activador de plaquetas (PAF) se asocian con la regulacion de eventos bdsicos
que controlan la homeostasis intracelular y la comunicacién intercelular,
incluyendo la proliferacién celular y la inflamacion (Liscovith y Cantley, 1994;
Spiegel y col., 1996). Dadas estas funciones cruciales para las moléculas de
lipidos. la regulacién de las enzimas que controlan su metabolismo y, por
consiguiente, modulan sus niveles intracelulares asume un papel critico. La
alteracion del control de estas enzimas puede producir problemas serios en el
mantenimiento de la homeostasis y el balance entre las sefales lipidicas
intracelulares, lo cual regula, inhibiendo o activando, funciones celulares tales
como la proliferacién celular y el arresto del crecimiento o la apoptosis.

Un gran nOmero de estudios designé como relevantes para la regulacién del
crecimiento y la viabilidad celulares y la transformacién a las moléculas lipidicas
de sefidlizacién, DAG y, mds recientemente, la ceramida. Se ha observado que
los niveles del DAG aumentan en respuesta a estimulos mitogénicos como los
factores de crecimiento, la proteina ras y otros agentes oncogénicos o

transformantes (Lacal y col., 1987; Grand y Owen, 1991). La degradacién del
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fostatidilinositol bifosfato (PIP2), es la via es mas estudiada para la generacion
de DAG, con un aumento concomitante en el Ca?* intracelular, secundario a la
generacién de inositol trifosfato; ambos activan sinergisticamente la actividad
de la proteina cinasa C (PKC) (Majerus y col., 1986; Nishizuka, 1992). Otros
mecanismos principales de produccién de DAG son mediados por la accién
consecutiva de la fosfolipasa D (PLD) especifica para PC y la fosfohidrolasa del
dcido fosfatidico (PAP); y por la hidrélisis de fosfatidilcolina (PC) a través de una
PLC especifica para PC (PC-PLC) (Divecha e Irvine, 1995).

1.7.1. Partficipacién de moléculas lipidicas en la sefiallzacién celular.

Funcionalmente, una caracteristica distintiva de los esfingolipidos es esta
aparente participacién en caminos distintos de regulacién celular pro o anti-
proliferativa. Por ejemplo, la ceramida (Cer) (Kolesnick y Golde, 1997; Obeid y
col., 1993) y la esfingosina (Sph) (Ohta y col., 1995; Sweeney y col., 1996) son
importantes participantes reguladores en muerte celular programada
(apoptosis); mientras que la esfingosina 1-fosfato (Sph-1-P) induce mitogénesis y
se ha implicado como segundo mensajero en la proliferacién celular inducida
por el factor de crecimiento derivado de plaquetas y por el suero (Olivera vy
Spiegel, 1993). El balance entre los niveles intracelulares de Cer y Sph-1-P y sus
efectos reguladores sobre los miembros de las diferentes familias de proteinas
cinasas activadas por mitbgeno puede determinar el destino de la célula
(Cuvillier y Col, 1996).

Ahora se reconoce que las distintas vias del metabolismo de los
esfingolipidos pueden determinar si una célula sobrevive o se muere. Se ha
demostrado que la ceramida es un importante componente regulador de la
apoptosis (Kolesnick y Golde, 1997; Obeid y col., 1993), Sph-1-P esta involucrada
en la supervivencia celular como una molécula de senalizacién (Spiegel y

Merrill, 1996). En contraste, en diversos estudios se menciona que Sph media
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respuestas mitogénica o apoptdtica, dependiendo del tipo celular (Zhang,
1990; Jacobs y Kester, 1993).

La esfingosina se sintetiza por condensacién del palmitol CoA con el
aminodcido serina, seguida de descarboxilacién y desaturacién. Cuando la
esfingosina se acila con un acil CoA se forma ceramida, que al reaccionar con
la CDP-colina produce esfingomielina.

A partir de las ceramidas por glucosidacién con UDP-azicares y acido CMP-
N-acetil-neuraminico, se forman los cerebrésidos y los gangliésidos.

En el aparato de Golgi se llevan a cabo algunas reacciones, donde la
esfingomielina y el complejo de esfingolipidos (glucolipidos, gangliésidos) se
sintetizan.

