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RESUMEN.

La apoptosis o0 muerte celular programada es el resultado de la
expresion de un programa enddgeno genético que resulta en la muerte
celular sin inducir una respuesta inflamatoria. Forma parte del proceso
normal del desarrollo embrionario en los organismos multicelulares y de
los tejidos de organismos maduros para asegurar su buen
funcionamiento. Su importancia clinica se debe a que la alteracion de
este mecanismo de suicido celular, ya sea por defecto o por exceso,
podria contribuir al desarrollo de entidades tales como el cancer, el
Alzheimer, la artritis reumatoidea o incluso la disfuncion organica
multiple. La apoptosis tiene una serie de caracteristicas morfoldgicas y
fisiologicas distintivas que la diferencian claramente de la forma mas
conocida de la muerte celular para los cirujanos, la necrosis. Se puede
identificar una célula apoptoética morfolégicamente por la presencia de
condensacion de cromatina nuclear, cuerpos apoptodticos y el
reconocimiento por parte del macréfago, de la célula apoptética
para ser fagocitada. El entendimiento de los mecanismos de regulacion
y de la biologia molecular de las enfermedades puede crear nuevas
alternativas terapéuticas en la resolucion de los procesos inflamatorios

sistémicos.



INTRODUCCION

El mecanismo de muerte celular programada o apoptosis paso
desapercibido hasta la década de los noventa, cuando se demostro
gue la alteracibn de este proceso podia contribuir al desarrollo de
enfermedades tan diversas como el cancer, la artritis reumatoidea, el

SIDAy el Alzheimer.

En la actualidad, la investigacidon inmunolégica y de biologia

molecular trata de evaluar el papel que juega la apoptosis en la

fisiopatologia del sindrome de disfuncién organica multiple (SDOM).

Apoptosis significa en griego clasico «caida de», comparable a la
manera natural como las hojas de los arboles o los pétalos de las flores
caen en otofo . Este mecanismo de muerte es una forma de suicidio
celular que se efectua a través de la expresion de un programa
enddégeno genético que resulta en la eliminacion de las células sin
evocar una respuesta inflamatoria importante. Fue identificada desde
1950 como el mecanismo del desarrollo embriolégico por el cual los
organismos multicelulares prescinden selectivamente de las células que
Nno son necesarias para adquirir su forma definitiva. De esta manera, la
lombrizredonda Caenorhabditis elegans elimina 131 células de sus 1.090
células iniciales en su estado hermafrodita para convertirse en un
organismo adulto; el renacuajo pierde su cola y el embribn humano
elimina las membranas interdigitales de sus manos para dar origen a

unos dedos normales.

Posteriormente en 1972, los patélogos John F. Kerr, Andrew H.
Wylie y Alastair R.Currie demostraron que la apoptosis no sélo ocurria
durante el desarrollo embrionario, sino que también se evidenciaba en
los organismos maduros durante su vida. Kerr y Searle comprobaron, que
todos los tumores malignos presentaban apoptosis espontanea lo mismo

qgue producian mitosis. El resultado de estas y posteriores investigaciones



han demostrado que la salud de los organismos multicelulares no sélo
depende de la capacidad de formacion celular sino también de la

posibilidad de prescindir de las células que son excesivas o superfluas.

DIFERENCIAS MORFOLOGICAS ENTRE LA APOPTOSIS Y LA NECROSIS

Las células de los organismos multicelulares pueden morir por dos
mecanismos diferentes: la apoptosis o la necrosis. A continuacion se

presentan las diferencias morfolégicas entre las dos entidades.

La apoptosis presenta una secuencia de cambios
ultraestructurales que la diferencian claramente de la necrosis. Una
célula apoptoética inicialmente se caracteriza por compactacion y
marginalizacion de la cromatina nuclear y condensacion del
citoplasma. Posteriormente, se produce una fragmentacion nuclear y
formacién de los cuerpos apoptdéticos, donde los organelos celulares

son empacados y preservados por la membrana celular (Figura 1).
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Figura 1.- Cambios morfolégicos de una célula que experimenta

apoptosis.



La célula es posteriormente fagocitada por los macréfagos sin
inducir una respuesta inflamatoria significativa. Caracteristicamente el
proceso de muerte celular por apoptosis, a diferencia de la necrosis,

requiere de la utilizacion de energia para su autodestruccion.

Una célula destinada a morir por necrosis, muestra por lo
contrario, edematizacion de todos sus compartimentos citoplasmaticos,
ruptura de membranas, liberacion de enzimas proteoliticas v,

finalmente, degeneracion celular.

El &ea de necrosis es reemplazada por tejido de granulacion y
eventualmente termina en la formacion de una cicatriz. La necrosis a
diferencia de la apoptosis va acompafada caracteristicamente por
una respuesta inflamatoria que induce la migracion de macrofagos y
neutréfilos. Aunque estos mediadores celulares contribuyen a la
resoluciéon del proceso inflamatorio, la liberaciéon por los neutréfilos de
sustancias enzimaticas y radicales libres en forma indiscriminada, puede

también lesionar el tejido normal subyacente.



METODOS DE EVALUACION DE LA APOPTOSIS.

Cuantitativamente las células apoptoticas han sido extensamente
estudiadas mediante la determinacion de sus cambios morfolégicos al
microscopio de luz y electréonico. Se puede identificar una célula
apoptdtica por la presencia de condensacion de cromatina nuclear y
de cuerpos apoptdticos. Desafortunadamente, aunque este método de
evaluacion es quizas el mas sencillo, tiene la desventaja de que no
provee informacidn cualitativa, es dispendioso y observador

dependiente.

En 1980, se demostr6 que los cambios morfoldégicos de suicidio
celular estaban asociados a la fragmentacion de la doble cadena
nuclear de DNA en las regiones de unidon de los nucleosomas. Los
fragmentos oligonucleosomales pueden ser evaluados por la
electroforesis del gel de agarosa, que presenta un patron caracteristico
en escalera. Por el contrario, la necrosis muestra un patréon de
degradacion del DNA al azar que se traduce en una mancha difusa en
el gel. El descubrimiento de un patrén distintivo de fragmentacion del
DNA permitié reconocer este proceso bioquimicamente y ofrecié un
punto inicial para el estudio de los mecanismos responsables de la

apoptosis ( Figura 2).
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Figura 2. Identificacidn de la célula apoptdsica.



