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RESUMEN.

Los metabolitos de la esfingomielina participan como
moduladores positivos de la proliferacion celular. Esfingosina,
esfingosina 1-fosfato, esfingosilfosfocolina, ceramidas absorbibles por la
célula o ftratamiento de células con esfingomielinasa (SMasa)
bacteriana estimulan de la sintesis de DNA en los fibroblastos 3T3
inmoviles y ofros tipos celulares. La ceramida natural y la ceramida-1-
fosfato de cadena corta pueden estimular la sintesis de DNA. Los
esfingolipidos anteriores también potencian la proliferacion celular
inducida por varios factores de crecimiento, incluyendo al factor de
crecimiento derivado de las plaguetas y el factor de crecimiento
epidérmico. Ademds, el tratamiento celular con SMasa o ceramida
exdgena se acompana por un aumento en la actividad celular de la
cinasa de proteinas activada por mitdgeno (MAPK) que participa en la
regulacion de la proliferacién celular. La esfingosina-1-fosfato, agente
mitogénico potente, también activa MAPK via una proteina G sensible a
toxina pertussis, requerida para la activacién de la proteina AP-1.
Ademds de su posible conversion a esfingosina-1-fosfato, esfingosina
puede activar los eventos de senalizacidn mitogénica como la
disminucion del nivel del AMP ciclico celular, aumento en los niveles del
dcido fosfatidico y activaciéon de MAPK o AP-1. También el diacilglicerol
gue se genera durante la biosintesis de la esfingomielina participa en la
activacion de la proteina cinasa C vy se requiere para el transito normal
a través del ciclo celular.  Ceramida 1-fosfato eleva los niveles del
calcio infracelular a través de estimular la generacion de esfingosina 1-

fosfato e inositol frifosfato.



INTRODUCCION.
ESFINGOLIPIDOS.

Los esfingolipidos son los principales componentes de la
membrana (Fig. 1). Se derivan de los amino - alcoholes esfingosina y
deshidroesfingosina, moléculas de 16 a 24 dtomos de carbono. Su
derivado N-acil dcido graso se denomina ceramida y los esfingolipidos
mdas comunes son las esfingomielinas (Fig. 2), que contienen en su

molécula fosfocolina o fosfoetanolamina (43).

fibras del
citoesqueleto

Figura 1.- Modelo de membrana bioldgica.

Los esfingolipidos se componen de una esfingosina, de un dcido
graso y de un componente hidrofilico que puede ser una fosfocolina o
un oligosacdrido (Fig. 2). El dcido graso se encuentra unido al grupo
amino de la esfingosina que en conjunto forma el componente lipofilico
de los esfingolipidos: la ceramida, la cual lo ancla a la membrana. Los
esfingolipidos se hallan principalmente en la cara externa de la
membrana plasmdatica; por ello son importantes en la interaccién de las
células con su medio y como moléculas que participan en la transmision

de senales (9).
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Figura 2.- Estructura basica de los esfingolipidos.

Los esfingolipidos son los componentes lipidicos de la membrana
mds importantes después de los glicerofosfolipidos todos ellos se
encuentran en la mitad externa de la bicapa lipidica de la membrana
plasmdatica (Fig. 1), en el reticulo endopldsmico, en el aparato de Golgi
y en la fraccion fosfolipidica de la cromatina (9).

El esfingolipido mds simple es la ceramida, y de ella se originan los
dos esfingolipidos principales, las esfingomielinas y los
glucoesfingolipidos. Dependiendo de los carbohidratos que forman los
glucoesfingolipidos, hay varios tipos: cerebrdsidos, sulfatidos, globdsidos
y gangliosidos (9, 50).

Los cerebrésidos confienen sélo  una hexosa. Los sulfatidos
poseen un grupo sulfato unido a la galactosa o glucosa en la posicion 3.
Los globdsidos y ganglidsidos tienen cadenas mas largas de
oligosacdridos (9, 50).

Los esfingolipidos mds abundantes son las esfingomielinas, las
cuales constituyen 18 a 19% de los lipidos de la membrana; mientras que
los glucoesfingolipidos corresponden solo 2 - 5% . Sin embargo, por la
gran variabilidad de los carbohidratos de estos Ultimos, se han

identificado mds de 300 de ellos. Los carbohidratos de los



glucoesfingolipidos se exponen a la superficie celular y forman parte del
glucocdliz; por ello participan como moléculas de reconocimiento en la
interaccion de las células con el medio y en la comunicaciéon
intercelular (10, 49).

Las funciones de los esfingolipidos son mdultiples, las cuales se
relacionan con su ubicacion en las membranas celulares y va desde
una accidén mecdnica y estructural, como aislante eléctrico en la
mielina o como parte de la barrera de permeabilidad en la piel, hasta
mediadores en la fransmision de senales o regulador de diversos
procesos en la célula. Los glucolipidos interactian en la superficie
celular con toxinas, bacterias, virus, asi como con receptores (9, 49).

Los esfingolipidos constituyen alrededor del 21 a 26% de los lipidos
de la membrana plasmdatica y 36% de los lipidos de la cubierta de
mielina, abundan especialmente en el tejido nervioso. Los esfingolipidos
regulan la proliferacion, la diferenciacion celular y la muerte celular
programada o apoptosis, participan en la fisiopatogenia de las
enfermedades, como el cdncer, ademds de que las alteraciones en su
degradacion causan diversos trastornos debidos al almacenamiento
excesivo de tipos especificos de esfingolipidos (9, 50).

Se han descrito diversas enfermedades metabdlicas hereditarias
por almacenamiento excesivo de esfingolipidos. Todas ellas se deben a
deficiencias de algunas enzimas que participan en su degradacién o de
una proteina activadora de esfingolipidos (43).

En las células tumorales, algunos glucoesfingolipidos especificos
tienen un alto nivel de expresion, por lo que originan una respuesta
inmunitaria de anficuerpos contra estas células. Se les han descrito
como antigenos relacionados con tumores, y se han utilizado para crear

vacunas anfitumorales (9).



Ciclo celular.

Una célula en crecimiento pasa por un ciclo celular que comprende dos
periodos fundamentales: la interfase (periodo de divisibn no aparente) y la
division. Esta Ultima, en eucariontes, generalmente tiene lugar por mitosis o
meiosis. La mayoria de las células pasa, sin embargo, la mayor parte de su vida
en interfase que es un periodo de intensa actividad biosintética, durante el cual
se duplica su tamano y el complemento cromosémico. Algunos tipos celulares
diferenciados solo se dividen rara vez y en los mamiferos las células nerviosas,
después del nacimiento; no se dividen en absoluto. Asi en una neurona humana

el periodo de interfase dura toda la vida de la persona (3).

El ciclo celular puede ser considerado como una compleja serie de
fendbmenos mediante los cuales el material celular se distribuye en las células
hijas. La division celular es solo la fase final y microscopicamente visible de un
cambio a nivel molecular. Antes que la célula se divida por mitosis, sus
principales componentes ya se han duplicado. En este aspecto la division
celular puede considerarse como la separacion final de las unidades

moleculares previamente duplicadas (3).
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Figura 3.- Fases del ciclo celular.



La interfase comprende los periodos G1, S y G2.