La esfingomielina sintasa forma la esfingomielina y la enzima inicial
predominante en sintesis del glucolipido es la glucosilceramida sintasa (GCS),
esta sirve entonces como precursor para muchos glucolipidos y ganglidsidos
(Werner, 1988).

1.8. ESFINGOLIPIDOS.

Son moléculas anfipaticas, pues tienen dos residuos hidrofébicos en la “cola”
y un residuo hidréfilo en la “cabeza”. Esta clase de lipidos también se presenta
en las membranas, pero estdn mds restringidos que los fosfolipidos en la
distribucién celular.

Los Esfingolipidos carecen de glicerol y tienen un residuo de esfingosina y
una de Gcido graso los cuales marcan la regién hidrofébica de la molécula y la
cabeza polar consta de algunas clases de residuo hidréfilo unido a la
esfingosina (Sph). La esfingomielina es el mas abundante de los Esfingolipidos
conocidos (Mazur y Harrow, 1993).

Para aclarar la participacién de los esfingolipidos en la hemostasis, trombosis,
y la biologia vascular, se ha estudiado el metabolismo y los efectos funcionales

de derivados de Sph en plaquetas humanas.
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La Sph exdgena se incorpora activamente en
las plaguetas y rapidamente se convierte a Sph-

1-P, la cual después se localiza

extracelularmente; esto es importante para

estudiar los efectos de Sph y Sph-1-P en células ¢,-cer-1-P——

endoteliales desde el punto de vista de

interaccién de plaqueta célula-endotelial (fig.1)

Figura 1.-Deteccion de Sph-1-P en los extractos de o —

plaquetas humanas y HUEVECs. Plt HUVECs

La esfingosina (Sph) exdgena se incorpora activamente en las plaquetas y
rapidamente es convertida a esfingosina 1-fosfato (Sph-1-P), la cual ademds se
libera extracelularmente; esto es importante para estudiar los efectos de Sph y
Sph-1-P en las células endoteliales desde el punto de vista de la interaccidon
célula endotelial-plagueta. En un estudio, se enconiré que Sph, asi como la
ceramida, inducen apoptosis en células endoteliales de la vena umbilical
humana (HUVECs). En confraste, la Sph-1-P actia como un factor de
supervivencia en las HUVEC. Los resultados sugieren que las plaquetas pueden
mantener la integridad de las células endoteliales porque las plaquetas
incorporan Sph y liberan Sph-1-P que captan las células endoteliales. Se ha
demostrado que Sph-1-P protege a las células HUVECs de la apoptosis inducida
por el retiro de factores de crecimiento. Ademas, Sph-1-P estimula la sintesis de
DNA en las HUVECs e indicando que este lipido bioactivo actia como.un factor
de supervivencia en las HUVEC por proteccién de la apoptosis y por

estimulacién de la proliferacién (figura 2).
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Figura 2.- Estimulacion de sintesis de DNA y supresion de apoptosis por Sph-1-P

En resumen, la Sph actia como un inductor de la apoptosis de la célula

endotelial, mientras que Sph-1-P actia como un factor de supervivencia. Las

Plaguetas puede mantener

incorporando Sph y liberando Sph-1-P (Figura 3).

figura 3.- Interaccion célula
endotelial-plaqueta desde el punto

de vista de esfingolipidos.
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1.9. LA CERAMIDA INDUCE APOPTOSIS.

Por ofro lado, el incremento de los niveles de la ceramida se asocia con la
induccion del arresto del crecimiento celular y la apoptosis. Estos aumentos en
ceramida se ven en respuesta a una variedad de estimulos (el factor-a tumor
necrosico (TNF-a), interleucina-1, el interferén v, la vitamina D3, el ayuno de
suero) y en varias diferentes lineas celulares (Kolesnick y Golde, 1994). La
regulacion intracelular de los niveles de ceramida es controlada por un sistema
complejo de reacciones metabdlicas, que incluyen la accién de diferentes
esfingomielinasas (SMasas), ceramidasas, cinasa de ceramida,
glucosiltransferasa, sintasa de ceramida, y posiblemente desaturasa de
dihidroceramida (Hannun y linardic, 1993; Hannun, 1994).