El analisis de la apoptosis por el método de citometria de flujo, se
basa también en el reconocimiento de un patron distintivo de
fragmentacion en escalera del DNA de la célula apoptoética. Las
células normales se diferencian de las células apoptoéticas por la
concentracion del marcador celular que absorben. Una célula normal,
con DNA intacto, absorbe mayores concentraciones de marcador que
la célula apoptética cuyo DNA se encuentra fragmentado. La
citometria de flujo permite realizar rApidamente analisis cualitativos y
cuantitativos de diferentes grupos celulares. Es por lo tanto, uno de los
métodos mas utilizados por los investigadores. Generalmente, la
evaluacion de la apoptosis de diferentes lineas celulares, debe hacerse
utilizando por lo menos dos de estos sistemas de evaluacion para

asegurar la confiabilidad de los resultados (Figura 3).
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Figura 3. Andlisis por citometria de flujo de apoptosis.

MECANISMOS DE REGULACION DE LA APOPTOSIS.

El componente p55 del factor de necrosis tumoral a (FNT-a), la
interleucina 4 (IL4) y la molécula Fas, también conocida como
CD95/APO-1, son algunos de los mecanismos implicados en la induccion
de apoptosis. El Fas es un receptor de transmembranal tipo 1 de la

familia del factor de necrosis tumoral que se expresa constitutivamente



en una variedad de tipos celulares, incluyendo linfocitos, eosinoéfilos,
monocitos y neutréfilos. Cuando una célula es activada por un
antigeno, ésta produce la molécula Fas que a su vez expresa una
molécula de superficie celular conocida como Fas ligand (FasL). La
union del receptor de superficie celular Fas con un anticuerpo agonista
o por su molécula fisiolégica de unién, Fas ligand (FasL), se traduce en
una sefal que resulta en muerte celular programada (Figura 4). La
activacion del receptor de membrana Fas, activa a su vez las armas de
suicidio en el interior de la célula conocidas como las proteinas
enzimaticas “parecidas a la Interleukin-r1 converting enzyme (ICE-like)”

de la familia de las proteasas.
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Figura 4. Apoptosis espontanea de PMNs por Fas/FasL.

Algunos tejidos como el testiculo y el ojo, se defienden de la
respuesta autoinmune mediante lainduccion rapida de apoptosis en los
linfocitos activos que muestran en su superficie la molécula Fas,
expresando en sus células FasL. Este hecho podria ser utilizado
clinicamente para evitar el rechazo inmunoldgico en los transplantes de
6rganos mediante la induccidbn de expresion de la molécula de

superficie FasL, en los tejidos del donante del érgano.

Al contrario, la inhibicibn del mecanismo de muerte celular
apoptotico en los neutréfilos ha sido demostrada por el lipopolisacarido
bacteriano (LPS) y las citocinas derivadas del huésped: el factor
estimulador de crecimiento de colonias de granulocitos, la interleucina 8

(IL-8), la interleucina 1b (I-1b) y el interferobn gama. Tentativamente en



entidades que presentan cambios en la concentracion de citocinas,
como el sindrome de disfuncién organica multiple, se podria modificar

|a tasa de suicidio celular.

No todas las células son igualmente susceptibles a morir por
apoptosis. Las células del sistema hematopoyético y de la epidermis son
rapidamente reemplazadas mientras que las neuronas y las células
miocardicas son mas resistentes a este mecanismo. Se evitan asi los
efectos deletéreos de la desaparicion de células no reemplazables en
organos vitales como el sistema nervioso central o el corazén. Por ara
parte, la sensibilidad de los linfocitos a la apoptosis podria explicarse
desde el punto de vista teleoldégico ya que seria muy riesgoso la
expansion de células con mutaciones que  pudiesen volverse
autorreactivas al huésped. A nivel molecular, la modulaciéon de la
susceptibiidad de los diferentes grupos celulares a la apoptosis esta
definida por un grupo de proteinas Bcl-2, Bax y Bad, que bloquean o

inducen respectivamente este suicidio celular.

El conocimiento de los factores reguladores de la muerte celular
programada permite establecer los mediadores que determinan la
muerte celular en condiciones normales, y también puede modular

farmacolégicamente la respuesta inmunolégica e inflamatoria.

En la actualidad se conocen de manera general dos formas de muerte
celular: la necrosis y la apoptosis. La necrosis fue descrita en 1858 por
Virchow, y puede ser definida como un fendmeno degenerativo
producido por dafo repentino y severo. Dentro de los factores
desencadenantes pueden citarse la isquemia, | hipertermia o hipotermia
severa, el trauma fisico o quimico, asi como altas concentraciones de
agentes toxicos. Las células que mueren por necrosis presentan
caracteristicas morfoldégicas y bioquimicas distintivas: los cambios
tempranos incluyen aumento del volumen celular, de la ruptura de la

membrana plasmatica vy liberacion del contenido al microambiente, lo



que desencadena un proceso inflamatorio que dafa a las células en la
vecindad. La liberacion de hidrolasas acidas de los lisosomas acelera la
desintegr acidon celular en la fase tardia de la necrosis. La cromatina se
condensa de manera irregular en el nacleo y se degrada en sitios al
azar [1]. La apoptosis en cambio, se define como un forma de deceso
celular caracterizada por la ejecucion de un programa de muerte que
tienen todas las células, y que esta codificado genéticamente. Las
primeras descripciones sobre este fendmeno las realizo Wiliam
Councilman en 1890, quien sefiala la presencia de cuerpos acidoéfilos
vacuolados en higado de paciente de fiebre amarilla. Mas tarde Robert
Schroder en 1914 describe la presencia de particulas con cromatina
picndtica en las glandulas endometriales dos o tres dias antes del inicio

de la menstruacion.

Es hasta 1965 que se hace la descripcion detallada de esta nueva
forma de muerte celular y se sientan las bases para el estudio formal de
este fendmeno. En el trabajo original estos investigadores describen los
cambios histolégicos que presentan las células de higado de roedores
después de ligar la vena porta. El area mas cercana a este vaso mostro
células necrdticas, mientras en la periferia las células presentaban otra
morfologia: las células estaban encogidas, la cromatina estaba
fuertemente condensada y sus organelos permanecian intactos [2]. Son
estos mismos investigadores los que en 1972 acufan el término de
apoptosis que sustituyo al de necrosis por encogimiento, hasta entonces
utilizado. La palabra apoptosis se deriva del griego apo que significa
separacion o derivacion y ptosis, caida. Es un término que se utilizaba en
| antigua Grecia para describir la caida de los pétalos de las flores y la
caida otonal de las hojas de los arboles [2]. Este término resalta el
caracter fisioldgico de la apoptosis, ya que implica que para que un
organismo funcione adecuadamente, no solo debe tener la capacidad
de producir nuevas células, sino también la habilidad de eliminar las que

ya no son capaces de cumplir con la funcién que tienen asignada.



