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RESUMEN

El cancer se define como la proliferacion desordenada de células
gue adqguieren la capacidad de invadir a otros tejidos, de enviar células
cancerosas a distancia (metdstasis) y eventualmente de matar al
huésped. El cdncer corresponde a un grupo de mds de 200
enfermedades provocadas por la divisidon celular no controlada. A partir
de cambios en los genes de las células normales, Ia muerte regulada
(apoptosis) no sucede. El estudio de esfingolipidos comprende un grupo
de moléculas estructurales bioactivas, que en su metabolismo regulan y
controlan para llevar acabo su funciéon. La estimulacion ha aumentado
varios mecanismos moleculares y bioguimicos que involucran respuestas
bioldgicas en su medio, senescencia y apoptosis. La ceramida se forma
mediante la sintesis di novo de esfingolipidos y por hidrdlisis de
esfingomielina (SM) convirtiendo la esfingosina (S), donde cada lipido
bioactivo tiene respuestas o receptores especificos como pueden ser;
Palmitol CoA, DHCer, SK, PC, SMS, DAG, GSL, etc. La acumulacion de
ceramida activa SMS, la biosintesis di novo de esfingolipido, induccion
de citocinas, TNF, Fas, por respuestas de tensidn. Por ejemplo
temperatura, radiacion, luz UV, hipoxia y farmacos anticancerigenos. El
tratamiento de tumores con uno o mds fdrmacos que elevan la
ceramida puede ajustar y arreglar los procesos desenfrenados para
mantener o agravar el crecimiento excesivo, la angiogénesis vy
caracteristicas de la metdastasis de tumores. Estos tratamientos podrian
elevar la produccion de los factores de crecimiento, receptores y otras
substancias que reducen la efectividad de la ceramida. Células de
tumores que no se adapten sufren apoptosis y dejan las células

adaptadas libres para crecer y, finalmente, subyugar su organizacion.



I. EL CICLO CELULAR

Antes de iniciar a discutir el tfema es conveniente comprender la

importancia que tfiene el ciclo celular y la apoptosis.

El ciclo celular estd dividido en cuatro fases principales. La célula
recien dividida por mitosis comienza el estadio denominado G; (G
procedente del inglés gap. que significa “intervalo”), donde la célula
crece y aumenta de tamano. Las células contienen una cantidad
diploide de cromosomas (2n), con una copia heredada de cada
progenitor. Cuando la célula ha alcanzado cierto tamano entra en la
fase S (sintesis), que implica la duplicacion del ADN formdndose una
copia de cada cromosoma. Después de atravesar la fase Gy, donde la
célula comprueba que se ha completado correctamente la replicacion
del ADN vy se produce la sintesis de los componentes necesarios para la
mitosis, se inicia la llamada fase M (mitosis) que concluye con el
nacimiento de las dos células hijas. La fase M se divide en varias etapas:
durante el periodo de profase, los cromosomas se condensan gracias a
la mayor compactacién del ADN. Durante la metafase las cromdatidas
hermanas producidas por la replicacion del ADN en la fase “S" (Sintesis)
se alinean en el centro de la célula permaneciendo adheridas a la
altura del centromero y de multiples puntos a lo largo de toda su
longitud. En la anafase, las cromdtidas hermanas se separan y se
desplazan hacia polos opuestos del huso mitdtico, con lo que una de las
dos cromdatidas hermanas se distribuye a cada célula hija. Finalmente,
en la telofase los cromosomas segregados se descondensan y se
produce la division fisica del citoplasma en dos células hijas, proceso
denominado citocinesis. Después de la division, las células regresan a la

fase G1 y el ciclo celular se completa (Curtis y Barnes, 2000).



Regulacion Del Ciclo Celular

Para todos los organismos es esencial que las diferentes fases del
ciclo celular estén correctamente coordinadas, es decir, las fases deben
seguir un orden estricto y cada una de ellas debe completarse antes de
gue se inicie la siguiente. Los errores que surgen durante la coordinacion
del proceso pueden conducir a alteraciones cromosémicas
importantes, como por ejemplo a la pérdida de cromosomas completos
o parte de ellos, o ala distribucion inadecuada del material genético en
las dos células hijas. Por tanto, el control del ciclo celular eucariota es
muy estricto y estd regulado por proteinas denominadas proteinas
cinasas, cuya funcidén es la de activar determinadas proteinas por
fosforilacion. A su vez, las concenfraciones de estas enzimas se
encuentran reguladas por otras proteinas, llamadas ciclinas, que
aumentan y disminuyen durante el ciclo celular. Por tanto, estos
complejos proteicos se denominan proteina cinasas dependientes de
ciclinas (CDK) y sélo son activos si estdn constituidos por una subunidad
ciclina y una subunidad catalitica de proteina cinasa, ya que las ciclinas
son las enzimas que determinan qué proteinas serdn fosforiladas por el
complejo CDK-ciclina, y de esta manera regulan el avance de la célula

a través del ciclo celular (Albert, 1996).

En organismos multicelulares el control preciso del ciclo celular,
durante el desarrollo y el crecimiento, es decisivo para determinar el
tamano y la forma de cada tejido. La replicacion celular se ve afectada
por una serie de senales extracelulares, como por ejemplo el niUmero y
tipo de células adyacentes, y otras de cardcter infracelular como el
propio tamano de la célula o el programa de desarrollo que deba
completar. La mayor parte de las células se retira del ciclo en G; y entra
en el estado Go para diferenciarse. Muchas de estas células
diferenciadas nunca retornan al ciclo para replicarse de nuevo,

conociéndose con el nombre de células post mitéticas. No obstante,



algunas de estas células diferenciadas (como fibroblastos y linfocitos)
pueden volver al ciclo y replicarse, entrando directamente en la fase S
(Tapia, 2003; Voet, 1996).



Il. APOPTOSIS

La apoptosis es una forma de muerte celular, caracterizada por
cambios morfolégicos y bioguimicas, mantiene la homeostasis entre la
proliferacion y la muerte celular; la alteracidn en su regulacion
contribuye a la patogénesis de cdncer, infecciones, autoinmunidad y

neurodegeneracion (Sanchez-Torres, 2003).

La apoptosis es la muerte celular programada o suicidio celular.
Cuando esto ocurre la célula se contrae y se desprende de sus vecinas,
la cromatina se condensa formando una o varias manchas cerca de la
membrana nuclear. Poco después se fragmenta en numerosos cuerpos
apoptdticos que engloban fracciones de las células siendo finalmente
fagocitados (Duke, 1996)

Tipos De Muerte Celular

Actualmente se conocen dos formas de muerte celular en los
organismos: necrosis y apoptosis. La necrosis descrita por Virchow (1858)
se define como fendbmeno degenerativo producido por dano repentino
y severo. En la necrosis se observan numerosas células vecinas
sometidas a este proceso, cubriendo una extension variable con
desintegracion. La membrana celular permite el escape al exterior de
elementos toxicos que provocan un proceso inflamatorio que tendrd
efecto nocivo en el organismo. El material cromdatico sufre una extension
iregular. Las causas son agentes toxicos, fraumdticos e hipodxicos;

siempre patoldgicos.

La apoptosis es un proceso de ejecucion codificado
genéticamente, a diferencia de la necrosis afecta a determinadas
células, no necesariamente contiguas y no a todas en un drea fisular. La

membrana celular no se destruye, lo que impide el escape al espacio



extracelular de su contenido, resultando un proceso silencioso, sin
inflamacion. La apoptosis es un proceso innato y evolutivamente
conservado, en el cual las células se inactivan, se desensamblan vy
degradan su propia estructura en forma coordinada y caracterizada. La

apoptosis se divide en tres fases (Hengartner, 2000).