La fase G1, que sigue a la citocinesis y precede a la fase S (Fig. 3), es un
periodo de actividad bioquimica intensa. La célula aumenta de tamano vy sus
enzimas, ribosomas y mitocondrias, asi como otras moléculas y estructuras
citoplasmaticas también aumentan en numero. Algunas estructuras celulares
son sintetizadas de novo por parte de la célula, incluyendo a los microtubulos,
los filamentos de actina y los ribosomas, que estdn compuestos al menos en
parte de subunidades proteicas. Las estructuras membranosas, como los
complejos de Golgi, los lisosomas, las vacuolas y las vesiculas, aparentemente
derivan del reticulo endopldsmico, que se renueva y aumenta de tamano por
la sintesis de lipidos y proteinas. En esta fase, en las células que contienen
centriolos, éstos comienzan a separarse y a duplicarse. Cada miembro del par
original de centriolos da lugar a un centriolo hijo mds pequeno. También se
replican las mitocondrias y los cloroplastos que sélo se producen a partir de
mitocondrias y cloroplastos o pldstidos existentes. Cada una de estas organelas
tiene su propio cromosoma, organizado de manera muy semejante al Unico

cromosoma de la célula bacteriana (5).

La introduccion de métodos citoquimicos como la coloracién de Feulgen
seguida de la cuantificacion por citofotometria, brindd los primeros indicios de
que la duplicacion del DNA ocurre durante la interfase. Los estudios realizados
mediante radioautografia con timidina marcada radiactivamente fueron de
suma importancia, ya que permitieron determinar el periodo exacto en que se
produce la duplicaciéon del DNA, y demostraron que la sintesis tiene lugar
solamente durante una parte limitada de la interfase, denominada periodo S o
sintético, que a su vez es precedido y seguido por dos espacios (gaps) o
periodos de la interfase (G1 y G2), en los que no hay sintesis de DNA. Esto llevd a
Howard y Pelc a dividir el ciclo celular en cuatro intervalos sucesivos: G, fase S,
G1 y mitosis (Figura 3). G1 es el fiempo que franscurre entre el final de la sintesis

de DNA vy el comienzo de la mitosis (3)
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Durante G2 la célula contiene el doble (4C) de la cantidad de DNA
presente en la célula diploide original 2C. Después de la mitosis las células hijas
entran nuevamente en el periodo Gl y tienen un contenido de DNA

equivalente a 2C.

G1 es el periodo mds variable del ciclo celular.

La duracioén del ciclo celular varia mucho de un tipo celular a ofro. En
una célula de mamiferos en cultivo de tejidos con un tiempo generacional de
16 horas, los periodos serian: G1=5 h, S= 7 h; G2= 3 h y mitosis = 1h. En general,
los periodos S y G2 y la mitosis son relativamente constantes en diversas células
de un organismo. El md&s variable es G1 en relacidon con la condicién fisiolégica.
Este puede durar dias, meses o anos. Los tejidos que normalmente no se
dividen (como células nerviosas o musculo esquelético) o que se dividen poco
(linfocitos) se hallan en periodos G1 y contienen 2C de DNA. La regulacion de la
duracién del ciclo celular tiene lugar previamente por su detencidén en un punto
especifico del G1; se dice entonces que la célula se detiene en estado Go, en
el cual aguella se ha retirado del ciclo celular.

La condensacion prematura de los cromosomas permite su visualizacion
durante G1, Sy G2.

Los cromosomas eucaridticos pasan por ciclos de condensacion y
descondensacion durante la division celular, pero cabe recordar que el DNA
de los procariontes nunca pasa por ciclos semejantes. Esto constituye una
diferencia  muy especifica entre eucariontes y procariontes, como
consecuencia de la cual el DNA de estos Ultimos puede ser replicado

continuamente en cultivos de crecimiento rdpido.

Aunqgue los cromosomas se dispersan en la interfase y dejan de ser visibles,
se puede inducir experimentalmente la condensacion de los cromosomas en

cualquier estadio de la inferfase, los cromosomas prematuramente
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condensados en GI1 muestran solo una cromdtida, mientras que los
condensados en G2 tienen dos cromdatidas lo que permite visualmente

reconocer el estadio del ciclo.

En etapas definidas del ciclo celular se producen determinados procesos

moleculares.

De los procesos bioguimicos del ciclo celular el mds importante es la
sintesis de DNA. Durante la fase S la célula contiene un factor que induce la
sintesis de DNA. La fase S dura varias horas y durante este periodo se activan en
serie muchas unidades de replicacion. Las regiones heterocromdticas mdas
condensadas de los cromosomas se replican tardiamente durante la fase S en
todas las células. Sin embargo, el punto principal de la regulacidon del ciclo
celular se produce en G1 en el momento en que la célula debe decidir si
empieza un nuevo ciclo (fase S, etc.) o se detiene en Go. Una vez que este

punto ha sido superado, la célula completa su ciclo (3).

Factores de crecimiento polipeptidicos controlan la proliferacién celular.

En la actualidad pueden cultivarse células en medios bien definidos,
siempre que se agreguen nutrientes, hormonas y factores de crecimiento. Se
cree que en los organismos multicelulares estos factores de crecimiento
especifico para los tejidos pueden ser muy importantes para la coordinacion de

la proliferacién celular.

Numerosos factores diferentes de crecimiento intervienen en las
interacciones celulares de la respuesta inmunoldgica y algunos, solamente se

activan en sitios muy distantes de la célula que los produce.

En los Ultimos anos se aislaron numerosos factores de crecimiento entre

ellos:
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a) Factor de crecimiento nervioso (FCN).

b) Factor de crecimiento epidérmico (FCE).

c) Factor de crecimiento de fibroblastos (FCF).

d) Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (FCdp).

e) Linfocinas, que regulan la proliferacion de linfocitos en el sistema

inmunoldégico

ESFINGOLIPIDOS.

Panorama global del metabolismo de los esfingolipidos.

En las células de los mamiferos la ruta para la biosintesis de los
esfingolipidos empieza en el reticulo endopldsmico con la condensacién de
palmitoil-CoA y serina y prosigue en este compartimiento hasta la formacién de
ceramida a través de una serie de reacciones de reduccion, acilacion y
oxidacion (Figura 4). Las reacciones adicionales tienen lugar en el aparato de
Golgi, donde se sintetizan la esfingomielina (SM) vy los esfingolipidos complejos
(glicolipidos, ganglidsidos y sulfatidos). La sintasa de esfingomielina (SMS) forma
SM, mientfras que la enzima inicial predominante en la sintesis de glicolipidos es
la sintasa de la glucosilceramida (GCS). La glucosilceramida sirve entonces
como el precursor para la sintesis de muchos glicolipidos y ganglidsidos. Otra
reaccion metabdlica involucra la fosforilacion de ceramida para formar
ceramida 1-fosfato (9, 43).

La hidrdlisis de esfingolipidos complejos procede a través de degradacion
por la accidn de varias hidrolasas distintas que secuencialmente eliminan los
grupos polares de esfingolipidos complejos y producen la formacion de
ceramida.