La apoptosis puede ser inducido por citosina, radiacién ionizante, y los
agentes anticancer (Smyth y col., 1997; Haimovitz-Friedman y col., 1997). Se ha
mostrado que la ceramida media la apoptosis y actia como un segundo
mensagjero celular en innumerables vias de transduccién de sefiales en forma
de cascada (Testi, 1996). Agentes exiracelulares, como el calcitriol, TNF -q,
interferén-y, e interleucina-1 promueven la produccion de ceramida por
hidrodlisis de esfingomielina (Smyth y col., 1997). La ceramida potencialmente
actia como un lipido fijador y puede estar implicada como un mediador
importante para detener el ciclo celular y la apoptosis que, dependiendo del
contexto celular, puede ser indirecto o directo.

Hay evidencias de que dos enzimas importantes que regulan las
concentraciones de la ceramida intracelular, la glucosilceramida (GlcCer) y
esfingomielina (SM ) sintasa, estan bajo el control de las caspasas.

Los andlogos de ceramida permeables para la célula pueden inducir
directamente apoptosis en las lineas celulares U937, P388, HL-60, MCF-7, y BL
30A del linfoma de Burkitt (Bose y Kolesnick, 1995; Ziad y col, 1994; Cabot y
Giuliano, 1997). También la radiacion ionizante saca provecho de la ceramida

y comienza la apoptosis; sin embargo, la pérdida de produccién de ceramida
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ha mostrado conferir resistencia para apoptosis inducida por radiacién. La
glucosilacion de la ceramida catalizada por glucosilceramida sintasa (GCS) es
un mecanismo eficaz para disminuir el amenazado incremento en ceramida
causado por agentes exégenos. La actividad de GCS contribuye a disminuir el
alto efecto potencial citotdxico de la ceramida, como se ha mostrado en los
experimentos en los que las células MCF-7/GCS fueron expuestas a adriamicina
o Ce-ceramida (Liv y col., 1999).

La inyeccion Intraperitoneal o intradérmica de GC emulsionado en los
ratones inducen hipertrofia del higado y proliferacion epidérmica (Datta y
Radin, 1988; Marsh y col., 1995). Estos datos sugieren que el aumento de GC
estimula la proliferacién del hepatocito y la mitogénesis epidérmica a fravés de
un mecanismo relativamente directo. El agotamiento de GC enddgena causa
un detenimiento del ciclo celular (Rani y col., 1995). Solo se observd un
aumento ligero en GC en las células MCF-7/GCS comparadas con las células
MCF-7 (Liu y col., 1999). Esto sugiere que GC no contribuye a la resistencia a los
fdrmacos; sin embargo, no se conoce el papel exacto de GC en la resistencia
a la adriamicina exhibida en las células MCF-7/GCS. Con la evidencia directa
presentada por (Liu y col., 1999). se postula que la actividad de GCS es una de
las causas de la resistencia celular a la adriamicina y la resistencia a la
ceramida. La glucosilacion de la ceramida, en respuesta a la generacion de
novo de ceramida promovida por el fratamiento con adriamicina, atenda la
respuesta citotéxica.

1.10. ACTIVIDAD DE LA SINTASA DE ESFINGOMIELINA.

Una de las enzimas mds relevantes que regulan los niveles de ceramida es la
fosfatidilcolina: ceramida fosfocolina transferasa (esfingomielina sintasa; SMS)
que transfiere el grupo fosfocolina de fostatidilcolina a la ceramida para
generar la esfingomielina (SM) y DAG (Ullman y Radin, 1974; Hatch y Vance,

1992). Esta enzima tiene la capacidad importante de regular directamente, en
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direcciones opuestas, los niveles de ceramida y DAG dentro de las células y
controla potencialmente procesos celulares opuestos como la proliferacion
celular, el arresto del crecimiento y la apoptosis (Hampton y col., 1989). A pesar
del gran potencial bioldgico de la SMS, muy poco se conoce sobre la enzima.
El mayor esfuerzo se ha centrado en estudiar su localizacién intracelular
(Voulker y Kennedy, 1982), pero su localizacion exacta y su distribucion todavia
espera ser elucidada. Es mds, pocos informes estdn disponibles en la literatura
sobre |la regulacion de esta enzima.