Fases De Apoptosis

a) Fase de iniciacion: Se desencadena por senales intra vy
extracelulares, las primeras por estrés bioldgico, el cual provoca la
liberacion de citocromo C de la mitocondria (via intrinseca), la senal
extracelular se desencadena de la célula blanco (via extrinseca). La
inducciéon puede ser fisioldgica (hormonas y citocinas), bioldgicas (virus

pardsitos), quimica (fdrmacos) 6 fisica (radiaciones) (Sadnchez, 2003).

b) Fase de ejecucion: La célula que recibe la senal pierde
contacto con las demds células; el citoplasma se contrae,
disminuyendo en tamano, en la mitocondria se desacopla el transporte
de electrones de ATP, la cromatina se condensa y se fragmenta.
Finalmente, genera vesiculas apoptdticas que dirigen dicha senal, hacia
la maquinaria enzimdtica denominadas ‘“caspasas”’, que son un
complejo de proteasas de cisteina y aspartato. Se han descrito 12
caspasas humanas que son sintetizadas por cimoégenos, por lo que
requieren de proceso protfeolitico para volverse activas. Constan de tres
dominios: N-Terminal, subunidad p20 y subunidad pequena pl0. Su
funcion destaca en la inactivacion de proteinas que normalmente
protegen a la célula de la muerte apoptdtica, reparacion de DNA,
organizacion del citoesqueleto y participan en la destruccion del DNA
nuclear, en la activacion de “CAD” (activacion de la caspasa Dnasa) e
induce la expresion de senales para fagocitar (Gomez, 2000). Un evento
importante para evaluar la apoptosis es mediante la determinacion de

sus cambios morfoldgicos donde se puede identificar una célula



apoptdtica por la presencia de la condensacion de la cromatina
nuclear y de cuerpos apoptdticos. Otro andlisis mds detallado esta
asociado a la fragmentacion de la doble cadena nuclear de DNA en
las regiones de unidn de los nucleosomas. Los fragmentos oligonucleares
son evaluados por electroforesis en gel de agarosa, que presenta un
patron caracteristico en escalera. Por el contrario, la necrosis muestra un
patron de degradacion del DNA al azar que se fraduce en una mancha
difusa en el gel. El descubrimiento de este patron distintivo de
fragmentacion del ADN ha permitido reconocer este proceso
bioquimicamente y ofrecid un punto inicial para el estudio de los

mecanismos responsables de la apoptosis (Gomez, 2000).

La via extrinseca establece conexiones con el espacio
extracelular, recibiendo senales proapoptdticas desde el exterior y de
las células vecinas, una familia de receptores se ha identificado como
“Fas” que desencadena por unién a su ligando “Fasl”, provocando el
reclutamiento del complejo “DISC" (complejo de senalizacién para
inducir muerte celular) al dominio citoplasmdatico de “Fas”. “DISC” se
une con la pro-caspasa 8, autoactivindose de la familia “Bcl-2"
(Nagata, 1999).

Diferentes Vias Que Activan La Apoptosis

La via intrinseca se activa por estrés y ofras senales que provocan
la translocacion a la mitocondria de miembros proapoptdticos de “Bel-
2", como "Bax”. Esto provoca la liberacion de citocromo C al citosol,
disminuye el potencial de membrana y desestabilizacion. En el citosol el
citocromo C se una a “apaf-1" en presencia de ATP, formando un
apoptosoma el cual recluta y activa caspasa 9 y ésta asuveza 3,6,y 7.
Estas reparan DNA y se encuentran en el citoesqueleto de la membrana

nuclear (Kroemer, 1998).



c) La fase de eliminacion: es donde las células que estdn
muriendo por apoptosis son removidas por células fagociticas, donde
participan  fagocitos profesionales y no profesionales (Células
dendriticas, epiteliales, fibroblastos). Existen varios mecanismos de
reconocimiento que involucran varios receptores que funcionan en
forma aislada, simultdneamente. Entre ellas pueden ser algunas lectinas,
integrinas, receptores Scanvenger, ABC, y receptores de complemento.
Los linfocitos apoptdticos en la pérdida de asimetria de la membrana
celular que estdn expuestas las moléculas de fosfatidilserina (FS),

inducen la senal de fagocitar (Gregory, 2000).

La apoptosis es un fendmeno bioldgico fundamental,
permanente, dindmico e interactivo. Existen mecanismos pro o anti
apoptdticos regulados genéticamente, que actian en forma activa
(pues consumen energia) y equilibrada. Entre la familia que regula la
apoptosis se encuentran las proteinas que inhiben la apoptosis (IAPs)
miembro de la familia “Bcl-2"” y las Proteinas inhibidoras de caspasa 8
(FLICE). Las primeras proteinas regulan la activacion de las pro-caspasas
y mientras que el segundo nivel involucra la inhibicidn directa de las
caspasas activas. La “IAPs” estdn reguladas por la proteina “Scam”
(segundo activador de caspasa mitochondrial) en humanos (Gozani,
2002).

La familia “Bcl-2" controla la permeabilidad mitocondrial y la
liberacion de citocromo C, mientras que la familia “FLUP”, *v-FLIP2 y “c-
FLIP" inhiben la apoptosis inducida por los receptores “Fas” y “TNFRI”
enfre otros. Estas participan en el control de la muerte celular inducida
por activacion. Las alternativas de una misma via de actuar en pro o en
contfra de la apoptosis se repiten en otfros mecanismos (Thome, 2001).

Otra via importante es la ceramida que veremos mds adelante.



IIl. EL CANCER

El cdncer es la segunda causa mds comun de muerte en México
después de las enfermedades cardiovasculares. Afecta a individuos de
todas las edades y a una extensa variedad de érganos (Becerril, 2004).
El cdncer se define como un crecimiento fisular producido por la
proliferacion continua de células anormales con capacidad de invasion
y destruccion de ofros tejidos (Fodde, 2002). La célula cancerosa, en
cierta forma escapa al confrol que normalmente regula el crecimiento
celular, mostrando numerosos cambios metabdlicos en las propiedades
de la superficie celular (membrana). Las células normales tienden a
establecer contactos celulares con las células vecinas, el movimiento
de las prolongaciones celulares es mds lento y se produce inhibicion de
la divisidon celular. Por el contrario las células cancerosas no se adhieren,
no hay inhibicién de la mitosis ¢ division celular, existe mayor niUmero de
prolongaciones en su superficie celular, y los movimientos son mas
intensos (Voet, 1992).

El tejido canceroso establece competencia con los tejidos
normales por los nutrientes; como las células cancerosas contindan
proliferando indefinidamente, los tejidos normales sufren gradualmente

muerte por falta de nutrientes (Fodde, 2002).

Dado que el cambio que convierte una célula somdatica en una
célula cancerosa es genético, éstas fransmiten sus caracteristicas
asociales a su descendencia, de modo, que 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 (Weidner, 1991).