El catabolismo subsecuente de ceramida resulta en la formacién de
esfingosina a través de la desacilacion por ceramidasa. A su vez, la esfingosina
puede ser fosforilada en esfingosina 1-fosfato (S-1-P) por la accién de la cinasa
de esfingosina. Alternativamente, la esfingosina puede ser recuperada por

acilacién a tfravés de la accidn de la sintasa de ceramida para formar
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ceramida. S-1-P también pueden entrar en la via de la recuperacion a través
de la accién de una fosfatasa que regenera esfingosina, o puede hidrolizarse a
través de la accién de un liasa que produce la formacidon de un aldehido graso
y fosfato de etanolaminag; los dos pueden entonces entrar en vias del
metabolismo de glicerolipidos (9, 43).
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Figura 4.- Metabolismo de los esfingolipidos.
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En células de mamifero, la via de novo de sintesis de esfingolipidos se ha
implicado en la generacion de ceramida durante la apoptosis, independiente
de la activacion de la esfingomielinasa. La activacion de esta via se asocia con
manifestaciones especificas de apoptosis. Por ejemplo, en células Molt-4, |a
ceramida inducida por etopdsido (25) se produce via la activacion de serina
palmitoil coenzima A transferasa (SPT) y precede a la ruptura de la integridad

de la membrana (26).

EL METABOLISMO Y LA COMPARTAMENTALIZACION SUBCELULAR DE
LOS ESFINGOLIPIDOS.

Los esfingolipidos son un grupo de lipidos anfipdticos compuestos de una
mitad hidrofébica, ceramida (N-acilesfingosina), y un grupo de cabeza
hidrofilica. Ademds de la ceramida y las bases esfingoides, los esfingolipidos
pueden ser divididos en dos grupos: los esfingofosfolipidos que incluye
esfingomielina, ceramida-1-fosfato, lo esfingosina-1-fosfato y
esfingosilfosforilcolina, y numerosos glicoesfingolipidos (43).

La ceramida forma el esqueleto de todo los esfingolipidos. Su sintesis
ocurre en la cara citosdlica del retficulo endopldsmico, empezando con la
condensacion de serina con palmitoil-CoA para dar 3-cetoesfinganing; la
reduccion produce esfinganina. Por la accidn de una sintasa de ceramida, la
N-acilaciéon de esfinganina produce dihidroceramida que es entonces
desaturada para dar ceramida. Las ceramidasas son las enzimas que hidrolisan
ceramida para liberar el dcido graso de la base esfingoide. Segun su pH éptimo
de accidén vy su localizacion subcelular, tres ceramidasas han sido descritas. La
ceramidasa dacida que fiene una actividad mdaxima a pH 4.8 estd presente en
todas las células de mamifero y se localiza en los lisosomas. Esta enzima es
deficiente en las células en la enfermedad de Farber. La ceramidasa citosdlica
alcalina tiene una actividad mdaxima a pH 8-9 y fragmenta ceramidas que

contienen un dcido graso de cadena larga. Finalmente, una ceramidasa
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neutra tfambién se ha descrito en los microsomas; muy recientemente se purificd
la enzima neutra. La esfingosina liberada por las ceramidasas pueden ser
entonces re-acilada a ceramida, N-metilada para formar las dimetil - o frimetil-
esfingosina o fosforilada por la cinasa de esfingosina a esfingosina-1-fosfato. La
cinasa de esfingosina es una enzima ubicua, presente en el citosol y el retficulo
endopldsmico (43).

La esfingomielina es el esfingolipido mds abundante. Esta presente en
todas las membranas celulares, en la vaina de mielina y en las lipoproteinas del
plasma. Una proporcion grande de la esfingomielina se encuentra en las
membranas plasmdaticas donde se localiza esencialmente en la hoja externa. Se
han propuesto varios mecanismos para la sintesis de la esfingomielina, pero el
mas probable implica un sintasa de esfingomielina, localizada en el aparato de
Golgi que tfransfiere fosfocolina de fosfatidilcolina a ceramida. La esfingomielina
se transporta entonces a la membrana plasmatica por el transporte vesicular.
Puede ser hidrolizada por esfingomielinasas, un grupo de enzimas semejantes a
la fosfolipasa C que liberan fosfocolina y ceramida; sigue sin resolverse si puede
degradarse esfingomielina en las células de mamifero por una hidrolasa
semejante a la fosfolipasa D que libera ceramida-1-fosfato y colina. Como las
ceramidasas, las esfingomielinasas son distinguidas segin su pH 6ptimo vy
ubicacion subcelular. Por lo menos se han descrito 8 esfingomielinasas. Entre las
mds conocidas se encunetra la esfingomielinasa  lisosomal dcida que se
encuentra en todas las células de mamifero y su deficiencia es responsable del
desorden en alimacenamiento lisosomal, la enfermedad de Niemann-Pick. Esta
SMasa es responsable del recambio de la esfingomielina de la membrana.
También, después de la endocitosis a fravés de la apolipoproteina, la
esfingomielina de LDL es hidrolizada en el compartimiento lisosomal por la
SMasa dcida. También existen varias esfingomielinasas que actian a pH neutro
y que se estimulan por Mg?* o Mn2* y qué se localizan esencialmente en la

membrana plasmdtica, citosol, reticulo endopldsmico o membranas nucleares.
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Recientemente, se han descrito dos cDNAs qué codifican para enzimas que
tienen actividad de esfingomielinasa neutra. Una esfingomielinasa alcalina

también existe en la mucosa del tracto gastrointestinal y en la bilis (9, 43).

LOS ESFINGOLIPIDOS Y LAS RESPUESTAS CELULARES DE CRECIMIENTO.

Una serie de observaciones favorecen la implicacidon de los metabolitos
de la esfingomielina como moduladores positivos de la proliferacion celular (14,
43). El estimulo de la sintesis de DNA en los fibroblastos 3T3 inmoviles y otros tipos
celulares se ha informado por esfingosina, esfingosina  1-fosfato,
esfingosilfosfocolina, ceramidas absorbibles por la célula o fratamiento de
células con esfingomielinasa (SMasa) bacteriana (14, 51). Es mds, ambas
ceramida natural y la ceramida-1-fosfato de corta-cadena pueden estimular la
sintesis de DNA. Los esfingolipidos anteriores también potenciaron la
proliferacion celular inducida por varios factores de crecimiento, incluso el
factor de crecimiento derivado de las plaguetas (PDGF) y el factor de
crecimiento epidérmico (EGF). Ademds, el tratamiento celular con SMasa o
ceramida exdgena se acompand por un aumento en la actividad celular de la
cinasa de proteinas activada por mitdbgeno (MAPK) que se ha implicado en la
regulacion de la proliferacion celular.  La esfingosina-1-fosfato, agente
mitogénico potente también activa MAPK via una proteina G sensible a toxina
pertussis, requerida para la activacion de la proteina AP-1. Ademds de su
posible conversion a esfingosina-1-fosfato, esfingosina puede activar los eventos
de senalizacidon mitogénica, como la disminucion del nivel del AMPc celular,
aumento en los niveles del dcido fosfatidico, activaciéon de MAPK o AP-1 (14,
45, 46, 47).