Desarrollo

La apoptosis es un proceso innato y evolutivamente conservado, en el
cual las células se desensamblan y degrada su propia estructura y
componentes de manera coordinada y caracteristica [4]. El proceso
apoptotico puede ser dividido en tres etapas: la pimera fase es la de
iniciacion, en la cual la célula recibe el estimulo que la conduce a la
muerte, en la segunda o0 ejecucion se dan la mayor parte de los
cambios morfolégicos y bioquimicos caracteristicos de la apoptosis y
por ultimo, en la tercera o de eliminaciéon , los restos celulares son

degradados por macréfagos y células adyacentes [4]

1.-FASE DE INICIACION

La muerte apoptdtica puede ser desencadenada por diferentes
seflales intra o extracelulares. Las primeras son, en muchos casos
originadas por estrés bioldgico, el cual provoca la liberacion de
citocromo c de la mitocondria( via intrinseca), mientras que algunas
sefales extracelulares desencadenan el proceso apoptético al unirse a
su ligando presente en la membrana plasmatica de la célula blanco (
viaintrinseca) [4] La naturaleza de los inductores pueden ser fisioldgica (
hormonas, citocinas), biolégica (bacterias, virus, parasitos), o
fisica(radiaciones), quimica (farmacos), pudiendo un mismo estimulo
genera efectos diferentes y hasta opuestos en distintos tipos celulares, e
incluso en células del mismo tipo pero que se encuentren en diferente

etapa de desarrollo [5].

2.- FASE DE EJECUCION

La célula que ha recibido una sefial que se le induce apoptosis,

pierde contacto con las células vecinas y el citoplasma se contrae

provocando una disminucidn en el tamafo celular. Los organelos



citoplasméaticos permanecen intactos, sin embargo, en la mitocondria
se dan cambios como la reduccién del potencial transmembranal, el
desacoplamiento de la cadena de transporte de electrones para la
sintesis de ATP y el incremento en la generacidon de especies reactivas
del oxigeno [6]. En etapas posteriores, la cromatina se condensa
manteniéndose alrededor de la envoltura nuclear y se fragmenta.
Finalmente la célula apoptdtica genera un numero variable de
vesiculas de diferentes tamarfos rodeados de membrana plasmatica
integra, contiene parte de la cromatina y de los organelos celulares.
Estas vesiculas se conocen como cuerpos apoptoéticos. A nivel
bioquimico, cuando un inductor de apoptosis llega a su célula blanco,
avanza a través de ella gracias a intermediarios que dirigen dicha sefal
hacia la maquinaria enzimatica responsable de los cambios que
presenta la célula durante la apoptosis. Esta maquinaria basica la
constituyen principalmente las caspasas [7,8]. Existen descritas 14
caspasas diferentes en mamiferos, de las cuales 12 se han descrito ya en
humanos. Tanto la apoptosis inducida por union del receptor con su
ligando (via intrinseca), como la desencadenada por la liberacion del
citocromo c al citoplasma ( via intrinseca), provoca la activacion de
estas enzimas. La o las caspasas que se activan durante la muerte
apoptoética, dependen del estimulo, pudiendo convergir en las
caspasas que intervienen al final de la cascada de sefalizacion [4]. Las
caspasas constituyen una familia de proteasas de cisterna que
muestran entre si similitud en la secuencia de aminoacidos, en
estructura y en especificidad: sus sustratos deben contener una
molécula de acido aspartico y requieren del reconocimiento de al
menos otros cuatro aminoacidos en sitio de ruptura. Ademas de
especifica, la ruptura es muy eficiente lo cual concuerda con lo
observado durante la apoptosis en el sentido de que no hay digestidon
indiscriminada de proteinas, sino ruptura coordinada y dirigida. De
hecho algunas caspasas pueden ser sustratos de otras, asi como de si

mismas via auto procesamiento. Las caspasa son sintetizadas como



zimdgenos, por lo que requieren de un procesamiento proteoltico para
volverse activas [7] Los precursores de las caspasas estan
constitutivamente expresadas en las células vivas y su actividad esta
regulada por un combinacidon de proteasas regulatorias, cofactores,
umbrales y mecanismos de retroalimentacion [7].

En su forma nativa las caspasas constan de tres dominios: un
predominio Nterminal, un dominio que genera una subunidad grande
(p20) y un dominio que da lugar a una subunidad enzimatica pequefna
(p10). La enzima madura es un heterodimero que contiene dos
heterodimeros p20/p10, por lo que la forma activa cuenta con dos sitios
activos independientes. Dentro de las funciones de las caspasas
destacan la inactivacion de proteinas que normalmente protegen a la
célula de la muerte apoptédtica, de aquellas involucradas en la
reparacion de DNA y de las encargadas de la organizacion del
citoesqueleto; participan en la destruccion de la lamina nuclear, en la
activacion de CAD (caspase activated Dnase)[9], e inducen a la célula
a expresar sefiales que las marcan para ser fagocitadas. Uno de los
eventos moleculares que han sido tomados como sello caracteristico
del fendbmeno apoptodtico es la fragmentacion del DNA por una
nucleasa de 40 kilodaltones conocida como CAD. El material genético
es roto inicialmente en pedazos de 50 a 300 kilobates y posteriormente
en pequenos fragmentos de 180 a 200 pares de bases y multiplos de
ellos que son los que por corrimiento electroforético generan lo que se
conocen como “patron escalera”.

Como ya se menciono, las caspasas que participan durante la
muerte apoptodtica y su secuencia de activacion dependen del
inductor. Se han descrito de manera general dos cascadas o vias de
induccion de apoptosis, las cuales pueden unirse en un componente
comun, la caspasa [4].