Las células del cdncer se desarrollan a partir de células normales
en un proceso complejo denominado transformacion. El primer paso es
la iniciacion, en el cual un cambio en el material genético de la célula
la prepara para tfransformarse en cancerosa. Dicho cambio es causado
por un agente llamado carcindgeno que puede ser un producto
quimico, un virus, la radiactividad o la luz solar. Sin embargo, no todas
las células son igualmente susceptibles a los agentes carcindgenos. Una
alteracion genética en la célula u ofro agente, conocido como
promotor, incluso una iritacion fisica cronica, pueden aumentar la
posibilidad de las células para convertirse en cancerosas (Tapia, 2003).
El segundo paso es la promocion donde una célula que ha iniciado su
cambio se fransforma en cancerosa, donde el ADN sufre cambios que
son a menudo dificiles de detectar. Algunas veces un cambio en el
tamano o forma de un cromosoma determinado indica cierto tipo de
cdncer, y los canceres se clasifican de acuerdo al tejido celular donde
se originan, por ejemplo los provenientes de células epiteliales se
denominan carcinomas, los de células musculares se denominan
sarcomas. Entre los canceres que no pertenecen a ninguna de las dos
categorias se encuentran las diversas formas de leucemias y células del
sistema nervioso. Los canceres tiene subdivisiones de acuerdo con el
tipo celular, la localizacién en el cuerpo y la estructura del tumor. En
paralelo se relacionan los tumores maligno y benigno; por ejemplo el
adenoma (tumor epitelial), siendo un tumor maligno corresponde a un
adenocarcinoma; otro ejemplo un condroma y un condromasarcoma,
siendo respectivamente, tumores de cartilago benigno y maligno.
Cuando las células cancerosas permanecen agrupadas en und masa
Unica se dice que es un tumor benigno, terminando la fase de
promocion y la fase de progresion es cuando la célula experimenta una
o mds nuevas mutaciones, produciendo un tumor maligno, donde las

células invaden tejidos circundantes (Morabia, 2004).



Los factores de riesgo para contraer cdncer, indican que es una
enfermedad multifactorial donde la edad, el sexo, la raza y la herencia
se conocen como factores genéticos determinantes de riesgo,
(Hanahan 2000). La dieta, los hdbitos toxicos 6 quimicos como el
tabaco, el estfilo de vida, el medio en general e incluyendo la infeccion
por microorganismos (bacterias, virus, pardsitos, etc.), son factores que
actian sobre el genoma de la célula como indicadores y promotores

tumorales en la fransformaciéon celular (Murgia y col., 2006).

El cancer es fratado actualmente mediante la combinacion de
cirugia, radiacion y quimioterapia. La cirugia o la radioterapia tratan el
cdncer que se encuentra confinado localmente, mientras que la
quimioterapia elimina las células cancerosas que se han escapado de
esta region. Algunas veces la radiacidén o la quimioterapia se
administran antes de la cirugia para disminuir el tamano del tumor, o
después de la misma para destruir cualquier célula cancerosa que haya
quedado. La guimioterapia combinada con la cirugia aumenta el
periodo de supervivencia para aquellos pacientes con cdncer de
colon, de mama o de vejiga que se ha extendido hacia los ganglios
linf&ticos cercanos. La cirugia y la quimioterapia pueden, en algunas

ocasiones, curar el cAncer de ovario avanzado (Dolmans, 2003).

Los fdarmacos antineoplasicos estdn  agrupados en  varias
categorias: agentes alquilantes, antimetabolitos, alcaloides derivados
de plantas, anfibidticos anfitumorales, enzimas, hormonas vy
modificadores de la respuesta bioldgica. A menudo, dos o mds
farmacos se utilizan en combinacion (Danaei G, 2005). EI motivo
principal de la quimioterapia combinada es utilizar farmacos que
actien sobre diferentes partes del proceso metabdlico de las células,
incrementando asi la probabilidad de que puedan morir muchas mads
células cancerosas. Ademas, los efectos secundarios toxicos de la

guimioterapia se pueden reducir cuando se combinan fGrmacos con



diferentes toxicidades, cada uno en una dosis mds baja de la que se
hubiera necesitado si se usara solo. Por Ultimo, algunas veces se
combinan fadrmacos con propiedades muy diferentes. Por ejemplo, los
farmacos que matan las células tumorales se pueden combinar con los

que estimulan el sistema inmunoldgico (Page, 1998).



HIPOTESIS

La acumulacion de ceramida produce apoptosis © muerte celular
programada, mediante el metabolismo de esfingolipidos, el cual puede

utilizarse en el fratamiento de enfermedades con cdncer.

OBIJETIVO

Realizar una revision bibliografica sobre la investigacion bdsica de
las diferentes vias de acumulacidon de ceramida y sus andlogos, asi

como la potencialidad de emplearse en la quimioterapia del cancer.

JUSTIFICACION

Actualmente se han escrito mds de 1000 articulos de investigacion
sobre la muerte celular programada (apoptosis) por intervenciones que
elevan la concentracion de ceramida (Cer) en la célula. Algunos
estudios han mostrado que también estimulando el retardo en la
formacion de esfingolipidos en la proliferacion celular, en inducir
apoptosis y viceversa. El equilibrio entre estos dos aspectos estd
entranado en las células cancerosas. El tratamiento de tumores con
farmacos que eleven la ceramida puede ajustar o arreglar los procesos
desenfrenados para mantener o agravar el excesivo crecimiento, la
angiogénesis y caracteristicas de la metdstasis. Para ayudar a este
acercamiento, esta revision cataloga muchos de los fdrmacos que
actian en los aspectos diferentes del metabolismo de la ceramida
(Radin, 2003).



IV. LOS LiPIDOS

Son sustancias de origen bioldgico solubles en disolventes
orgdnicos y casi insoluble en agua. Los lipidos desempenan diversas
funciones bioldgicas de gran importancia, ya que: constituyen las
principales reservas energéticas de los seres vivos, forman parte de Ias
membranas celulares, y regulan la actividad de las células vy los tejidos.
Asi las grasas, aceites, ciertas vitaminas, hormonas y la mayor parte de
los componentes no proteicos de las membranas son lipidos (Lehninger,
1995).

Una de las funciones mds interesantes de los lipidos en el contexto
de la biologia celular es su capacidad de regular numerosos Procesos
cruciales para la vida de las células, en particular los esfingolipidos
(Vdzquez, 2003).



V. LOS ESFINGOLIPIDOS

Son lipidos complejos cuyo esqueleto estd constituido por una
base de cadena larga denominada esfingosina, en lugar de glicerol.
Son componentes importantes de las membranas celulares, debido a su
naturaleza anfipdtica. Bajo el punto de vista estructural, todos los
esfingolipidos contienen tres componentes bdsicos, un grupo acilo
(orocedente de un dcido graso), una molécula de esfingosina (o su
derivado hidrogenado) y una cabeza polar. La zona apolar puede estar
formada de un acido graso de longitud variable unido al carbono-2 de
la cadena base y diversas cabezas polares unidas al carbono-1. En el
caso de la esfingomielina el grupo hidrofilico es la fosforilcolina (Figura
1), mientras que en el caso de los glicoesfingolipidos es un azucar. El
dcido graso de longitud variable (2-28 carbonos) unido a la esfingosina
o cadena similar forma la familia de ceramida, una molécula
hidrofébica cuya produccion es incrementada bajo estimulos de estrés.

(Futerman y Hannun, 2004).

Los esfingolipidos se han revelado recientemente como
elementos clave en las cascadas de transduccion de senales que
regulan procesos importantes de la fisiologia celular tales como
crecimiento, diferenciacion y muerte celular. Consecuentemente, la
biologia de los esfingolipidos se ha convertido en una diana importante
para la investigacion en la senalizacion celular. Los esfingolipidos tienen
doble papel como moléculas bioactivas: por un lado, actian como
segundos mensajeros en la transduccion de senales extracelulares, pero
ademdas, regulan la dindmica de las membranas bioldgicas formando
parte de los microdominios de las membranas llamados balsas lipidicas
(Brown, 2000).



Los principales esfingolipidos bioactivos incluyen, ceramida (Cer),
esfingosina (S), ceramida-1-fosfato (C1P) y esfingosina-1-fosfato (S1P) vy
median respuestas celulares como proliferacion, diferenciacion 'y
muerte celular. Entre todos ellos destaca la ceramida, que es el centro
de la ruta de sintesis y degradacion de esfingolipidos y se podria
considerar como regulador del destino celular (apoptosis) (Devlin,
2004).
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Figura 1. Estructura quimica de la esfingomielina, esfingosina y

ceramida.