Se ha informado que mitégenos como los factores PDGF, FGF, EGF o IGF,
pero no endotelina-1 o citocinas inflamatorias (interleucina-1 o TNFa) (22), en
contraste con las observaciones en ofros sistemas celulares, inducen la

proliferacion de células de musculo liso (SMC) y estimulan una ceramidasa,
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posiblemente responsable de la produccién de esfingosina. De hecho, una
disminucién en el volumen de ceramida, por un aumento en las actividades de
ceramidasa, sintasa de esfingomielina o de sintasa de glucosilceramida,
generalmente se correlaciona con una respuesta proliferativa. Es mds, se han
mostrado que mitégenos como PDGF vy el suero fetal de ternera activan la
cinasa de esfingosina y producen esfingosina 1-fosfato. Sélo PDGF, pero no los
ligandos del EGF-receptor, indujeron la proliferacion de fibroblastos 313 a través
de la activacion de la cinasa de esfingosina, mientras que producen la
induccion de MAPK y de las cinasas p34cdc?2 dependiente de ciclina y Cdk2
(54).

Ademds de su papel mitogénico, esfingosina-1-fosfato se conoce como
un mediador de supervivencia. En este respecto, sse ha observado la
generacion de esfingosina 1-fosfato inducido por TNF por un mecanismo que
era independiente de la hidrdlisis de esfingomielina y generacion de
ceramida(15). Esta esfingosina 1-fosfato llevd a la proteccion de célula
endoteliales contra la apoptosis inducido por TNFa (55).

Se ha informado que la proliferacion de SMC podria ser debida a un
efecto mitogénico directo de LDL ligera o extensamente oxidada (52, 53). La
proliferacion inducido por LDL oxidado parece ser dependiente de la
generacion de esfingolipidos que a su vez podrian inducir una via mitogénica.
La proliferacidn de SMC inducido por LDL oxidado puede comenzar por la
produccion de lactosilceramida  via la  activacidon  de UDP-
galactosa:glucosilceramida B(1-4)-galactosil-transferasa (53). Esta hipdtesis se
apoyod por el efecto inhibitorio de PDMP sobre el efecto mitogénico inducido
por LDL extensamente oxidado y por la observacion anterior de que
lactosilceramida es un agente mitogénico potente. Otro argumento vino de la
similitud de las vias de senadlizacidn celulares activadas en SMC  por
lactosiiceramida y LDL oxidado. De hecho, en contraste con ceramida y

glucosilceramida, lactosilceramida y LDL oxidado estimularon la fosforilacion de
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p44-MAPK a través de una activacion especifica de la via de p21 (Ras)/Raf-
1/MEK2, e indujeron la expresion del factor de franscripcién c-Fos abajo de la
cascada de senalizacidon de MAPK, asi como la expresion subsecuente de
ciclinas. Todos éstos informaron que los eventos de senalizacidn ocurren
durante los primeros 10 min siguiendo a la adicién de LDL oxidado al medio de
cultivo. La activacion de lactosiiceramida de c-fos podria involucrar la
produccion enddgena de superdoxido especificamente en SMC activando la
oxidasa de NADPH asociada a la membrana (pero no la oxidasa de xantina).
Esta activacion se inhibid por el ioduro del difenileno (un inhibidor de la oxidasa
de NADPH) y por antioxidantes como N-acetil--cisteina o ditiocarbamato de
pirrolidina (47).

Se ha demostrado que LDL oxidado ligeramente, generado por la
radiacion UV, también puede estimular el crecimiento de SMC de aorta
bovina. La proliferaciéon inducida por estos LDL oxidados se medid por la
activacion de un SMasa neutra, responsable para la hidrélisis de esfingomielina
y el aumento concomitante del nivel infracelular de ceramida. El efecto de LDL
oxidado sobre produccién de esfingomielina exhibié la misma dependencia de
la dosis de LDL como su efecto mitogénico. Es mds, el tratamiento con
esfingomielinasa bacteriana estimuld el crecimiento de SMC, mientras que la
adicién de fosfolipasas A2, C o D no lo hicieron. Este efecto mitogénico
también se imité incubando las células con ceramida exdgena permeable para
la célula, N-acetil - y N-hexanoil-esfingosinas. Pretenciosamente, la via de
esfingomielina/ ceramida inducida por LDL oxidado probablemente involucrd
un mecanismo dependiente de proteasas, ya que dos inhibidores de proteasa
de serina (serpinas TPCK y DCIC) pudieron prevenir la activacion de la
esfingomielinasa neutra, la generacidén de ceramida y el subsecuente efecto
mitogénico del LDL oxidado. De acuerdo con el grupo de Chatterjee, también
se observo la activacion de MAPK en respuesta a LDL ligeramente oxidado. El

curso temporal de activaciéon, sin embargo, era totalmente diferente (dos
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crestas de activacion: una transitoria temprana a 30 min después de la adicidon
de LDL oxidado y una segunda cresta sostenida 2-3 h después). Otra diferencia
entre los dos estudios es que se observd la activacion de MAPK al incubar SMC
con ceramida permeable para la célula, y que PDMP era incapaz de prevenir
activacion de MAPK inducido por LDL y la proliferacion. No obstante, desde que
se usd una mezcla racémica (y no un isdmero purificado) de PDMP durante
estos experimentos, la posible implicacion de lactosiiceramida en el efecto
mitogénico no se puede excluir (47).

Desde que las ceramidas pueden convertise a otfro metabolitos
bioactivos, como esfingosina 1-fosfato mitogénica, se investigd si los metabolitos
de esfingomielina adicionales pudieran estar involucrados en la proliferacion de
SMC inducido por LDL oxidado. La incubacion de SMC de conejo con LDL
ligeramente oxidado produjo actividades aumentadas de las ceramidasas
dcida y alcalina, asi como de la cinasa de esfingosinag, y llevd a la elevacion de
los niveles celulares de esfingosina y esfingosina 1-fosfato. Ademdas, la
activacion de MAPK y el efecto mitogénico de LDL oxidado se inhibid por eritro-
2-(N-miristoiamina)-1-fenil-1-propanol (MAPP) y N,N-dimetilesfingosina que son
inhibidores de la ceramidasa y la cinasa de esfingosina, respectivamente. Estos
resultados sugieren que la esfingosina 1-fosfato puede ser un mediador
importante del efecto mitogénico de LDL oxidado en las SMC (47).

Los mecanismos celulares de la accidén proliferativa de LDL/esfingosina 1-
fosfato ligeramente oxidado todavia permanecen inciertos y podrian implicar la
movilizacién de calcio, activacién de fosfolipasa D y generacion del segundo
mensajero acido fosfatidico, y la activacion del factor de transcripcion AP-1, ya
que la mayoria de estos eventos se han observado al incubar las células con
LDL oxidado o esfingosina 1-fosfato (47).

En los estudios sobre proliferacion de SMC inducida por LDL oxidado
implican esfingolipidos como segundo mensajero y activacion de MAPK (47, 52,

53). Uno de las preguntas mayores que falta por elucidar es el mecanismo(s)
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involucrado en la activaciéon de la esfingomielinasa neutra inducido por LDL
oxidada. Una hipdtesis podria ser que el LDL oxidado activa la
esfingomielinasa(s) indirectamente, por ejemplo promoviendo la produccién de
una citocina como TNF (30, 3, 33), interleucina-1 o PDGF que se han descrito
como los activadores potentes de la mitogénesis a través de la via de
esfingomielina/ceramida. La secrecion de tales moléculas no parece estar
involucrada en la proliferaciéon observada en el sistema usado, ya que ante el
pretratamiento de SMC con LDL oxidado no se secretd ningiun agente
proliferativo (52). Sin embargo, se ha observado que LDL oxidado puede
activar los receptores para factores de crecimiento como el EGF o PDGF en
SMC o células endoteliales (52). Por consiguiente, la participacion de
receptores de factores de crecimiento en la generacidon de esfingosina 1-
fosfato no puede excluirse (47).