La via extrinseca puede ejemplificarse con la sefial pro-
apoptotica que se desencadena por la unién de Fas con su ligando. Fas

L (CD95L) es trimero que al unirse con Fas (CD95 o APO-1) induce



latrimerizacibn de este. Esta unidn provoca el reclutamiento del
complejo DISC (death inducing sinnaling complex) al dominio
citoplasmatico de Fas. DISc contiene proteinas adaptadoras que
permiten a unidon de la pro-caspasa 8 favoreciendo su autoactivacion;
la caspasa8 puede entonces activar a las casapasas 3, 6 y 7, [4,5].
Ademas de lo antes citado, la caspasa 8 puede activar a Bid ((miembro
pro-apoptético de la familia Bcl-2 ) y esta inducir la liberacion del
citocromo C y Apaf-1 (apoptotic protease activating factor 1) de la
mitocondria para formar el apoptosoma y activar también la via
intrinseca [5].

La via intrinseca o mitocondrial se activa por estrés, y otras sefi ales
que provocan la traslocacidon a la mitocondria de miembros pro-
apoptdticos de la familia Bcl2 como BAx. Lo anterior provoca la
liberacion del citocromo C al citosol, lo aal se acompafa de perdida
del potencial de membrana mitocondrial y desestabilizacion de la
membrana externa de la mitocondria. En el citosol, el citocromo C se
une a Apaf-1y una vez unido y en presencia de dATP o ATP se forma el
complejo conocido como apoptosoma, el cual recluta y activa a lapro-
caspasa 9, la cual puede a su vez activar a las caspasas 3,6y 7.

Las caspasas 3,6 y 7 son las responsables de los cambios
morfoldgicos y bioquimicos que ocurren en las células apoptdticas ya
gue entre sus sustratos se encuentran proteinas del citoesqueleto, de la
membrana nuclear y las encargadas de la reparacion del DNA entre

otras [9].

3.- FASE DE ELIMINACION

Aunque la muerte celular ocurre de manera constante en un
organismo, las células que estdn muriendo por apoptosis son rara vez
vistas in situ debido a que son rapida y eficientemente removidas por

células fagocitadas [1]. Este hecho diferencia a la apoptosis de la



necrosis, ya que en esta ultima, hay liberacibn de contenido
citoplasmatico, lo que desencadena un proceso inflamatorio [2].

Los responsables de retirar la mayoria de las células apoptoéticas
son los fagotitos profesionales, pero existen evidencias de que fagotitos
no profesionales, como las células dendriticas, epiteliales y fibroblastos
también participan en la remocion de células apoptoticas.

Son varios los mecanismos de reconocimiento de las células que
involucra varios receptores, que pueden funcionar aislados, smultanea
0 secuencialmente. La existencia de mas de un mecanismo de
reconocimiento asegura la remocion eficiente de células apoptoticas,
disminuyendo la posibiidad de que estas células liberen su contenido
citoplasméatico y causen dafio. Es posible que sea el estimulo que
provoco la muerte de la célula, el linaje de la célula apoptética y la
naturaleza del fagocito involucrado, lo que pueda regular el o los
mecanismos utilizados para remover a las células apoptéticas. Un
requerimiento esencial para que las células apoptdticas sean
reconocidas y fagocitadas es la expresion de un ligando adecuado es
su superficie celular y su contraparte en el fagocito. Se ha observado
gue varias moléculas de superficie en las células fagociticas median el
reconocimiento y la internalizacion de las células apoptdticas. Entre
ellas se pueden citar algunas lectinas, integrinas, receptores
“scavenger”’, ABC transportadores, CD14 y receptores del
complemento. En algunos casos la presencia o ausencia de estas
moléculas dependen del origen del fagocito, de su distribucion
anatdmica y de su estado de activacion. Uno de los mecanismos de
reconocimiento mas ampliamente estudiado y que al parecer es una
seflal que siempre esta presente en los linfocitos apoptoéticos, es la
perdida de la asimetria de la membrana celular, la cual tiene como
consecuencia la exposicion en la membrana externa de moléculas de
fosfatidilserina(FS), que de manera normal estan restringidas a la parte
interna. Se ha propuesto que la exposicion de la FS es una sefal

suficiente para inducir la fagocitosis de las células que la expresan.



Como ya se menciono, una de las caracteristicas de la apoptosis
gue la diferencian de la necrosis, es que la primera no induce una
respuesta inflamatoria, o cual al parecer no es solo como consecuencia
de que la célula se removida rapidamente sin liberar su contenido
citoplasmatico, sino que también es debido a que la misma célula
apoptotica induce en el fagocito la sintesis y secrecion de moléculas
antiinflamatorias. Lo anterior es de gran importancia ya que se ha visto
gue la fagocitosis de células apoptéticas puede actuar como un

inmunomodulador.



REGULACION DE LA APOPTOSIS

Las células reciben constantemente sefiales de vida y de muerte y es
el contexto celular el que determina el resultado final. De manera
normal, las células tienen en su interior la maquinaria enzimatica
necesaria para ejecutar el programa apoptoético. Se ha considerado la
posibilidad de que la sefial apoptdtica induce la muerte celular a través
de la degradacion de proteinas anti-apoptoticas que estan regulando
la vida de las células. Se han descrito varias moléculas que participan
en esta regulacion, y de acuerdo a su estructura se pueden agrupar en
familias. Entre las mas importantes se pueden citar a las IAPS, a las
proteinas miembro de la familia de Bcl2 y a las FLIP. (FLICE (Caspasa 8)

inhibitory proteins).

a) Familia 1AP. El primer nivel de regulacion de las caspasas
comprende el control de la activacion de las pro-caspasas
mientras que el segundo nivel involucra la inhibicién directa de las
caspasas activas. Este Udltimo objetivo es realizado por las
proteinas de esta familia; entre los miembros destacan XIAP, c-IAP
y c-IAP2, las cuales tienen como funcidén inhibir a varias caspasas
(caspasa 3, 7 y 9) al unirse a ellas directamente y bloqueando su
actividad. A su vez las IAPs estan reguladas. La proteina Smac
(second mitochondrial activator of caspases) en humanos y
DIABLO (direct IAP binding protein with low pl) en ratones, son
liberadas de la mitocondria junto con el citocromo C en respuesta
a un estimulo apoptoético. Al salir al citosol se une a las IAPs
liberando a las caspasas de la union con estas moléculas, por lo
qgue Smac/DIABLO es una molécula pro-apoptoética al ser un
regulador negativo delas IAP

b) FamiliaBcl-2. los miembros de esta familia de moléculas participan
regulando la apoptosis al controlar la permeabilidad mitocondrial

y la liberacion del citocromo C. dentro de los miembros de esta



familia se encuentran moléculas pro y anti-apoptdéticas. Las
proteinas anti-apoptoticas (Bcl-2 y Bckx.) se encuentran en la
membrana externa inhibiendo la liberacidon del citocromo C,
mientras que los miembros pro-apoptoticos (Bad, BID, Bax y Bim)
residen en el citosol y se translocan a la mitocondria después de
recibida la sefial de muerte donde promueven la liberacion del
citocromo C.