Hay dos vias principales por las que se puede generar ceramida:
la sintesis di novo y mediante la degradacion de la esfingomielina (SM)

de la membrana por las esfingomielinasas (SMS).

La biosintesis di novo de los esfingolipidos (Figura 2), se lleva a

cabo en el reficulo endopldsmico y aparato de Golgi y empieza con la



condensacion de la serina y normalmente el palmitoil CoA, llevada a
cabo por la enzima serina palmitoil-CoA transferasa (SPT) para dar 3-
cetoesfinganina, la cual es posteriormente reducida a esfinganina vy
convertida a dihidroceramida (DHCer) por la enzima dihidroceramida
sintasa, también llamada ceramida sintasa. El siguiente paso es la
desaturacion de la dihidroceramida para generar ceramida, la cual
sive como precursor para esfingomielina y ofros esfingolipidos
complejos como cerebrodsidos y ganglidsidos, que se forman por la
adicion de sustituyentes especificos en la posicion C1. La sintesis de
esfingomielina estd catalizada por la esfingomielina sintasa que
transfiere fosforilcolina a la ceramida, generando SM y DAG. La
ceramida también puede ser formada directamente de la esfingosina

por la accién de la ceramida sintasa (Garcia, 2003)

La degradacion de ceramida incluye una desacilacion llevada a
cabo por las ceramidasas, que rinde un dcido graso y esfingosina. Esta
reaccion regula los niveles relativos de ceramida y esfingosina y es
crucial para regular el destino celular. La esfingosina es rdpidamente
convertida por la enzima esfingosina cinasa a esfingosina-1-fosfato, que
es uno de los esfingolipidos bioactivos mds importantes. Por ofro lado, la
ceramida también puede ser fosforilada por la enzima ceramida cinasa

para dar ceramida-1-fosfato.
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Figura 2. Sintesis y degradacion de esfingolipidos.

La segunda via para la generacion de la ceramida incluye la
degradacion de la esfingomielina catalizada por la esfingomielinasa la
cual rompe la esfingomielina para dar ceramida y fosforilcolina. La
hidrolisis de la esfingomielina estd considerada como la principal via
para la produccion de ceramida como fransductor de senales que

regulan la muerte celular (apoptosis) (Andrieu-Abadie y Levade, 2002).



Regulacion Del Destino Celular Por Los Esfingolipidos

Uno de los aspectos mds interesantes de la funcion bioldgica de
los esfingolipidos es su papel en la decision del destino celular. Mientras
que la ceramida activa senales de muerte, la ceramida 1-fosfato y la
esfingosina 1-fosfato activan senales de supervivencia celular (Figura 3).
Por lo tanto, los niveles relativos de estos metabolitos son los que
determinardn si la célula entra en apoptosis o si prolifera. Es por ello que
las reacciones catalizadas por la ceramida cinasa y por la esfingosina
cinasa son fundamentales para determinar las funciones vitales de la

célula. Ambas reacciones son altamente reguladas (Subbaiah, 2006).
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Figura 3. El balance entre ceramida y sus metabolitos rigen el

destino celular.

Senalizacion Celular Activada Por Ceramida

La ceramida actia como segundo mensajero activando
numerosas vias de fransduccién de senales. La ceramida se genera bien
por hidrdlisis de la esfigomielina o bien mediante sintesis di novo, como
consecuencia de numerosos estimulos tanto apoptdticos como de
estrés, incluyendo ligdndos de receptores de muerte, drogas
guimioterapéuticas, radiacion gamma o UV, choque térmico,
deprivacion de factores de crecimiento, hipoxia o exposicion a

canabinoides (Carracedo et al., 2006).



Enfre las proteinas que interaccionan con la ceramida se
incluyen: proteina cinasa activada por ceramida (CAPK), proteina
cinasa supresora de “Ras” (KSR), las fosfatasas “PP2A" y “PP1B"”, “PKCC",
catepsina “D","cPLA2" y “PKCC(" (Figura 4) (Heinrich et al, 2000; Ruvolo,
2003; Huwiler et al., 2004).
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Figura 4. Principales proteinas activadas por ceramidas.

Otro mecanismo por el cual la ceramida puede inducir apoptosis
es la regulacion del potencial “redox”. Se ha demostrado que tanto la
ceramida como sus derivados glicosilados pueden inducir estrés
oxidativo celular a fravés de disfuncion mitocondrial, sobreregulacion de
la NO sintasa, activacion de la NADPH oxidasa y desregulacion de
enzimas antioxidantes. Datos recientes indican que la ceramida puede
inducir apoptosis, al menos en parte, a través de un efecto directo en la
mitocondria que induce la salida de proteinas desde el espacio
intermembranal de la mitocondria al citoplasma. A concentraciones
fisiologicas, la ceramida puede formar auténticos poros de membrana
permeables a proteinas que han sido visualizados mediante microscopia

electronica (Siskind et al., 2006).



Senalizacion Activada Por Ceramida -1-Fosfato

La “C1P"” puede ser producida por una “Cerk” dependiente de
ATP, que fue clonada por Sugiura y representa una nueva clase de
cinasas (Sugiura et al., 2002). Esta cinasa es altamente especifica para
la ceramida y su actividad es dependiente de iones Mg2+ (Wijesinghe et

al., 2005) y de iones Ca?+ a través de su unidn a calmodulina.

La C1P generada por “Cerk”, ha sido implicada en diferentes
procesos celulares como la respuesta inflamatoria, fagocitosis, inhibiciéon
de apoptosis, mitogénesis (GOmez-Munoz, 2004) y mecanismos de

patogenia inducidos por agentes infecciosos

Otras acciones bioldgicas de CIP incluyen la inhibicion de la
apoptosis y la induccidn de la supervivencia celular. El mecanismo por
el cual C1P ejerce este efecto probablemente sea la inhibicién directa
de la esfingomielinasa dcida (A-SMS) ya que se ha demostrado que la
ceramida puede inhibir in vitro a esta enzima (Goémez-Munoz et al.,
2004). La disminucién de los niveles de ceramida llevaria a promover la
activacion de otras senales celulares inductoras de la supervivencia
celular. En este sentido, se ha demostrado que la C1P induce activacion
de la via PI3K/PKB, la cual es el principal mecanismo por el que
promueven supervivencia celular los factores de crecimiento (Gomez.-
Munoz et al, 2005). El mismo grupo ha mostrado que la CI1P estimula la
sintesis de ADN vy la division celular en fibroblastos (Gomez.-Munoz et al.,
1997).



Senalizacion Activada Por Esfingosina-1-Fosfato

La esfingosina-1-fosfato (S1P) se genera a partir de la esfingosina
por la accidon de las esfingosina cinasas (SK1) y (SK2). La “SK1" es una
enzima de supervivencia cuya expresion estd aumentada en muchas
células malignas. La inhibicion de la actividad de estas enzimas con
lleva un bloqueo de la proliferaciéon e induccion de la apoptosis en
células cancerigenas, por lo que los inhibidores de SK1 podrian tener un
importante potencial terapéutico (French et al., 2006). Sin embargo, SK2
parece tener un papel opuesto, ya que su sobreexpresion inhibe el

crecimiento celular (Maceyka et al., 2005).

Una vez generada, la “S1P"” puede actuar tanto intfracelularmente
como segundo mensajero, como extracelularmente, uniéndose a
receptores de membrana de los que es un ligando especifico. Se han
descubierto transportadores especificos que podrian exportar la “S1P”
desde el interior celular al medio extracelular. Se han caracterizado 5
subtipos de receptores de “S1P”" que pertenecen a la familia de
receptores acoplados a proteinas G (GPCR) y que se han denominado:
esfingosina-1-fosfato a esfingosina 5 fosfato (S1P a S5P). Las vias de
senalizacion intracelular activadas por estos receptores son diversas ya
que estdn acoplados a diferentes subtipos de proteinas G (Figura 5)
(Sdnchez y Hia, 2004).
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Figura 5. Mecanismos de transduccién activados por los

receptores de S1P.