PC-PLC y SMS comparten varias caracteristicas bioquimicas, topolégicas y
biolégicas, por lo que existe la posibilidad que la actividad de SMS podria
considerarse para muchas de las funciones que se han propuesto ser
especificas para la fosfolipasa C especifica para fosfatidilcolina (PC-PLC), dado
las propiedades similares de las dos enzimas Ambas enzimas parecen funcionar
en pH neutro, y las dos parecen localizarse en la membrana plasmatica. Por
ofro lado, SMS también puede convertir PC en DAG (Figura 4).

o Q

1 IR & e BENTO It e
ARSI AT i

1
. '
A
e -~ -~

e e S e

i
R T T
o &
Phsoesprbuatinds b Bodins hacy kzbernl
s a
it ]
B T P, P, & N“\AM*W{I ' L
iy ST
e T T e N T
i |
o L]
Crramide Sphingemselin

Figura 4.- Esquema de la reaccion enzimatica regulado por esfingomielina sintasa
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El tratamiento con esfingomielinasa bacteriana (bSMasa) de fibroblastos
pulmonares lleva a considerar la interesante posibilidad de que la diferencia
principal en actividad de SMS entre dos lineas celulares es quizds debida a una
forma de la enzima que reside en la membrana plasmdatica o en proximidad
funcional a él.

Cuando la actividad de SMS se ensayd in vifro usando una fraccion de
membrana celular entera como fuente de la enzima, porque este
procedimiento incluye la actividad de la SMS total. Basado en éstos y otros
resultados, uno puede suponer la presencia de por lo menos dos SMSs, uno mas
directamente involucrado en la de la sintesis de novo y el segundo SMS més
conectado preferentemente a ceramida de la membrana plasmatica. De
hecho los datos disponibles en la literatura de los estudios de fraccionamiento
subcelular parecen localizar la mayoria de la actividad de SMS en el cis/ Golgi
medial (Futerman y pagano, 1990; Jeckel y Wieland, 1990; Lipsky y pagano,
1983; Schweizer y col., 1994). Con un componente de la actividad en la
membrana plasmdatica (Marggraf y col., 1981; Marggraf y Kanfer, 1987), reticulo
endopldsmico (Bernert y Ullman, 1981; Van golde y Fleisher, 1974), y mitocondria
(Sribney, 1971), considerando que parece ausente en los endosomas.
Adicionalmente, se ha propuesto que la actividad de la SMS que se presenta
en diferentes compartimientos celulares puede estar involucrados en diferentes
procesos biologicos. Ya se ha sugerido que la SMS localizada en el Golgi podria
ser mds especificamente responsable para la sintesis de novo de SM;
considerando la forma localizada en la membrana plasmatica podria jugar un
papel mdas especifico en eventos de transduccién de senales (Hostetler y Morris,
1976).

Un papel importante para la SMS en la regulacién del crecimiento de la
célula funciona a través de la modulacion de los niveles de ceramida y DAG. A
través de esta reaccion (Figura 4), la enzima tiene la habilidad de regular, en

direcciones opuestas, los niveles intracelulares de ceramida y DAG. Ambas
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moléculas han mostrado ser importantes bioefectores o segundos mensajeros
lipidicos. La ceramida ha mostrado mediar y imitar la habilidad de algunos
efectores (semejantes al factor-a tumor necrosico (TNF-a), vitamina D3,
interleucina-1) para inducir apoptosis, parar el crecimiento metabdlico y otras
funciones de senalizacion (Okasaki y col., 1989), que se originan de diferentes
receptores de la superficie de célulg, incluso el interferén-y, TNF-a, interferén-1,
CD95 (Fas/APO-1), factor de crecimiento neuronal receptor para el CD28 (Testi,
1996; Haimovitz-Friedman, 1997). La ceramida también interviene en la accién
de la proteina cinasa CE, protooncogene vav, la-25-dihidroxi vitamina Ds,
dexametasona, radiacién ionizante, y agentes quimioterapéuticos (Testi,1996;
Haimovitz-Friedman,1997). Hay varias lineas de evidencia que sugieren que la
pérdida de produccion de ceramida es una causa de resistencia celular a la
apoptosis inducida por cualquier radiacion ionizante, TNF-a, o adriamicina. Se
ha sugerido que TNFa activa la fosfolipasa C especifica para la fosfatidilcolina
(PC-PLC), y el diacilglicerol resultante (DAG) funciona como un activador de
proteina cinasa C (Schitfze y col., 1992). La Proteina cinasa C puede contribuir
en la activacién de NF-xB por agentes antineopldsicos (Das y White, 1997).
TNFa también se conoce por inducir la hidrdlisis de esfingomielina y la
generacién concomitante de ceramida (Hannun, 1994), y han habido muchos
esfuerzos por conocer si ceramida esta vinculada con la activacién del factor
de transcripcion factor nuclear kB (NF-xB). Algunos estudios sugieren que la
ceramida juega un papel esencial en la activacion de NF-xB (Yang, 1993), y en
un esquema propuesto, sugiere que el DAG generado por la PC-PLC causa la
activacién de la esfingomielinasa dcida, y la resultante ceramida induce la
activaciéon del NF-kB (Schitze y col., 1992) (figura 5).
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NF-xB