Familia FLIP, v-FLIP Y c-FLIP inhiben la apoptosis inducida por los
receptores Fas y TNFR1 entre otros. Debido a la homologia que
presenta FLIP con la caspasa 8, interfiere con la activacion de
esta a nivel del DISC al unirse al complejo Fas 8 y con ello su
procesamiento. Por lo anterior, participan en el control de la

muerte celular inducida por activacion.



Ceramidas en la apoptosis:

Aunqgue los primeros esfingolipidos se aislaron y caracterizaron
hacia el final del siglo XVIIl, se consideraron por mucho tiempo como
componentes estructurales e inertes de las membranas celulares. La
propia ceramida es un esfingolipido de la membrana compuesto por
una esfingosina (18 carbonos) N-acilada (14 a 26 carbonos) (Fig. 1). Los
carbonos 1 a 5 del esqueleto de la esfingosina son biolégicamente
importantes y consisten de grupos hidroxilo en C1 y C3, un enlace doble
trans une C4 y C5 y un grupo amida que sirve como la union del acido
graso en C2. En general, la porcion de acido graso de la ceramida esta
altamente saturada aunque existen formas monoinsaturadas,
particularmente en las especies de acidos grasos de cadena muy larga.

La observacion de que la hidrélisis temprana de esfingomielina
(SM) para generar ceramida en las células de la leucemia humana HL-
60 en respuesta a la accion de la la, 25-dihidroxivitamina D3 llevaron a
la proposicion de que el metabolismo del esfingolipido se regula en
respuesta a agentes extracelulares [11]. De hecho, estudios
subsecuentes identificaron una variedad de citocinas e inductores de
estrés como TNFa, ginterferon e interleucina-1, los cuales indujeron la
hidroélisis de SM. Estudios adicionales mostraron que el tratamiento con
analogos exdgenos de ceramida, permeables para la célula, y la
esfingomielinasa bacteriana exdgena reprodujeron muchos de los
efectos biologicos de estos agentes, sugiriendo un papel para la
ceramida generada en mediar y regular las respuestas celulares.
Estudios subsecuentes revelaron que el uso de ceramida se acompafo
por citotoxicidad significante y que estos efectos fueron muy especificos
para ceramida, de manera que moléculas estrechamente relacionadas
como la dihidroceramida (que carece del doble enlace trans 4-5) no
posee tal una actividad. Ademas, los estudios de fragmentacion del

DNA revelaron que la muerte inducida por ceramida tenia todas las



caracteristicas de la muerte celular programada [12]. Asi, la ceramida
se propuso como un regulador importante de la apoptosis.

A la fecha mas de 4 000 articulos se han publicado relacionados a
la ceramida y la apoptosis, y los resultados de estos estudios estan
empezando a descubrir un cuadro global en el cual muchos inductores
de la apoptosis como TNFa, el ligando Fas, agentes quimioterapéuticos,
y la isquemia por reperfusion regulan uno o mas de las enzimas del
metabolismo de la ceramida, o que lleva a la acumulacion de
ceramida. A su vez, ceramida regula muchos efectores intracelulares
claves incluyendo fosfatasas, proteasas y cinasas que median la accion

de la ceramida en el programa apoptético.



2. Regulacion del metabolismo de la ceramida.

Las actividades de las enzimas que sintetizan y catabolizan
ceramida controlan la regulacion de los niveles de ceramida (Fig. 1).
SOlo ciertos miembros se han clonado y caracterizado, y nosotros
tenemos una limitada visibn de la regulaciéon de unas pocas enzimas
metabdlicas. A pesar de esto, creciente evidencia claramente
demuestra que existen mdltiples rutas de generaciéon y remocion de
ceramida, y que estas rutas responden a una variedad de estimulos
celulares. Ademas, algunos de los productos generados tienen

acciones biolégicas, a menudo con propiedades opuestas.

2.1. Esfingomielinasas.
Los esfingomielinasas son las enzimas mas ampliamente

estudiadas en el metabolismo de los esfingolipidos. Actualmente, se han
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Figura 1.- Vias metabdlicas de la ceramida.
cinco enzimas distintas con base en su pH 6ptimo, localizacién celular y

dependencia de cationes. La esfingomielinasa neutra independiente



de Mg@g?* asociada a la membrana (N-SMasa) y la esfingomielinasa
lisosomal de pH 6ptimo acido (Un-SMasa) han sido las mejor estudiadas
para sus papeles en la generacion de ceramida.

Un aumento en la actividad de N-SMasa, una disminucion
correspondiente en SM, y se ha demostrado un aumento en ceramida
en la respuesta a TNFa, ligando Fas, l1la, 25-dihidroxivitamina D3,
interferdn g, agentes quimioterapéuticos, estrés por calor, isquemia por
reperfusion e interleucina-1 [13, 14]. El factor asociado con la activacion
de N-SMasa (FAN) se identificé recientemente como una proteina
adaptadora que se asocia con el dominio intracelular del receptor de
TNF, y que actua rio arriba de NSMasa [15]. Ademas, se ha mostrado
que la disminucion de acido araquidénico y del glutation activan esta
enzima [16]. Recientemente, se mostré que la activacion de cPLA:z se
requiere a su vez para la disminucidn de GSH en respuesta a TNFa,
organizando asi una via desde TNF a cPLA: a la disminucion de GSH a la
activacion de NSMasa [17]. No se conoce exactamente como el
cambio en el estado redox se acopla a las N-Smasas.

Fibroblastos Niemann-Pick deficientes en A-SMasa son resistentes a
la radiacion g sobre todo en las células endoteliales, sugiriendo que esta
ruta enzimatica de generacion de ceramida es responsable de mediar
la respuesta de estrés de estos estimulos. Todavia no se conoce cOmo

esta enzima se activa en respuesta a los agonistas [18].