Muy recientemente, se ha demostrado que la esfingosina 1-fosfato regula
la morfogénesis celular endotelial induciendo la formacion del tubo vy sinergiza
con el factor de crecimiento angiogénico. Este efecto se medid por los
receptores del gene de diferenciacion endotelial EDG-1 y EDG-3 e involucra la
via de MAPK. Estas observaciones definen a la esfingosina 1-fosfato como un

modulador-demodulador importante de la angiogénesis (47).

DIACILGLICEROL.

Esfingomielina Sintasa e Inositol Fosforilceramida Sintasa-1. Como con las
SMasas, se han descrito diferentes actividoades de SMS en varios
compartimientos celulares, como Golgi, membrana plasmdtica y mitocondria,
pero ninguna de ellas se ha purificado y/o clonado. Pretenciosamente, SMS no
sélo regula los niveles de ceramida y SM, sino también contribuye a la
formacién de DAG (Figura 5). Esta regulacién dual de los niveles de ceramida y
DAG hace surgir la pregunta de si esta enzima podria tener un papel directo

controlando respuestas celulares mediadas por estos lipidos bioactivos. De
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hecho, se ha mostrado que la actividad de SMS se aumentd bajo las
condiciones de proliferacion celular activa, como regeneracion del higado vy
tfransformacion. Es mds, la actividad de SMS  se asocia con activacion del
factor de transcripcidn NF-xB. Por otro lado, los estimulos supresores del
crecimiento pueden apagar esta enzima; el tratamiento de TNFa de células
Kym-1 de rabdomiosarcoma indujeron la activacion de SMasas, pero también
causaron inhibicidon de SMS, como se mostrd en un en ensayo in vitro, que
sugiere que la inhibicion de la enzima contribuye a la elevacion del nivel de
ceramida (y posiblemente a una caida en el nivel de DAG) (56). La sintasa de
IPC es la contraparte de levadura de la SMS de mamifero, y regula la formacion
de IPC a partir de ceramida y fosfatidilinositol (Pl). Aunque el gene (AURT/IPCI)
se ha aqislado, la proteina no se ha purificado, posiblemente debido a la
existencia de subunidades adicionales necesarias. El uso de un promotor de
galactosa en Cryptococcus neoformans ha permitido el estudio de la
regulacion positiva y negativa de este gene esencial. De estos estudios, se
mostrd que la regulacion negativa de la sintesis de IPC afectd
significativamente la formacién de melanina, el crecimiento en pH &cido, vy el
crecimiento en macréfagos humanos (un modelo para su patogenicidad en
humanos). La disponibilidad del gene para la IPC sintasa vy la simplicidad de la
levadura como modelo ofrece perspectivas para identificar los mecanismos de
regulacion de esta enzima que también podrian ser aplicables a la SMS de

mamifero (16, 43).
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Figura 5.- 1,2-diacilglicerol
En la mayoria de las células, la produccion de diacilglicerol (DAG) (Figura

5) estimulada por agonista se genera por la activacidn de varias vias de

22



senalizacion. Los cambios en la masa del DAG y el recambio de fosfolipidos
sugieren que la hidrélisis de fosfatidilcolina (PC) contribuye a la mayoria del
DAG en las células [1]. Tres vias del metabolismo de PC estdn potencialmente
enlazadas a la generaciéon de DAG: una catalizada por la  fosfolipasa C
especifica para PC (PC-PLC); una segunda via catalizada por la fosfolipasa D
especifica para PC (PC-PLD), seguida por activacion de la fosfatasa de dacido
fosfatidico (PAP), y la tercera es la conversion de ceramida en esfingomielina
(SM) catalizada por la transferasa de fosfocolina de PC a ceramida (la sintasa
de SM) (16). Numerosos estudios han investigado la generacion de DAG por las
vias de senalizacion mediadas por el PC-PLC y PC-PLD-PAP, y el papel en
senalizacion de ceramidas, esfingosina y sus derivados producidos a fravés de
la degradacion de esfingolipidos de la membrana estd actualmente bajo
intensa investigacion. En contraste, la senalizacion mediada por la generacion
de DAG durante la sintesis de SM no se ha informado. Se ha estudiado la
posible contribucion de la biosintesis de SM en la generacion de DAG (16)
(Figura 6) y la subsecuente activacion de la proteina cinasa C (PKC) (5,11)
(Tabla 1) durante el crecimiento en células Madin-Darby de rindn canino
(MDCK). Las células MDCK se escogieron porque poseen isoenzimas de PKC
convencionales sensibles a DAG, que se translocan del citosol a la membrana
plasmdatica bajo la activacidon con DAG [6,7].

Se emplearon tres inhibidores metabdlicos: B-cloroalanina (BCA), D609 y
fumonisina B1(16). BCA inhibe la enzima serina palmitoil CoA transferasa (SPT), el
primer paso comprometido de la sintesis de los esfingolipidos. SPT es una enzima
dependiente de piridoxal 5°-fosfato, y se ha mostrado que BCA 5 mM inhibe SPT
completamente en 15 min sin afectar la viabilidad celular por 6 h [8]. F-alanina
inhibe la sintesis de esfinganina y su incorporacion en esfingomielina por al
menos 60%, y fumonisina B1 es un inhibidor de la sintasa de ceramida que
disminuyd la masa de SM por aproximadamente 50% [?]. En este estudio,

cuando la sintesis de SM se inhibié con BCA 2 mM, la generacion de DAG fue
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disminuida y no habia ninguna activacién de PKC. La sintesis de DNA también
fue inhibida, sugiriendo que las células se arrestaron antes de la fase S,
probablemente en la fase de transicion de G1 a S. Fumonisina B1 (0.14 -1 M) y
D609 (20-40 mg/ml) inhibieron sintesis de SM vy los niveles de DAG disminuyeron a
una magnitud similar. Estos datos proporcionan evidencia de que el DAG
generado durante la sintesis de SM participa en la activacion de PKC vy se

requiere para el fransito normal a fravés del ciclo celular (16).
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Figura é.- Curso temporal de la sintesis de esfingomielina y la generacién de
diacilglicerol.