La accidén de ceramidas exégenos o bSMasa en la ausencia de actividad
de SMS produce inhibicion de la activaciéon de NF-xB. Estos resultados sugieren
que el metabolismo de la ceramida es necesario para la activacién de NF-xB.
Gamard y col. (Gamard y col., 1997) y Levade y Jaffrézou (Levade y Jaffrézou,
1999). Brevemente, Schifze y col. (Schitze y col., 1992) reportaron activaciéon
de NF-kB en células Jurkat T permeabilizadas y tratadas con SMase exdgenas y
concentraciones nanomolares de ceramida. Segun este informe, la alta
actividad de SMS puede eficazmente "convertir' una sefal de ceramida a una
de DAG, considerando que la actividad baja permite la predominancia de la
senal de ceramida.

SMS puede tener un papel en la regulacioén fisiolégica NF-«xB. Esto es tentador
para especular que un banco especifico de DAG (o metabolitos subsecuentes)
formados de PC por la accion de SMS puede acoplar a muchos agentes para

la activacién de NF-«B.
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DAG, por ofro lado, ha mostrado jugar un papel antiapoptotico y
estimulatorio para la proliferacion de la célula ademas de otras funciones de
senalizacion (Exton, 1994). Asi, parece que estos dos lipidos diferentes ejercen,
sin oposicion, papeles controlando los procesos que llevan a las células a sufrir
muerte de la célula o parar el crecimiento o para progresar €l ciclo de la célula
(Laurenz y Chapkin, 1996).

La regulacién de la proporcién entre la ceramida intracelular y niveles de

DAG puede ser un estado natural importante en la regulacion de la muerte de
la célula su viabilidad y posiblemente otras funciones. Si éste es el caso, SMS
puede ser un componente en la regulacion directa de este equilibrio.
Se puede suponer que la SMS en reficulo endoplasmico/Golgi es el
determinante primario de los niveles del estado basal de SM a través de la
regulacion de la sintesis de novo considerando que la SMS dirigida a la
ceramida generada en la membrana plasmatica, puede ser un regulador
primario de la proporcion de DAG/ceramida.

Varios autores han informado que el porcentagje molar de SM vy la
proporcién de SM/PC aumentan en hematomas de Morris (Hostetler y Morris,
1976). En medios in vitro se muestra un aumento dramatico (aproximadamente
7-veces) de actividad de SMS en homogenizados preparados de hematomas
de Morris 3924A comparados con preparados de higados normales. Estos
resulfados apoyan un informe previo de la actividad de la esfingomielina
sintasa (SMS) en hematomas (Van Den Hill y col., 1985). En ese estudio,
ulilizando procedimientos de subfraccionamiento, la actividad de SMS se
encontré predominantemente en la membrana plasmdatica y era elevado (1.5
3.0-veces) comparada con el higado control o normal. Los resultados
encontrados apoyan un papel para la SMS en la transformacion de la célula y
regulacion a través de su habilidad para modular los niveles de ceramida y
DAG (figura 6).
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Figura 6.- Medicion In vitro de la actividad basal de la sintasa de esfingomielina en células
W138 normales y transformadas con SV-40.

1.11. ACTIVIDAD DE LA SINTASA DE LA GLUCOSILCERAMIDA.
Participacién de los glucolipidos en procesos celulares relevantes.