2.2. La via de sintesis de novo.

La via de sintesis de novo de ceramida ha surgido como sensible a
la estimulacion por agonistas [19], y con la ceramida generada por esta
via es capaz de ejercer sus acciones biolégicas. La condensacion de
serina y palmitoil CoA por la enzima serina palmitoiltransferasa (SPT)
inicia la via y genera cetosfinganina que enseguida es reducida, N-
acilada, y desaturada por la adiciéon del doble enlace 45 trans en una
serie de pasos enzimaticos, llevando a la generacion de ceramida (Fig.

1). SPT es la enzima inicial y que limita la velocidad de la via [20].



Adicionalmente, dos estudios mostraron Vmax aumentada de sintasa
de dihidroceramida por aproximadamente 70% en respuesta a 6 h de
daunorubicina 10 nM . Como la adicion de dihidroceramida por si
misma no induce apoptosis, esto también puede sugerir la necesidad
de que la desaturasa sea activada para que la generacion de
ceramida ocurra en respuesta a los agonistas.

La via de novo se activa en respuesta a TNF y los agentes
qguimioterapéuticos, produciendo apoptosis como se observa por la
morfologia nuclear y fragmentacion de DNA [21]. De hecho, la via de
novo de formacion de ceramida puede ser el mecanismo por el cual
varios agentes quimioterapéuticos inducen apoptosis. CPT-11, un
derivado de camptotecina, hexadecilfosfocolina, daunorubicina vy
etopodsido todos activan la producciéon de ceramida de novo. La
produccién de ceramida de novo también se activa por la palmitoil
CoA libre, y se ha propuesto que ésto juega un papel mediando
complicaciones de la diabetes y la obesidad que son originados por los
niveles aumentados de acidos grasos libres [22].

Tres areas de recientes descubrimientos resaltan la importancia de
la via de sintesis de novo. Primero, en la alteracion causal en el
desorden dominante autosémico conocido como neuropatia sensorial
hereditaria (NSH) se encontraron ciertas mutaciones sin sentido en SPT,
gue resultan en actividad aumentada. Se propuso que aumentos
subsecuentes en la sintesis de ceramida activan la apoptosis en
neuronas sensoriales periféricas que producen la degeneracion
progresiva de ganglios de la raiz dorsal y neuronas motoras encontrada
en estos pacientes [23]. Segundo, los genes de la levadura Lagl y Lacl,
caracterizados como los genes que aseguran la longevidad, son
necesarios para la sintesis de ceramida dependiente de C26-CoA en la
levadura. Mutantes por deleciéon LaglD o LaclD resultan en un
pronunciado (~50%) aumento en la vida media y lapso maximo de vida,
carecen de la capacidad para sintetizar ceramidas de cadena muy

larga a partir de bases esfingoides precursoras, y tienen comprometido



severamente la remodelacion de lipidos de proteinas ancladas por GPI
[24]. Tercero, la micotoxina fumonisina B1, un conocido inhibidor de la
(dihidro)ceramida sintasa, se usa para inhibir eficazmente la via de
novo [25]. Fumonisina B1 no s6lo bloquea la formacidn de ceramida en
respuesta al acido retinoico, TNF, daunorubicina, etopdsido,
angiotensina Il y anti-lgM en diversos tipos celulares, sino también
atenla la respuesta apoptoética inducida por estos agentes, lo que
hace pensar en un papel critico para que esta via regule la apoptosis
[26].

2.3. La sintasa de esfingomielina (SMS).

SMS reduce el nivel de ceramida sintetizando SM via la
transferencia del grupo fosforilcolina desde fosfatidilcolina a la
ceramida, lo que resulta en la formacion de diacilglicerol y SM.
Recientemente, se observé que células transformadas con SV40
poseyeron un aumento de 3 veces en la actividad de sintasa de SM asi
como una ventaja de supervivencia [27]. Ademas, la activacion de NF-
kB en respuesta a ceramida requirid6 metabolismo por SMS, sugiriendo
un papel para el diacilglicerol (DAG) en mediar algunos de los efectos

de ceramida [28].

2.4. Ceramidasas

Las ceramidasas (CDasas) fragmentan la ceramida en el enlace
amida produciendo esfingosina y un acido graso libre. A la fecha se
han descrito tres tipos de CDasas y se clasifican segun el pH 6ptimo
como acida, neutra o alcalina. La CDasa acida fue recientemente
sobreexpresada en células L929, resultando en proteccion de la muerte
celular inducida por TNF [29]. La CDasa alcalina se sugiri6 como
responsable para la esfingosina aumentada y niveles reducidos de
ceramida observados en respuesta al factor de crecimiento derivado

de plaguetas (PDGF) en las células mesangiales [30]. Recientemente se



han identificado dos CDasas alcalinas en la levadura que tienen
homodlogas humanas [31].

También recientemente, se purificaron las actividades de CDasa
neutra y se clonaron en varias especies y se encontr6 que poseen
actividades en un amplio intervalo de pH neutro/alcalino[32].
Interesantemente, se mostré que la CDasa neutra se estimula en
respuesta a PDGF, TNFa, e IL-1b [33]. En células mesangiales renales se
observdé que mientras el 6xido nitrico (NO) y el TNFa estimulan las SMasa
acida y neutra, NO inhibié y TNF activaron las correspondientes CDasas
acida y neutra. La subsecuente acumulaciéon de ceramida y apoptosis
sOlo ocurrieron en las células estimuladas con NO a menos que las
células estimuladas con TNF también se trataran con inhibidores de
CDasa [34]. Asi, las CDasas son enzimas reguladas que pueden influir en

los niveles de ceramida asi como de esfingosina y esfingosina-1-fosfato.

2.5. La sintasa de glucosilceramida (GCS).

GCS cataliza el primer paso en la sintesis del glicoesfingolipido,
proveyendo asi otra ruta mayor de disminucidn de ceramida. Se mostré
recientemente que GCS potencia la resistencia celular a la apoptosis
inducido por TNF por metabolizar la ceramida y con ello retirarla [35].
También se demostré un papel méas amplio en la multirresistencia a
farmacos [36], resaltando de nuevo la importancia del metabolismo de
la ceramida. Interesantemente, aunque la actividad de GCS puede
proteger a las células de la apoptosis mediado por ceramida, puede
generarse especificamente el gangliésido GD3, un producto posterior
de esta via metabdlica, por el tratamiento con ceramida y puede estar
inmplicado en la perturbacion del potencial de la membrana
mitocondrial [37].