Cerbdn vy Lopez SGnchez (2003) investigaron si el diacilglicerol generado
durante la sintesis de esfingomielina (Figura é) estd involucrado en la activacion
de la proteina cinasa C (5). (Tabla 1) y la proliferaciéon celular de células de
rnén de perro Madin-Darby. Investigaron los efectos de inhibir la biosintesis de
esfingomielina sobre el contenido de diacilglicerol celular y la activacion de la

proteina cinasa C (16).
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Durante el inicio del crecimiento de las células MDCK utilizaron -
cloroalanina (8) para inactivar a la serina palmitoil transferasa, primer paso en la
via de la sintesis de esfingolipidos. Esta inactivacion previene el crecimiento
pero no afecta la viabilidad, ya que cuando el inhibidor fue remplazado con
medio de cultivo fresco, las células contfinuaron su proliferacion de una manera
normal. BCA 2mM inhibié la formacion de esfingomielina pero no influyd sobre
la sintesis de otros fosfolipidos principales. La sintesis de SM y la generaciéon de
DAG disminuyeron por 51% y 48%, respectivamente. La actividad de la PKC
particulada no se observd en células cultivadas con BCA, en contraste con el
incremento de 5 veces en las células control (Tabla 1). BCA inhibid en 75% la
incorporacion de timidina fritiada y las células fueron arrestadas antes de la fase
S del ciclo celular. D-eritroesfingosina exdgena restaurd la  sintesis de
esfingomielina, la generacion de DAG vy la proliferaciéon celular. Estos datos
indican que la confribucion del DAG generado durante la sintesis de
esfingomielina juega un papel importante en la activacion de PKC vy la

proliferacion celular (16).

PKC Particulada (pmol de fosfato/min por mg de proteina)

Tiempo (h) Control BCA Control+PMA BCA+PMA
0 4.7+0.5
2 11.5£1.0 4.2+1.0
5.5 24.5+4.0 4.7+2.0 24.3+4.3 21.4+0.9
7.5 3.7%1.7 1.0£0.5
10.0 1.8%1.5 1.4+0.7

Tabla 1.- Inhibicion de la activacion de PKC BCA 2 mM.

Los resultados son la media £ D.S. de tres experimentos independientes realizados por
duplicado. PMA (100 nM) fue adicionado 30 min antes de la cosecha.

Otra evidencia de la participacion del DAG generado durante la sintesis
de SM en la proliferacion de las células es que los fibroblastos humanos

transformados y las células de hepatoma mostraron un nivel alto de una sintasa
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de esfingomielina relacionado a la membrana plasmdtica, una actividad que
estaba casi ausente en los fibroblastos del tipo salvaje y muy baja en células de
higado normales. El tratamiento de estas células transformadas y células
malignas con esfingomielinasa produjo formacién de ceramida que alimentd la
SMS vy produjo la formacién de DAG vy la activacion del factor de transcripcion
NF-kB (37, 38). Por consiguiente, en la presencia de un nivel alto de SMS, una
senal de ceramida es convertida en una senal de DAG (26).

Los efectos de tratamientos celulares con DAG o PMA son a menudo
asociados con proliferacion de la célula en lugar de la muerte de la célula, y

ellos neutralizan el efecto citotdxico inducido por ceramida (43).

ESFINGOSINA -1-FOSFATO.

Ceramidasas. La ceramidasa hidroliza la ceramida en esfingosina y dcido
graso; es importante para modular los niveles de ceramida contra la
esfingosina con posibles consecuencias fisioldgicas. Hay por lo menos tres tipos
de ceramidasas: dacida, alcalina, y neutra, basados en el pH en el que su
actividad es 6ptima (43)

Ceramidasa dcida. Se han caracterizado genes homodlogos que
codifican para la ceramidasa lisosomal &cida en ratones y humanos. Los
sustratos preferidos para la ceramidasa dcida son ceramidas con los acidos
grasos insaturados y dcidos grasos de cadena de 12 carbonos. El deterioro
genético de su actividad es la causa de la enfermedad de Farber, un desorden
humano caracterizado por acumulacidon de ceramida y lipogranulomatosis. No
se conoce si esta enzima regula o participa en funciones de la senalizacion (43).

Ceramidasa no lisosomal. Una ceramidasa neutra se purificd de
Pseudomona aeruginosa y se clond el gene de esta especie. Se han
identificado genes homodlogos en ratdn y en Arabidopsis thaliana. Una enzima
muy relacionada se purificd del cerebro de la rata, y el homdlogo humano fue

clonado. La enzima humana, inicialmente llamada ceramidasa no lisosdmica
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en reconocimiento a su amplio espectro de pH, se encontrd localizada en
mitocondria, empleando estudios de fraccionamiento celular asi como estudios
con una proteina de fusion GFP. Este hallazgo hace pensar en la presencia de
una zona mitocondrial de metabolismo de ceramida, y hace que surja la
posibilidad de la participacion de esta enzima en la regulacion de funciones
mitocondriales, especialmente |la apoptosis. La ceramidasa mitocondrial
muestra alta selectividad para D-eritro-ceramida en oposicion a la
dihidroceramida precursora, lo que sugiere una divergencia de las vias
catabdlicas que regulan estas dos moléculas (35,43).

Ceramidasa alcalina. Recientemente, se identificaron dos productos del
gene YDCI1 y YPCI1 de la levadura Sacharomyces cerevisiae como una
dihidroceramidasa y una fitoceramidasa, respectivamente (48). Se encontrd
que estas dos enzimas probablemente residen en el ER. Junto con la enzima
mitocondrial de mamifero (36), la distinta especificidad de substrato y
localizacion de las tres enzimas sugiere vias especificas para la regulacion de
especies moleculares particulares de ceramida. Las dos enzimas de levadura
despliegan fenotipos frente a estrés por calor y ademds apoyan un papel
importante para los esfingolipidos de levadura en la respuesta eucaridtica
frente al estrés caldrico (17, 18, 43).

La actividad de la ceramidasa alcalina en mamiferos es estimulada por
ciertos factores de crecimiento y/o citocinas (p. ej., PDGF). Se piensa que las
ceramidasas neutra y alcalina son responsables, en parte, de inducir
mitogénesis por factores de crecimiento (por ej., PDGF) a fravés de la
produccion de esfingosina la que entonces puede actuar como tal o ser
convertida a esfingosina 1-fosfato (S-1-P) (43).

Esfingosina cinasa: La cinasa de esfingosina (SPHK) convierte esfingosina a
S-1-P. Se han identificado dos genes de SPHK distinfos en humanos y ratones:
SPHK1 y SPHK2. La expresion de SPHK1 predomina en el pulmon, bazo, y higado,

considerando que la expresion de SPHK2 predomina en el corazén, rindn, y
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testiculos y se expresa a una magnitud mayor que SPHK1 en el higado. Ademds,
se han identificado otros homdlogos en Caenorhabditis elegans, S. cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe, y Arabidopsis thaliana. En S. cerevisiae se han
identificado dos genes de las cinasas de las bases esfingoides de cadena larga
LCB4 y LCB5 y cuyos productos tienen actividad de cinasa de esfingosina (43).

Ambas SPHK1 y SPHK2 fosforilan D-eritro-esfingosina con Km similar de 5y
3.4 uM, respectivamente. D-erifro-esfingosina es el substrato preferido para
SPHK1, considerando que SPHK2 prefieren D-eritro-dihidroesfingosina. Ademdas,
D,L-threo-dihidroesfingosina vy fitoesfingosina son ambos fosforilados a través de
SPHK2, pero no a través de SPHK1. Ni SPHK1 ni SPHK2 fosforia otros lipidos como
C2-ceramida, Clé-ceramida, diacilglicerol, fosfatidilinositol, o  N,N-
dimetilesfingosina. Estos datos indican que SPHKT y SPHK2 despliegan
especificidad para la base esfingoide usada como un substrato (43).