Los glucolipidos, ademds de ser esenciales estructurales elementos de la
membrana, participan en procesos como la proliferaciéon celular (Hannun y Bell,
1989), la diferenciacion (Watanabe y col., 1998), y la transformacion
oncogénica (Hakamori, 1981). Observaciones recientes muestran que las
células de cdancer resistentes a muchos farmacos caracteristicamente muestran
niveles elevados de un glucolipido identificado como glucosilceramida (GC);

recientfemente se ha mostrado que la glucosilceramida puede estar asociada
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con la resistencia a la quimioterapia (Lavie y col., 199é; Lavie y col., 1997; Cabot
y Giuliano, 1997).

Un trabajo reciente de Lavie y col. (1996) revelé una correlacién entre el
nivel celular de los glucoesfingolipidos y la multiresistencia a farmacos (MDR).
Esto indica un papel potencial para los glucoesfingolipidos en la MDR. Otros

trabajos revelaron una relacién entre la actividad de

la esfingomielinasa y la MDR (Jaffrezou y col., 1991). . A )
Las células MDR se caracterizan por la alta resistencia %;
a la toxicidad de los farmacos, Llos ¥ &
quimiosensibilizadores son agentes que aumentan la !3 -

sensibilidad de las células MDR a la influencia téxica
de farmacos previamente menos eficaces, que estan

ayudando a conocer el modo de accién de estos

farmacos. Un desafio en la quimioterapia del cancer
es entender los mecanismos moleculares por los gue
los quimiosensibilizadores evitan la resistencia a los
farmacos antineoplésicos. El Tamoxifen se muestra
potencialmente Util para inhibir la produccién de la

glucosilceramida y concomitantemente para suprimir

phingomyehn
“ ot radiolabeled hods)

la sintesis de algun gangliésido mds complejo en . ;
células MCF-7-AdrR (Figura 7). * TR S

Figura 7.- Patrén temporal para la influencia del tamoxifen sobre los lipidos totales, la

glucosilceramida y la formacion de esfingomielina en células MCF-7AdrR.

Como ya hemos dicho, los esfingolipidos y los glucoesfingolipidos tienen
funciones en la proliferaciéon celular (Hakamori, 1993), el crecimiento neuronal
(Schwartz, 1995, Furuya y Hirabayashi, 1995), la transformacién celular
(Hakamori, 1993) y la progresion del tumor (Turin y Koprowski, 1986). La

glucosilceramida es el precursor de los glucoesfingolipidos. Mientras la
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ceramida es un segundo mensajero para la muerte programada de la célula
(Obeid y Hannun, 1993), los glucoesfingolipidos demuestran tener un papel en
el crecimiento celular y la supervivencia (Furuya y Hirabayashi, 1995) y en el
escape del proceso de apoptosis (Nakamura, 1996). La inhibicion de la sintesis
de glucoesfingolipidos se relaciona con una serie de disfunciones celulares
(Furuya y Hirabayashi, 1995). Como la glucosilceramida sintasa y la SM sintasa
se activan en células sensibles a las caspasas, se piensa en un nuevo enlace
funcional entre las caspasas y la ceramida durante los procesos apoptéticos.

Las proteasas de la familia de las caspasas se consideran como importantes
transductores de senales fisiologicas y ejecutores de apoptosis inducidos por
una variedad de estimulos exdgenos (Nagata, 1997).

La enzima que cataliza la sintesis de la glucosilceramida, la glucosilceramida
sintasa, tiene un papel central en el metabolismo del glucoesfingolipido.
Estudios sobre la inhibicidon de la glucosilceramida sintasa por 1-fenil-2-
palmitoilamino-3-morfolino-1-propanol (PPMP), un inhibidor sintético que actia
como un andlogo de ceramida, revelaron una diversidad de procesos
fisioldgicos afectados por el agotamiento de la glucosiiceramida y
glucoesfingolipidos en las células mas complejas (Schwariz, 1995)