Esta compleja red metabdlica ilustra como los mecanismos
multiples funcionan para generar y/o retirar la ceramida. Los estudios
indican que agonistas como TNFa no sélo pueden actuar en vias que

generan ceramida, sino también en aquéllas que la quitan. Esto puede



ser un determinante clave del resultado biolégico. El andlisis cuidadoso
de las actividades enzimaticas revela que en respuesta a algunos
agonistas, ocurren cambios mdltiples en enzimas diferentes en
momentos diferentes y en localizaciones diferentes. El resultado es un
aumento multifasico en los niveles de la ceramida intracelular y los
metabolitos de la ceramida [38]. En algunos casos se ha mostrado que
concentraciones diferentes del mismo agonista activan
diferencialmente las enzimas metabdlicas que resultan en una
acumulacion diferencial de lipidos y respuesta biolégica [33]. En otros
casos, estos efectos pueden ser especificos del tipo celular. Por ejemplo,
aunque TNFa activa SMasas, un reciente estudio en células HUVEC
también mostré activacion de la cinasa de esfingosina y acumulacion
de esfingosina-1-fosfato ser responsables de la expresion aumentada de
moléculas de adherencia observada en respuesta a TNF en estas
células [39]. Asi el resultado bioldgico neto no depende solamente de
la presencia de SMasa o de la activacion de novo, por ejemplo, sino
también de las actividades relativas de otras enzimas que metabolizan
ceramida. Ademas, el resultado biolégico neto también puede
depender de las alteraciones relativas en otro lipidos bioactivos
importantes enlazados metabdlicamente como DAG y esfingosina-1-
fosfato que se oponen a las acciones de ceramida [40].
Adicionalmente, como la ceramida es un lipido restringido a las
membranas biologicas, y las enzimas importantes de su metabolismo
estan restringidas topoldégicamente, puede ser que el resultado efector
neto dependa de la localizacion subcelular de la ceramida y otro
lipidos bioactivos relacionados con respecto a la presencia de proteinas

efectoras relevantes.



3. La topologia de la generacion de la ceramida y su accion.

Un figura topolégica muy interesante estad surgiendo de los
estudios de las vias metabdlicas de ceramida asi como de estudios de
la localizaciobn de proteinas y lipidos relacionados. La Tabla 1
proporciona los datos de lo que se conoce sobre la localizacién de
enzimas importantes del metabolismo de ceramida. La sintesis de novo
de ceramida empieza en el reticulo endoplasmico y continta en el
Golgi donde la GCS y SMS parecen estar localizadas. Aunque la A
SMasa se localiza en los lisosomas, también se ha observado en las
caveolas y/o balsas de lipidos, que son microdominios de la membrana
plasmatica que son ricos en SM. Se piensa que isoformas de la N-SMasa
pueden localizarse en la membrana plasmatica, Golgi, mitocondria y
nucleos pero ésto no se documenta bien todavia. Los isoformas de
CDasa individuales exhiben localizacion subcelular distinta. Una CDasa
alcalina se ha encontrado en el Golgi/ER [31], una CDasa acida en
lisosomas [32] y membranas ligeras enriquecidas con caveolinas [63], y
una CDasa neutra/alcalina no lisosomal en la mitocondria .

La localizacién de los lipidos también se ha intentado usando las
técnicas de fraccionamiento celular, pero esto generalmente se
interpreta con cautela, ya que es probable que ocurra hidrélisis de los
lipidos con los procedimientos de fraccionamiento. Los datos, sin
embargo, revelan el modelo siguiente: SM se observa en las hojas
internas 'y exteriores de la membrana plasmatica (pero
predominantemente en la hoja exterior), Golgi, vesiculas endociticas y
lisosomas. En general, los niveles de SM son bajos en las membranas
nucleares y RE y aumentan en el mitocondria, Golgi y membrana
plasmatica con el nivel mas alto en la membrana plasmatica.

Otro meétodo para localizar los lipidos involucra el marcado
fluorescente seguido por la microscopia confocal de lapso de tiempo.
Basado en estos datos, la ceramida se asocia con la regidn perinuclear,
RE y mitocondria, pero entonces rapidamente aumenta en el Golgi

dénde se metaboliza en glucosilceramida y SM Notablemente, un



anticuerpo para ceramida se ha generado recientemente ofreciendo el
potencial de que la localizacion inmunocitoquimica que usa los
anticuerpos especificos para lipidos puede mejorar estudios como éstos
gue son complicados por el rapido aclaramiento metabdlico de lipidos
agregados exdgenamente [41].

La relevancia fisiol6gica de la topologia de la generacion de
ceramida se ha sugerido durante algun tiempo. Los primeros informes
mostraron que la ceramida exdgena asi como la expresion enddégena
de N-SMasa indujeron la apoptosis mientras tratamientos similares con
SMasas exdgenas no lo hicieron. Interesantemente, la topologia
diferencial para la ceramida generada por N-SMasa vs. la ceramida de
novo fue mostrada especificamente tener importancia en un estudio
gue involucra la atenuacidon por GCS sobreexpresada [42]. En este
estudio la acumulacién de ceramida inducida por la via de novo o a
través de la adicion de ceramida exdgena se convirtié eficientemente
en glucosilceramida mientras que la acumulacion de ceramida
inducida por tratamiento con SMasa exdgena o agonistas tales como
los Fas, el etopésido y radiacion g, que llevé a hidrélisis de SM, no fue
convertida eficientemente.

Actualmente hay datos que sugieren un posible papel para varias
localizaciones topoldgicas de la generacion de ceramida. Debido al
numero grande de cambios nucleares asociados con la apoptosis, se
ha investigado un papel para la ceramida nuclear. Un grupo comparo
el tratamiento con radiacion en los ndcleos fraccionados contra los
citoplastos y los lisados libres de nucleo y encontraron aumentos
especificos en la ceramida derivado de SMasa nuclear. Estos resultados
fueron apoyados por un estudio separado que involucra apoptosis de
hepatocitos que usa higados ratas ligados in vivo. De nuevo, se sugirid
un papel para la ceramida derivado de la SMasa nuclear. En contraste,
la activacion de la muerte apoptdtica en las células del epitelio

traqueobronquial por H202 involucré la acumulacion de ceramida e



incluso ocurri6 en las preparaciones de membranas desprovistas de
nucleos [43].