Agrupacion De Receptores En Dominios De Membrana Ricos En
Ceramida

La ceramida ejerce también un papel bioldgico modificando las
propiedades fisicoquimicas de las membranas bioldgicas. La
esfingomielina estd principalmente localizada en la cara externa de la
membrana plasmdtica y forma parte de los microdominios de
membrana denominados balsas lipidicas. La SMS secretada actia sobre
la esfingomielina de membrana generando ceramida. La formacion de
ceramida por la activacion de SMS ha sido recientemente relacionada
con la activacion de senales de muerte, ya que puede inducir la
agrupacion de numerosos receptores de membrana (Bollinger et al.,
2005). Muchos receptores activan la liberacion de ceramida que
transforma pequenas balsas de membrana, en grandes plataformas
que median la agrupacion de receptores los cuales se activan y

transmiten senales al interior celular (Bollinger et al., 2005).



Recientes estudios indican que la activacion y consiguiente
translocacion a la membrana de la SMS es lo que produce generacion
de ceramidas en la cara externa de la membrana celular. La
generacion de ceramidas dentro de las balsas altera las propiedades
biofisicas de esos microdominios de membrana y promueve su
agregacion en dominios mayores que son criticos para la
oligomerizacion de receptores y el ensamblaje de estructuras mds

complejas (Bollinger et al., 2005).



VI. ELIMINACION DE TUMORES POR APOPTOSIS MEDIANTE LA INDUCCION
DE CERAMIDA

La Ceramida Exégena

Los esfingolipidos constituyen el 0.1 — 0.2 % de la dieta en EE.UU.
(Ensminger, 1994). Su cuantificacion se ha realizado por cromatografia
de gases en muchos alimentos que se consumen en la dieta diaria, 1os
de mayor contenido en esfingolipidos son en primera estancia los
productos Iacteos seguidos por la carne, los peces, los huevos, las soyas
y las verduras (Whitataker, 1996; Jensen, 1995).

La cadena del esfingolipido y los dcidos grasos varian con el tipo
de alimento, asi como su variabilidad estructural, al igual que la forma
de hidrolizarse y de ser absorbidos (Vieu, 2002). La esfingosina se eleva
rdpidamente en las células intestinales y su degradacion junto con los
dcidos grasos, permitiendo asi su reincorporacion en el intestino, donde
una pequena cantfidad de la base del esfingoide se encuentra en la
linfa, sangre e higado (Schmelz et al., 1996). La esfingosina y su
metabolismo hacia ceramida controlan y regulan diferentes funciones

en las células intestinales (Nyberg, 1997).

Estudios experimentales en animales han mostrado que los
esfingolipidos en los alimentos inhiben la carcinogénesis del colon. La
ingestion de esfinfolipidos en la dieta diaria puede reducir el riesgo de
cdncer de colon, ya que el metabolismo di novo de esfingolipidos
induce arresto del crecimiento, proliferaciéon, diferenciacion celular de

células neopldsicas, provocando apoptosis (Merrill, 1995).

Para comprobar estos estudios se ha purificado la esfingomieling,
alimentando a ratones con una dieta de 1,2-dimetilhidrazina (DMH)
para inducir fumores de colon, comparando con ratones con dieta
normal baja en esfingolipidos, mientras que el grupo experimental se

suplementd su dieta con esfingolipidos del 0.1 %. Los resultados muestran



qgue el grupo con suplemento de esfingolipidos redujo el niUmero de
criptas colonicas aberrantes como un marcador de carcindgenos del

colon (Dillehay et al., 1994).

Otras investigaciones han mostrando una reduccion de
adenocarcinomas malignos. Mientras que los aumentos modestos en el
consumo de esfingolipidos como parte de comidas, podrian reducir el
riesgo de cdncer de colon en humanos (Vesper, 1999). Aungue no
existen estudios relevantes en humanos, que muestren como influyen los
esfingolipidos para reducir el riesgo de cancer de colon. No obstante, se
sabe que la esfingosina y la ceramida pueden inducir apoptosis en
células cultivadas “HT29" de adenocarcinoma humano (Schmelz et al.,
1998), ya que se ha enconfrado que reduce el nUmero de células
neopldsicas. Como ya se ha mencionado anteriormente los
esfingolipidos inhiben el crecimiento y algunos efectos citotéxicos de
numerosas células transformadas en medios de cultivo, inhiben
carcinébgenos quimicos inducidos (ésteres de forbol), que son
promotores cancerigenos en muchas células. Mientras que la base del
esfingoide y sus andlogos inhiben el crecimiento y la proliferacion
cancerigena, evitando metdstasis en células humanas. Por consiguiente,
los esfingolipidos dietéticos pueden afectar células cancerigenas de

colon (Vesper, 1999).

La Ceramida En La Sintesis di novo

La ceramida enddégena estimula, a fravés del empalme
alternativo los niveles de los factores proapoptdticos caspasa 9 y Bel-x. El
tratamiento de células A549 del adenocarcinoma pulmonar con el
agente qguimioterapéutico gemcitabina 1 uM, que interviene en la
sintesis di novo de esfingolipidos, triplico los niveles de ceramida (Fig. 6).

El pretratamiento con miriocina, un inhibidor especifico de serina



palmitoiltransferasa (la primera enzima en la biosintesis del esfingolipido),
bloqued el aumento en [3H]-ceramida en 24 h de exposicion con la
gemcitabina. Ademdads, antes del tratamiento las células A549 con
miriocina, redujeron los niveles bdsales de ceramida por 62%. Asi el
aumento en el nivel de ceramida en respuesta a la gemcitabina ocurrid
en base a la via de esfingolipidos para producir apoptosis. La regulacion
del proceso alternativo de pre-mRNA de caspasa 9 y Bcl-x, se examind

en respuesta a la ceramida (Chalfant et al., 2002).

Los mecanismos que regulan la expresion del gen de caspasa 9,
“Bcl-x" inducen apoptosis, mediante sus antagdnicos “Bcl-x ligando™ vy
caspasa “?2b" que inhiben apoptosis, por respuesta a “FAS”, “FNT”, “Bax”
y radiaciéon UV. “Bcl-x" en el empalme alternativo es sensible a la
quimioterapia, induciendo apoptosis. Estos estudios se mencionan en
células A549, donde este mecanismo promueve la regulacion de

apoptosis por ceramida (Bldzquez y col., 2002).

La ceramida induce apoptosis, regulando la fosforilaciéon
mediante proteinas (SR), esto indica que varias proteinas regulan la
apoptosis por variantes que ocurren en el empalme, es decir “Bcl-x",
caspasa 9 y “Bax”, son afectadas por la ceramida, inducida por la via
del empalme alternativo. Los mecanismos de induccidon de ceramida
en el empalme definen un nuevo mecanismo del gen regulador en la
apoptosis y los factores de respuesta extracelular (Vescovo y col., 2002).
Un segundo mecanismo especifico mediado por una fosfatasa de
proteinas activada por ceramida y ceramida enddgena generada por
via di novo de esfingolipidos. Un tercer mecanismo es la fase de inicio
de apoptosis y sensibilizacion de células en la quimioterapia (Chalfant y
col., 2002).



100000 -
90000 -
80000
70000
60000
50000 -
40000 -
30000 3
20000

- H B
0 .