La actividad de la esfingosina cinasa puede ser aumentada por una serie
de estimulos externos, incluso el tfratamiento con lipoproteina de baja-densidad
oxidada (Buey LDL) y factores de crecimiento como PDGF, EGF, factor de
crecimiento de nervio, o TNF. Ademds, varios antagonistas y/o agonistas de vias
de senalizacién, como PMA, forscolina, y la subunidad B de la toxina del cdlera
pueden estimular SPHK. SPHK también es un substrato para PKC, y se une a
calmodulina. Sin embargo, existe la controversia acerca de si su activacion es
dependiente de calcio y calmodulina (43).

No se han definido las funciones fisioldgicas de SPHK1 y SPHK2 totalmente.
Sin embargo, se ha propuesto que SPHK1 puede ser responsable  del
crecimiento de la célula y de las propiedades de supervivencia atribuidos a S-1-
P, considerando que SPHK2 pueden ser responsables para otros efectos de S-1-P
en angiogénesis o las respuestas alérgicas debidas a su Unico modelo de
expresion en el embridén y adulto como comparado a SPHK1 (43).

Esfingosina 1-Fosfato (S-1-P) y Dihidroesfingosina 1-Fosfato (DHS-1-P). S-1-P

y DHS-1-P son las bases esfingoides fosforiladas principales en las células de
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mamiferos. Se ha mostrado que varios efectores bioldgicos promueven la
biosintesis de S-1-P, incluso los factores de crecimiento (PDGF y EGF), citocinas
(TNFa) (39) y agonistas con receptores acoplados a proteinas G (fMLP). Se ha
mostrado que PDGF vy IL-1 (36) activan esfingomielinasas y ceramidasas, lo que
resulta en la formacidén de esfingosina, sobre la cual actia la cinasa de
esfingosina para formar S-1-P. Adicionalmente, se ha mostrado que S-1-P es un
efector plasmatico ya que se piensa que deriva de los almacenes en las
plaquetas y que se libera en el suero fras la activacion de la plagueta (43).

Estudios recientes han mostrado que S-1-P se une a varios miembros de la
familia de receptores acoplados a proteinas G del gene de diferenciacion
endotelial (EDG). La interaccion de S-1-P con miembros de la familia del
receptor de EDG conduce a una serie de respuestas celulares que incluyen
proliferacion, ensamble aumentado de matriz extracelular, estimulacion del
ensamble de uniones adherentes y de fibras de actina bajo estrés, y la
inhibicidon de apoptosis inducida por tratamiento del ceramida o por retiro de
factor de crecimiento. Por contraste, en ciertas células, incluyendo células del
musculo liso, S-1-P causa el desensamble de filamentos de actina e inhibicion
de la formacion de adherencia focal por contacto. Muchas de las respuestas
celulares mencionadas antes surgen a través de la familia de Rho de GTPasas y
la via de cinasas ERK/MAP. Como la esfingosina, S-1-P puede moverse
rdpidamente entre las membranas, y puede funcionar como un mediador
infracelular ademds de su capacidad de servir como un efector extracelular.
Participa en la movilizacién del calcio y en la inhibicidn de las caspasas (45).

El PDGF activa la ceramidasa y SPHK, qué actian sobre la ceramida para
producir la formacién de S-1-P, que a su vez se sugiere que media los efectos de
PDGF en la movilizacién del calcio y la activacion de las ERKs (43,45).

Las MAP cinasas juegan un papel importante en la proliferacion de las
células progenitoras neurales y S1P se conoce que activa estos cinasas en

multiples sistemas. Se examind el estado la fosforilacion (activacion) cinasas
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MAP y de sustratos ERK en las células progenitoras neurales después del
tratamiento de S1P (Figura 7). ERK fosforilados aumentaron notablemente en 10
min después de la adicion de S1P de una manera dependiente de la
concentracion, mientras que el nivel total de ERK estaba inalterado. El aumento
de la fosforilacion de ERK casi fue prevenido completamente por 10 m U0126,
un inhibidor de MEK (cinasa que activa ERK). La fosforilacion de MEK también
aumento por S1P.  p38 MAP cinasa, otro miembro de la familia de MAP cinasas,
era el fosforilados por S1P, pero a las concentraciones relativamente mds altas.
La fosforilacion del p38 se previno parciaimente por U0126. Ademds, se
examino la fosforilacion de p%0 RSK y CREB, substratos de la via de ERK. La
fosforilacidon de estos substratos fueron aumentados por S1P de una manera
sensible a U0126 (Fig. 7). PD98059, otfro inhibidor de MEK, previno la fosforilacion
de ERK inducida por S1P- (Fig. 7). La Fosforilacion de p38 sdlo se previno por la
concentracion mas alta de U0126 (10 m) y no por PD98059. La fosforilacion
inducida por S1P- de ERK fue inhibida por el pre-tratamiento con la toxina
Pertussis (Fig. 7b), pero no por Y-27632, un inhibidor de la cinasa pl160
dependiente de Rho (Fig. 7c). El dcido lisofosfatidico (LPA) no indujo la

fosforilacion de ERK 10 min. después del tfratamiento (Fig. 7d)(21).
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Figura 7.- Caracterizacion de la activacion de MAP cinasa inducida por S1P en
células neurales progenitoras (a-c formas fosforiladas de MAP cinasa) y en d
células tratadas con concentraciones de S$1P o acido lisofosfatidico por 10 min.

CERAMIDA -1-FOSFATO.

Esfingomielinasas (SMasas) y Inositol Fosfoesfingolipido Fosfolipasa C (IPS-
PLC). La esfingomielinasa degrada la esfingomielina en ceramida y colina
fosfato. Por lo menos se han identificado cinco clases de SMasas, basado
principalmente en los perfiles de pH diferentes, requisitos del cation y
localizacién celular. Estas incluyen una SMasa lisosomal dcida (A-SMasa), una

SMasa citosdlica dcida dependiente de Zn2* (un producto del mismo gene para
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A-SMasa), una SMasa membranal neutra dependiente de Mg?+ (N-SMasa), un
SMasa citosélica neutra independiente de Mg?*, y una SMasa alcalina. Entre
éstas, las SMasas dcida y neutra dependientes de Mg2* han recibido la mayor
atencién como enzimas potencialmente reguladas (19, 20, 43).

A-SMasa. La A-SMasa se ha purificado y clonado; se localiza en el
compartimiento endosomal/lisosomal, y su papel bioldgico se establecid
cuando se encontrd que su deficiencia es la causa del Sindrome de Niemann-
Pick, una enfermedad autosémica-recesiva humana de almacenamiento
lisosdmico (43).

N-SMasa. Recientemente se purificaron las N-SMasas de cerebros de
bovino y de rata, y se clonaron tres formas. La primera enzima clonada reside
en el ER y probablemente es una fosfolipasa C de lisoPAF y no una
esfingomielinasa. La segunda enzima es especifica del cerebro, y reside en el
Golgi. La tercera N-SMasa se identificd por clonacidon de la expresion de una
biblioteca de DNA complementario de rindbn humano. Las Ultimas dos enzimas

esperan estudio extenso (27,29, 43).