La acumulacién de GC es una caracteristica de algunas células de cancer
MDR y tumores obtenidos de pacientes con menor respuesta a la quimioterapia
(Lavie y col., 1996). Algunos estudios muestran que los moduladores de MDR de
varias estructuras quimicas inhiben la produccién de GC (Lavie y col., 1997).
Aunque estos estudios documentan la acumulacion de GC en células
cancerosas multiresistentes a fdrmacos, poco se conoce sobre la expresion de
GCS en células MDR vy su relacién con la resistencia a farmacos. En particular,
no se conoce si el aumento de los niveles de GC se debe a la expresion del gen
GCS o a ofros factores de resistencia a farmacos que juegan un papel

modulando la activacion o degradacion de GCS.
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En una investigaciéon de Liu y col. (1999) se introdujo DNA complementario
de GCS (cDNA) en células MCF-7 y se caracterizaron los resultados de la linea
de la célula MCF-7/GCS. Las células MCF-7/GCS expresaron favorablemente el
mRNA de GCS (Figura 8B) y se demosird un incremento en la actividad
enzimatica de GCS (Figura 8A). Las células MCF7/GCS que expresan GCS se
resisten al efecto toxico de adriamicina y de ceramida. Estos dos toxicos
celulares solo tienen efecto si se aumentan 11 veces en concentracion de

adriamicina y 5 veces la de ceramida.
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Figura 8BA .- Actividad de glucosilceramida sintasa y expresion mRNA de GCS en células
MCF-7/GCS
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Figura 8B.- toxicidad de adriamicina y ceramida en células MCF-7 y MCF-7/GCS
transfectadas con GCS

La expresion estable de GCS induce resistencia a la adriamicina en células
MCEF-7/GCS. La resistencia a la Ceramida, ademds es una propiedad de las
células fransferidas, con mucha correlacion con la expresion inducida de la
GCS. Las células MCF-7/GCS representan un nuevo modelo para estudiar el
papel de GCS en la diferenciacién de la célula, muerte programada de la
célula, y la resistencia a agentes antineopldasicos que causan produccién de
ceramida (Bese y Kolesnick, 1995; Ziad y col., 1994).

Antes de este trabajo de laboratorio se demostré que la MDR se asocia con
una acumulacion de GC y la reversion de la resistencia al farmaco por
moduladores de MDR es acompanado por una disminucion en la composiciéon
celular de GC (Cabot y Giuliano, 1997). Basado en estos datos, se cree que la
via de GC es un mecanismo alternativo de resistencia a farmaco y que la
expresion incrementada de glucosilceramida de sintasa (GCS) seria importante

en este evento bioldgico. Las células MCF-7 son sensibles a las drogas
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anticadncer y a la radiacién ionizante, TNFa, y CD95 (Cai y col., 1997). Después
de la infroduccidn y expresion de GCS las células MCF-7/GCS son resistentes a
la adriamicina y a la ceramida. Es mdas, la resistencia a la ceramida se
comrelaciond estrechamente con la expresion inducida del mRNA de GCS y la
actividad de la enzima GCS. Varios estudios mostraron que los efectos de dosis
terapéuticas de adriamicina y daunorubicina se relacionan con la elevacion
de la ceramida celular (Bose y Kolesnick, 1995; Ziad y col., 1994). En este
estudio confirmaron que el fratamiento con adriamicina da un aumento en la
ceramida celular y que induce la actividad de catdlisis en GCS y la eliminacion

de ceramida a traves de su glucosilacion (Figura 9).
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Figura 9.- Metabolismo de ceramida en células MCF-7 y en MCF-7/GCS en respuesta al
tratamiento con adriamicina. (A) adriamicina aumenta el nivel de la ceramida en las
células MCF-7 pero no en las células MCF-7/GCS, que como se nota en (B) se debe al

consumo de la ceramida por su conversién a glucosilceramida.
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Il .CONCLUSION.

La glucosilceramida se asocia con la resistencia a la quimioterapia en las células
tumorales. Ademas, el mantenimiento de los niveles de glucosilceramida en células de
multiresistencia a farmacos (MDR) es importante para prevenir la apoptosis.

Durante el proceso de transformacién existe elevada actividad de la enzima
esfingomielina sintasa la cual se asocia con la activaciéon del factor de transcripcion
NF-kB.

Las células de hepatoma y de fibroblastos transformados tienen un alto nivel
de la sintasa de esfingomielina, una actividad casi ausente en los fibroblastos

normales y muy baja en células hepdaticas normales.
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