T
Con Gem Myr Myr+Gem

[3H])-Ceramide
(Arbitrary Densitometry Units)

Caspase 9 —p

Caspase 9b —p

Gemcitabine (1 pM) —

Bel-x(L) —
Bel-x(s) —

Gemcitabine 1 pM) — 4

Figura 6. El efecto con tratamiento de gemcitabina en los niveles de
ceramida y el empalme alternativo de Bcl-x y caspasa 9.
(Chalfant, 2002)

La Hidrdlisis De Esfingomielina

Doxorubicina (DNR) y Mitoxantrona (MXT), estdn enfre los
compuestos antitumorales mds usados en la oncologia clinica, sobre
todo en leucemias agudas (Fig. 7 y 8). DNR activa la degradaciéon de

esfingomielina en ceramida que lleva al ciclo de apoptosis. DNR y MXT



estimulan la esfingomielinasa neutra (N-SMS), con la subsecuentemente
generacion de ceramida, por la hidrdlisis de SM, en células U937, D609 y
HL-60 de leucemias humanas (Raggers y col., 1999). Adicionalmente,
DNR y MXT estimulan la generacion de diacilglicerol a partir de la
hidrolisis de la fosfatidilcolina por la fosfolipasa C especifica para

fosfatidilcolina (PC-PLC).

El pretratamiento de células con el xantogenato D609, un
inhibidor potente de PC-PLC, inhibe la formacion del DAG
permaneciendo el aumento de ceramida (Liu, 1998). Asi las
concentraciones pertinentes de 0.2 a 5 yM de DNR y MXT estimulan
temporalmente la generacion de ceramida derivada de SM, Lo cudl

inducird la apoptosis (Lucci et al., 1999).
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Figura 7. Los efectos de D609 en DNR y MTX activa la producciéon de
ceramida y hidrolisis de SM. (Bettaieb, 1999).
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Figura 8. El Efecto D609 en la produccién de ceramida activada por
dosis bajas de DNR y MXT. (Bettaieb, 1999).

El efecto de DNR y MXT inducen un aumento fransitorio de
produccion de DAG (diacilglicerol). La molécula de DAG juega un
papel central en la apoptosis. En células U937, DAG activa la proteina
cinasa (PK). El efecto de D609 en la via de SM-Ceramida activada por
DNR y MXT, como DAG es un oponente para SM-Ceramida, Se evalud
que D609 activa la hidrdlisis de SM y genera ceramida. En células U937
con D609, DNR y MXT indujeron un aumento similar en ceramida, pero
también llevaron un aumento sostenido de ceramida. Los efectos de
D609 en dosis bajas no producen apoptosis en células leucémicas,
ademas de inhibir la hidrdlisis de SM y la sintesis de ceramida. Los efectos
de D609 en dosis bajas no producen apoptosis en células leucémicas.
Las implicaciones bioldgicas en el aumento de ceramida para
cuantificar la muerte celular programada se observd un aumento en
citoxicidad y fragmentacion de ADN al igual que los resultados en la
morfologia de células apoptdticas donde no hubo efecto significativo.
El dano se atribuye a menudo a un efecto genotdxico, que en muchos
casos a dano celular y esto depende de la dosis y el tiempo (Bettaieb,
1999).

La Hidrdlisis De Esfingolipidos



La estimulacion de la hidrdlisis es otro estimulador en la
proliferacion de la esfingosina 1 fosfato (S1P), también es Util, cuando la
fosfohidrolasa que actia en S1P rinde una esfingosina que es
prontamente aislada para producir ceramida. Los autores muestran
evidencia y apuntan a STP como el encargado de dirigir los niveles de
ceramida (Le Stunff et al., 2002).

Estudios en células cancerosas se ha demostrado que la actividad
de SPP-1 vy las proteinas parecen ser principalmente enriquecidas en las
membranas plasmdaticas (Radin N, 2003). El tratamiento de SPP-I
transfectada con S1P aumenta el nivel de ceramida en la membrana
intracelular, disminuyendo la supervivencia y estimulando la apoptosis.
Sin embargo, un substrato apto para SPP-1 en situ, la dihidro S1P, no
causé acumulacion de ceramida o indujo apoptosis. La acumulacion
de ceramida inducida por S1P puede ser bloqueada por fumonisina B1,
un inhibidor de ceramida, siendo parcialmente reducido por miriocina,
un inhibidor de palmitoiltransferasa de serina, siendo el primer paso
comprometido en la sintesis di novo de ceramida. Ademds S1P en
ausencia de dihidro S1P, estimula la incorporaciéon de [3H]-palmitato un
substrato para ambos palmitoiltransferasa serina y ceramida sintetasa en
Clé-ceramida. Colectivamente las funciones de SPP-1 regulan la

biosintesis de esfingolipidos e influye en el destino celular (Datta, 1988).

La ceramida se ha implicado como componente critico en la
apoptosis, la elevacion de S1P juega un papel importante como
citoprotector, particularmente oponiéndose en la apoptosis mediada
por ceramida. La acumulacion de ceramida se correlaciona con la
induccién de apoptosis similar a los resultados obtenidos con NIH 313 de
fibroblastos temporalmente trasfectados con mSPP-1 con 5 uM de S1P
producen la elevacién de ceramida (Figura 9) induciendo apoptosis
(Figura 10). Por el conftrario, el tfratamiento con dihidro STP no aumentd

el nivel de ceramida y ningun efecto apoptdtico.



El S1P, pero no dihidro S1P, incrementd el nivel de ceramida en
células de sobreexpresion de mSPP-1, en rindbn de embridbn humano
(HEK) 293. La Figura 10 muestra células HEK 293 fueron transfectadas con
el vector que expresan mSPP1 incubados en ausencia o presencia de 5
UM de dihidro STP o S1P por 48 h. B) Los niveles de ceramida son
elevados predominantemente en la membrana interna. El lisado fue
preparado desde células fratadas con S1P y los niveles de ceramida

indicados en la fraccidn celular.
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Figura 9. Incremento del nivel de ceramida son 5 uM de S1P.
(Le Stunff et al, 2002).
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células (Le Stunff et al, 2002).
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Las células HEK 293 fueron tratadas por 3 dias. En la Figura 10 se
notan los nuUcleos fragmentados condensados, tipicos de células
apoptdticas transfectados con mSPP-1 tratados con S1P pero no con la
dihidro-S1P. Los porcentajes de sobreexpresion de células apoptdticas
de SPP-l se determind por microscopia de fluorescencia y se contaron
por visualizacion de nucleos fragmentados indicando apoptosis en un

minimo de 500 células en cada campo.

Inhibicion En La Sintesis De Glucocilceramida

Los glucoesfingolipidos (GLS), ademds de ser esenciales
elementos estructurales de la membrana, participan en procesos como
la proliferacion y diferenciacion celular (Watanabe y col. 1998).
Observaciones recientes muestran que las células de cdncer presentan
multiresistencia a muchos fdrmacos (MDR), caracteristicamente
muestran niveles elevados de un glucoesfingolipido identificado como
glucosilceramida (GlcCer); que puede estar asociado con la resistencia
a la qguimioterapia. Las células MDR se caracterizan por la alta
resistencia a la toxicidad de los fdrmacos. Los quimiosensibilizadores son
agentes que aumentan la sensibilidad de MDR a la influencia toxica de
farmacos previamente menos eficaces, que estdn ayudando a conocer

el modo de accién de fdrmacos antineopldsicos (Lavie, 1996).



La Glucosilceramida es el precursor de los glucoesfingolipidos.
Mientras que la ceramida es un segundo mensagjero para la muerte
celular programada, ambos regulan la proliferacion y la apoptosis. La
inhibicion de la sintesis de GLS se relaciona con una serie de
disfunciones celulares. Como la glusiceramida sintasa y la
esfingomielina sintasa se activan entre caspasas que son importantes
transductores de senales fisioldgicas y ejecutores de apoptosis inducidos
por una variedad de estimulos exdgenos, la inhibicidon de la enzima
glucosiltransferasa hace que se acumule ceramida para estimular la
apoptosis, cuando no se controla la sintesis de glucosil ceramida, esta es

reducida o se anula.