Otras Enzimas del Metabolismo de Ceramida Potencialmente Reguladas.

Otras enzimas que potencialmente podrian regular los niveles de
ceramida incluyen a la sintasa de dihidroceramida (fambién conocido como
sinfasa de ceramida (42)), la desaturasa de dihidroceramida y la cinasa de
ceramida. La sintasa de dihidroceramida, el blanco de fumonisina B1, cataliza
la acilacion de dihidroesfingosina y se ha mostrado que el agente
guimioterapéutico daunorubicina induce aumentos modestos en su actividad.
La desaturasa de dihidroceramida ha recibido alguna atencion recientemente,
y se mostré que es una enzima dependiente de NADPH. Poco se conoce sobre
su regulaciéon, pero puede estar limitando la velocidad de conversion de
ceramida en dihidroceramida. La cinasa de ceramida se describid en vesiculas
sindpticas y en células de leucemia y su producto ceramida 1-fosfato se

detectd enlas células y se sugirid que ejerce efectos mitogénicos (9, 43, 51).
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Ceramida 1-Fosfato. Se ha demostrado la actividad mitogénica de la
ceramida 1-fosfato agregada exégenamente (51, 57), por ejemplo estimulando
la generaciéon del agente liberador de calcio de reservas internas inositol
trifosfato (IP3) (Figura 8). La dificultad de esta molécula para ingresar a
compartimientos intracelulares que es una situacion idéntfica a la que se
presenta con el dcido fosfatidico, ha evitado el progreso en el estudio de estos
mediadores (4, 43).
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Figura 8.- Ceramida -1-fosfato estimula la generacién de IPs.

Recientemente se encontré que la ceramida 1-fosfato natural (de
cadena larga) puede dispersarse en solucion acuosa cuando se disuelve en
una mezcla apropiada de metanol/dodecano (57). Esta mezcla de solventes
facilita la interaccidon de este fosfoesfingolipido con las células. Bajo estas
condiciones, la incubacion de fibroblastos EGFR T17 con ceramidal-fosfato
natural causd una potente estimulacion de la sintesis del DNA (Figura 9). Este
efecto se acompand por un aumento en los niveles de antigeno nuclear de
proliferacion celular (Figura 10). Las concentraciones de ceramida 1-fosfato
natural que estimularon la sintesis de DNA no inhibieron la actividad de la

ciclasa de adenilato, ni estimularon la fosfolipasa D. La ceramida 1-fosfato
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natural no alterd el estado de fosforilacion celular de residuos de tirosina o de
cinasas de proteinas activadas por mitdgeno. La estimulacion de la sintesis de
DNA vy la induccidn de antigeno nuclear de proliferaciéon celular por ceramidal-
fosfato natural se inhibieron por ceramidas naturales. Este trabajo sugiere que el
uso de metanol y dodecano para conducir ceramida 1-fosfato natural a las
células pueda ser Util para la elucidacion de funciones bioldgicas y mecanismos

de accién de ceramida 1-fosfato (57).
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Figura 9.- Ceramida-1 fosfato estimula la sintesis de DNA.
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Fig. 10 Ceramida-1 fosfato estimula la expresion del antigeno nuclear de
proliferacion celular (PCNA) al igual que el factor de crecimiento epidérmico.
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La hidrdlisis de la esfingomielina estimulada por agonista juega un papel
importante en la fransduccién de senales. La estimulacién de las células con
1,25-dihidroxivitamina D3, factor de necrosis de tumor (22), interleucina -1 o el
interferon y activa una esfingomielinasa neutra en la membrana plasmdatica,
gue genera ceramida intracelular y fosfocolina. Ademds, pueden formarse las
ceramidas a través de la accidén de una esfingomielinasa que se activa por 1,2-
diacilglicerol. Ahora se reconoce que las ceramidas son segundos mensajeros
importantes. Ellas pueden causar: (a) la induccidn de efectos anti-proliferativos
en las células HL-60 de la leucemia humana y en los fibroblastos de la rata
estimulados con el dcido fosfatidico (PA) (24), lisoPA, esfingosina-1-fosfato(SPP);
(b) una disminucion en el RNA mensajero (mMRNA) para el proto-oncogene c-
mic en las células de HL-60; (c) la estimulacidn de cinasas de proteinas y
fosfatasas (d) la fosforilacion del factor de crecimiento epidérmico (EGF); e) la
induccion de muerte celular programada (apoptosis) en los diferentes tipos de
células ; vy (f) estimula la regulacion del nivel de mRNA de la fosfolipasa A2 en el
citosol y de la ciclo-oxigenasa inducida por mitégeno (28, 38).

La esfingomielinasa exdgena y las ceramidas permeables para las células
también inducen la activacidn de la cinasa de proteinas activada por
mitdgeno (MAPK) en las células HL-60; bloguea la activacion de la fosfolipasa D
(PLD) por varios agonistas, incluso el suero, frombina, lisoPA y SPP; estimula una
cinasa de proteinas activada por el estrés; y disminuye la fosforilacion de
tirosinas inducida por el receptor de insulina (43).

Se describid una nueva via, en la que la ceramida que se origina por la
accién de la esfingomielinasa neutra, pero no por glucosilceramidasa, se
convierte en el 1-fosfato de ceramida (CerlP) por una cinasa dependiente de
Ca?*, CerlP se ha descubierto en células HL-60 de leucemia vy tejido del
cerebro. Se identifico una fosfatasa de CerlP en el cerebro de la rata (58),
mientras que sugieren que CerlP podria regular algunos aspectos funcionales

en la vesicula, y tambien se caracterizd una fosfatasa de la membrana
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plasmdtica que especificamente hidroliza Cer1P (59). Ademds, CerlP puede
ser convertida en ceramida por la accidén de una fosfohidrolasa del fosfatidato
gue se localiza especificamente en las membranas plasmdticas de las células
(34). Estos resultados indican que CerlP puede se revertida y que puede jugar
un papel importante en la activacion celular. Sin embargo, poco se conoce
sobre los efectos fisioldgicos de este fosfolipido (43). Se demostrd recientemente
qgue la CerlP sintética de cadena corta puede estimular la sintesis de DNA
(Figura 9) vy la division celular cuando presenté en una forma sonicada en agua
en cultivos subconfluentes de fibroblastos de la rata. Sin embargo, Cer1P natural
no mostrd efecto bajo las mismas condiciones

Se ha desarrollado un sistema eficiente para la entrega eficaz de CerlP
natural que permite interaccion del fosfolipido con las células en cultivo. Se
mostrd por primera vez que CerlP natural, dispersada en metanol/dodecano,
estimula la sintesis de DNA (figura 9) y la expresion de antigeno nuclear
proliferar-celular (PCNA) (figura 10). Este Ultimo es una proteina nuclear no
histbnica que es esencial para la progresion del ciclo celular. También se ha
mostrado que los efectos de CerlP natural pueden ser bloqueados por la
ceramida natural. Asi por consiguiente se identifica una accién bioldgica de
CerlP natural como un agente mitogénico. El uso de una mezcla apropiada
de metanol y dodecano para entregar Cerl1P natural a las células verterd la luz
probablemente en el mecanismo por el cual este fosfolipido ejerce sus efectos

fisioldgicos.
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