Estudios sobre la inhibicion de la glucosilceramida sintasa por
PDMP (N-2-hidroxi-1-4 morfoliniimetil-2-fesnitil de ceramida), un inhibidor
sintético que actla como andlogo de ceramida, comparado con un
homodlogo en base a la cadena larga de PPMP vy sus variantes
estructurales (D-treo-1-fenil-palmitoilamino-3-pirrolidino-1-propanol (PPPP
6 P4). Se han inspeccionado en aproximadamente 80 tipos de cdnceres
humanos, donde P4 es un inhibidor de crecimiento eficaz encima del
rango similar de concentraciones que llevan a la acumulacién de
ceramida. Ademads, la expresion del sintetasa en macréfagos de adultos

mayores, retarda la actividad de crecimiento en tumores malignos.

El fdrmaco tamoxifeno es un antineopldsico y narcdtico que
inhibe la sintetasa de GlcCer, actuando como anti estrogénico,
blogueando la glucosilacidon de ceramida siendo particularmente Util en
células neopldsicas resistente a multifdrmacos (DRM), donde la
ceramida exdégena no produjo apoptosis, pero la combinacion de
Ceramida y Tamoxifeno lo hicieron. Este farmaco se usa comunmente
en quimioterapia para prevenir cancer de seno y actia bajando las
concentraciones del glucoesfingolipido, permitiendo actuar al sistema

inmune para aliviar lesiones precancerosas (Lavie, 1997).



Inhibicion De La Hidrdlisis De Ceramida Por N-Oleiletanolamina

La generacidn de ceramida incluye la degradacion de la
esfingomielina catalizada por la esfingomielinasa (SMS) la cual rompe la
esfingomielina para dar ceramida y fosforilcolina (Figura 11). La hidrdlisis
de la esfingomielina estd considerada como la principal via para la
produccion de ceramida como transductor de senales que regulan la

muerte celular (Kolesnick, 1994).

OH o CH,

e s : oH * Phosphocholine

Figure 11. Sintesis de ceramida desde esfingomielina (Radin, 2003)

Al menos cinco subtipos diferentes de SMS han sido identificados
basdndose en su pH éptimo, localizacion subcelular y dependencia de
catfiones. (Marchesini y Hannun, 2004). Se han diferenciado en los
efectos de esfingomielinasa dcida (A-SMS) y esfingomielinasa neutra (N-
SMS), con respecto a la apoptosis (Liu, 1997). Ambas enzimas pueden ser
activadas por el receptor de 55 kDa del factor de necrosis fumoral, TNF,
asi como por ofros estimulos de esfrés como la radiacion (Andreu-

Abadie y Levade, 2002).



La A-SMS se ha implicado en la apoptosis por induccion de
radiacion en ratones con linfoma donde se demostrd la resistencia a la
apoptosis en linfocitos. Otros estudios implican a N-SMS como mediador
de apoptosis y que puede responder segun la linea celular y la
especificidad del tejido (Chmura, 1997b).

Trabajos previos han demostrado que la regulacion baja en la
produccion de ceramida después de la seleccion de células con N-
Oleoiletanolamina (OE) un inhibidor de ceramidasa, junto con la
estimulacion por radiacion resultd en resistencia al dano del ADN
induciendo apoptosis. Fueron expuestas células de WEHI 231 JM
presentes en linfoma de célula B en murinos con OE donde activd N-
SMS, induciendo la produccidon de ceramida y aumentaron en forma
infracelular las especies reactivas de oxigeno (ROS). También induce
permeabilidad mitocondrial, liberando citocromo C y apoptosis. Los
resultados demuestran que la regulacion baja en la actividad de N-SMS,
se asocia con la apoptosis, con un dano minimo inducido en el ADN.
Ademds, los datos sugieren que agentes que modifican los blancos
extracelulares responsables en la produccidon de ceramida seleccionan
células resistentes para la radiacion ionizante por apoptosis inducida a

través de alteraciones en funcién mitocondrial (Chmura, 2000).

La seleccion de células WEHI-231 con OE aumenta la ceramida
dependiendo de la dosis, la acumulacion de ceramida con DAG cinasa
ocurrid 12 h después de la exposicion de células a las concentraciones

de OE como se muestra en la figura 12
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Figura 12. Elincremento de masa de ceramida en células WEHI-

231 JM después de la exposicidon con OE (Chmura, 2000).

Para determinar los mecanismos potenciales por la seleccidon de
células WEHI-231 de JM con OE producen un fenotipo resistente a la
apoptosis, examinando si OE altera la actividad de SMS directamente.
OE aumenta la actividad N-SMS en extractos celulares WEHI-231 JM con
75 UM 394 % del control a 1 h. En confraste A-SMS se inhibié a 68%.
Usando exfractos celulares WEHI-231 en OE, el tratamiento activd la N-
SMS a un méximo de 191% del control y A-SMS se inhibid a un 86 % en 1
h. Estos resultados demostraron que OE aumenta la actividad de N-SMS
en WEHI-231 JM y se abroga con los extractos de WEHI-231 en células OE
(figura 13).
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Figura 13. Activacion de N-SMS (Chmura, 2000).

Los recientes estudios han demostrado que la transicion de la
permeabilidad mitocondrial (m) es un evento importante en la
apoptosis, induciendo la produccidn de ceramida y aumento en forma
infracelular de las especies reactivas oxigeno (ROS), esto ocurre por la
liberacion de citocromo C en el citoplasma y por la activacion de la
maquinaria apoptdtica. Los estimulos para inducir apoptosis, como dosis
toxicas de ceramida exdégena, inducen en (m) un blogueo por la

sobreexpresion de miembros de la familia de Bcl-2, Bcl-x.

MMP es una ceramida exdégena vy la produccion de ROS en
células WEHI-231 JM y EO, los datos representan una reduccién en la

permeabilidad mitocondrial, induciendo apoptosis.



Control De Ceramida En La Conversiéon De Esfingomielina
La ceramida normalmente se convierte en SM por transferencia

de fosfocolina de PtdCho, dejando DAG (Figura 14).
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Figura 14. Conversion de Ceramida en esfingomielina (Radin, 2003)

Una nueva clase de andlogos de fosfolipido anfiproliferativo
denominado, hexadecilfosfolina (HePC) (Figura 15). Un andlogo de
PtdCho que sirve como fdrmaco antineopldsico, puede retardar la
sintesis de SM a partir de Cer (Radin, 2003).
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Figura 15. Estructura quimica de HePC y HePS (Wieder, 1998)



En busca de blancos celulares de HePC, Hexadecilfosfoserina
(HePS), que inhiben la biosintesis de fosfatidilcolina (PC) en las lineas
celulares y se diferencia de otros andlogos de fosfolipidos como son:
Alguilfosfocolina, 1-O octadecil-2-O-metilglicero-3-fosfolina, y otros mds
en que no inhiben la proliferacion celular. Sin embargo, HePC produce
arresto celular, mediante una via metabdlica que se acopla a la
biosintesis de PC, donde HePC inhibid la incorporacion de [3H] colina y

[3H] serina de SM, aumentando la ceramida celular (figura 16).

El fadrmaco antineopldsico HePC, inhibe el crecimiento de
tumores y se ha usado actualmente para el fratamiento de metdastasis
cutdneas de carcinomas mamarios. Muchas investigaciones mostraron
que con 25 umol/l de HePC indujo apoptosis. Mencionado el
metabolismo en la columna del lipido que usa serina fue mostrando que
HePC disminuyd la incorporaciéon de serina en la SM por 35% vy
simultdneamente aumentd la incorporacién serina en la ceramida por
70%. La ceramida aumentd 53% en células fratadas con HePC
comparadas con los controles (figura 16). La apoptosis inducida se
bloqued con fumonisina B1, (inhibidor de sintesis de ceramida) (Wieder,
1998).
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Figura 16. El efecto citotdxico e induccion de apoptosis por
HePC (Wieder, 1998).



La habilidad de HePC de inducir apoptosis por la determinacion
de nucleosomas del citosol como resultado apoptdtico del dano del
ADN, se trataron células HaCaT con concentraciones no liticas de 7.5y
25 umol/l de HePC, aumentando los nucleosomas del citosol
aproximadamente en 240 y 450 % del control, respectivamente,
considerando que el HePS no indujo dano de ADN. La apoptosis en la
prueba de ELISA depende de la funcion de la membrana plasmdtica
infacta de las células, el aumento de nucleosomas del citosol
claramente se distingue de la apoptosis efectuada en HePC mostrando
un solo nivel de la célula marcada en la prueba de TUNEL (ver Fig. 17),
el control y el tratamiento de células HePS mostraron solo un marcado
débil y difuso con 1-2 % de la poblacion celular que es fluorescente
(apoptosis), considerando que el tratamiento de HaCaT con HePC 25
umol/l aumentd el nUmero significativo de florescencia (apoptosis) las

células a aproximadamente 26% de la poblacion celular (Wieder, 1998).
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Figura 17. La prueba de TUNEL en células HaCaT tratadas con HePC.
A) etanol al 0.1 % B) 25 umol/l de HePC
C) 0.1 % de sulfito de dimetil D) 25 umol/l de HePS (Wieder, 1998).



Los efectos antiproliferativos efectuados por HePC se ha
documentado en diferentes tumores y en diferentes lineas celulares,
incluyendo en keratocitos humanos. Sin embargo, ningun dato estaba
registrado en keratocitos humanos inmortalizados de la linea celular
HaCaT. HePC inhibe la proliferacion de células HaCaTl con una
concentracion inhibitoria de aproximadamente 3 umol/l, considerando
gue HePS no tenia este efecto y con una concentracion de 25 umol/l de
HePC la proliferacion celular casi fue blogueada completamente con

respecto al control (Wieder, 1998).

Los efectos anfiproliferativos de HePC eran por su habilidad de
inhibir la incorporacion de [metil-3] colina en PC, disminuyendo sering,
este efecto eleva ceramida y a su vez inhibid la SM en presencia de 7.5
y 25 umol/l de HePC para después inducir apoptosis. HePS produce un
efecto contrario a la apoptosis que es el de proliferacién celular el cual

fue tomado como control comparativo (ver Fig. 19) (Wieder, 1998).
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Elevacion De Ceramida Por Tetradecanoilforbol Acetato (TPA) Y
Radiacion (XRT)

Lineas celulares derivadas del cdncer de préstata humana se
consideran relativamente resistentes a la muerte cronoldgica inducida
por radiacion y apoptosis. En muchos estudios se investiga modular la
respuesta de células LNCaP (células cancerigenas de prostata), a la
terapia de radiacion (XRT) por pretratamiento con 12-O-
tetradecanoilforbolacetato (TPA), conocido como agente

apoptogénico en células LNCaP (Garzotto, 1999).

El mecanismo predominante por el cual la radiaciéon mata
células, es que existe dano al ADN por efecto a la radiacién induciendo
inestabilidad genética, mutaciones y aberraciones cromosdémicas
(Ward, 1994). Un mecanismo alternativo es la generacion de ceramida
mediada por SMS en la respuesta para enfatizar una via que involucra la
sintesis di novo de ceramida. Estos estudios demostraron en diferentes
células que la radiacidn puede activar ambos mecanismos para
generar ceramida en un solo tipo celular. La apoptosis inducida sugiere
que la resistencia de la radiacion probablemente es regulada por una
variedad de mecanismos cada uno de los cuales estdn asociados con

una via de muerte especifica (Royai, 1996).

La PKC, activada por TPA induce actividad de ceramida
sintetasa en células LNCaP. La generacion de ceramida es rdpida,
perceptible por 1 h. y progresiva para 12 h. Esto se siguid por un
formulario tardado de apoptosis que alcanzd los niveles maximos a 48 h.
Las investigaciones en el mecanismo de generacion de ceramida
inducida por TPA en forma dcida o neutra no reforzaron las actividades
de SMS. En contraste TPA indujo un aumento en la actividad se
ceramida sintetasa que persistid por lo menos 16 h. El tfratamiento con
Fumonicina B1, inhibidor competitivo natural de ceramida sintetasa

aparece ser requerida para la apoptosis de induccion por TPA en



células LNCaP. También se demostré que la activacion de ceramida

sintetasa requiere inducir radiacion en células LNCaP (Garzotto, 1998).

La radiacion en dosis de 10-20 Gy no indujo generacion de
ceramida ¢ apoptosis en células LNCaP debido a una falta de
contestacion apoptdtica, pero se mostrd que junto con TPA modula las
respuestas de células LNCaP, produciendo ceramida y apoptosis. La
figura 20 muestra la evidencia inicial de elevacion de ceramida. Las
células se trataron con 10 ng/ml de TPA llevando a la generacion de
ceramida por 3 h y apoptosis por 12 h. Existiendo una relacion de dosis-
respuesta para TPA sensibilizando las células a la apoptosis después de
la irradiacion. Los datos indicaron que TPA modula la resistencia de
células LNCaP a la irradiaciéon y a los efectos sinérgicos con la

combinacion (Kyprianou, 1997).
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Figura 20. TPA sensibiliza células LNCaP a los efectos de radiacion in
vifro. A y B (Garzotto, 1998).



LA XRT REFUERZA LA CERAMIDA SINTETASA POR ACTIVACION DE TPA

Estudios previos demostraron que la induccidn de generacion de
ceramida por TPA se midid por la via de activacion de la enzima

ceramida sintetasa (Haimovitz F, 1996).
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Figura 21. El efecto de inhibicién de ceramida sintetasa en la apoptosis
de células LNCaP tratadas con TPA, XRT o la combinacién de ambos
(Garzotto M, 1998).

En base a la generacion proapoptdtica de ceramida en la
respuesta de TPA y XRT se usd fumonisina BT como inhibidor competitivo
especifico de ceramida sintetasa. La Fig. 21 muestra que redujo la
induccién de apoptosis en la respuesta a TPA a 24 h de 28 a 11% vy la
respuesta de TPA/XRT de 42 a 20 %. Estos datos apoyan el efecto
sinérgico de TPA y XRT en la generacion de ceramida y apoptosis en
base a la regulacion de activacion de ceramida sintetasa en células
LNCaP (Garzotto, 1998).






CONCLUSION

El incremento de los niveles de la ceramida se asocia con la
induccién del arresto del crecimiento celular y la apoptosis. Estos
aumentos en ceramida se ven en respuesta a una variedad de
estimulos (TNF-qa, Interleucina-1, interferéon gama, Vitamina D3, etc.) y en
varias diferentes lineas celulares. La apoptosis puede ser inducida por
citosina, radiacion ionizante y por fdrmacos derivados de esfingolipidos.
Existen muchos agentes extracelulares que promueven la produccion
de ceramida por hidrdlisis de esfingomielina. La ceramida
potencialmente actia como un lipido fijador y puede estar implicado
como mediador importante para regular el ciclo celular y la apoptosis
que, dependiendo del contexto celular puede ser directo o indirecto

para controlar el cdncer.
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