En la investigacion de un posible papel para la A-SMasa y la
ceramida endosomal, se encontré6 que ni la A-SMasa ni la ceramida
endosomal parecen ser necesarias para la inducciéon de apoptosis por
anti-Fas, anti-CD40, TNF, daunorubicina o radiacion ionizante [44]. Hay
sugerencias, sin embargo, de que A-SMasa es necesaria para la
produccion de ceramida en las balsas de lipidos en la hoja exterior de la
membrana plasmatica en respuesta a Fas y facilita la formacion de
racimos y encapsulamiento de CD95 [45].

Varios descubrimientos hacen pensar en un papel mitocondrial
en la apoptosis inducida por ceramida: (1) inhibicion directa del
complejo Il mitocondrial de la cadena respiratoria por ceramida [46];
(2) generacion inducida por ceramida de especies reactivas de
oxigeno (ROS) en mitocondrias intactas y en lineas celulares [47]; (3)
muerte celular inducida por ceramida a través de la interrupcion de
funciones mitocondriales [48]; (4) las bases de cadena larga pueden ser
aciladas directamente en mitocondrias hepaticas; (5) se han
descubierto ceramidas y glicolipidos neutros en mitocondrias purificadas
y se encontré6 que aumentan bajo tratamiento con TNF ; (6) se localizd
NCDasa en la mitocondria.

Un reciente estudio de Birbes y col. [49] resalta un nuevo medio
por el cual puede estudiarse la topologia de la generacion de lipidos.
Se generaron construcciones de SMasaGFP bacterianas, que poseen
secuencias especificas para el citoplasma, membrana plasmatica
interna, mitocondria, RE, nucleo y Golgi con la meta de estudiar la
importancia de la generacion de ceramida especifica de
compartimiento en la apoptosis. Se encontré6 que solo la SMasa
bacteriana dirigida a la mitocondria induce la muerte apoptdtica en 48
h. Ademas, esta muerte fue inhibida por Bcl-2 y mediada por la
induccion de la liberacion del citocromo c. Avances como eéstos

ofrecen la posibiidad de conocer en el futuro la importancia de la



topologia asi como los papeles especificos de las vias efectoras de

ceramida topoldégicamente especificas.



4. Analisis de los niveles de ceramida enddégena en la apoptosis

La existencia de numerosas vias del metabolismo de ceramida
acoplado con la posibiidad de que las acciones de ceramida son
topolégicamente restringidas ha hecho necesario el desarrollo de
herramientas cualitativas y cuantitativas mas sensibles y muy especificas
por el analisis de la ceramida enddgena.

Varios métodos para el estudio y andlisis de la ceramida se han
desarrollado. El ensayo de la cinasa del diacilglicerol (DGK) es el
método frecuentemente usado para medir la masa de ceramida
endogena total. No obstante, alrededor de la mitad de los estudios
publicados han utilizado otros métodos para medir las elevaciones en
los niveles de ceramida, y éstos incluyen la benzoilacién, carbonizacion,
derivatizacién con orto-ftalaldehido, o varios métodos de radiomarcaje
[50]. Notablemente, hay un grado alto de concordancia entre los
cambios de ceramida por los varios métodos cuando el analisis se dirige
apropiadamente.

Los métodos de espectrometria de masas deben permitir el
desarrollo de acercamientos para analizar lipidos bioefectores multiples
simultdneamente. SOlo con tal acercamiento nosotros nos permitimos la
consideracion apropiada de la supuesta funcién de bi6stato celular en

la que los lipidos pueden participar.



5. Las acciones de los efectores de la ceramida en la apoptosis.

La creciente evidencia para un papel de ceramida en la
apoptosis hace necesario definir los blancos directos de ceramida y los
mecanismos especificos regulados por la ceramida. A la fecha, se han
identificado varios blancos supuestos y directos de accion de ceramida
(Fig. 2). De éstos, aquellos que acoplan la generacion de ceramida con
los inductores rio abajo de la apoptosis incluyen: las cinasas de proteinas
activadas por ceramida (CAPK), catepsina D y fosfatasas de proteinas
serina/treonina PP1 (fosfatasa de proteinas 1) y PP2A (fosfatasa de

proteinas 2A) [41].

5.1. CAPKs.

La primera cinasa de proteinas activada por ceramida se
encontr6 en los extractos celulares A-431 informada en 1991 por
Kolesnick y colaboradores. Siguiendo este primer informe, CAPK fue
mostrado ser un miembro de la familia de cinasas dirigidas a prolina y
ahora se ha identificado como el supresor de cinasa de RAS (KSR) en C.
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Drosophila [52,53]. KSR de mamiferos fue demostrada ser una proteina
membranal de 97-kDa que llega a ser fosforilada en respuesta a
citocinas tales como TNFa e IL-1. Se ha postulado que KSR juega un
papel en las respuestas inflamatorias a TNF activando Raf a través de la
fosforilacion de Treonina 269 de Raf-1 [54]. Como consecuencia, se
activan las vias de estrés mediadas por las cascadas de cinasas MAP
llevando a la apoptosis. Siguiendo la definicion de KSR como un cinasa
de proteinas activada por ceramida, dos laboratorios mostraron que el
propio Raf también interactia con la ceramida. Ambos grupos
demostraron que ceramida se unia a cRaf, pero informaron opiniones
contrarias sobre el papel de la interaccidn de ceramida con c-Raf. Un
grupo demostré que la uniobn de ceramida no tenia efecto sobre la
actividad de la cinasa Raf, pero postularon que ceramida puede
permitirle a Raf interactuar con KSR o incrementar su union a Mek. Otro
informe demostrd6 un aumento en la actividad de cinasa Raf,
postulando que ceramida no solo activa KSR, sino también la actividad
de cRaf, por eso, ademas aumenta la activacion de la via de cinasa
MAP. La activacion de cRaf directamente se ha postulado también
actuar como un blanco directo en la sefalizacion de interleucina-1 en
las respuestas inflamatorias. Ademas, se mostré recientemente que la
cascada de Raf-1/ERK era el blanco rio abajo selectivo de la ceramida
sintetizada de novo en la induccién de apoptosis en los astrocitos [55].
Asi, cRaf, y posiblemente KSR, pueden jugar un papel en este
mecanismo.

También, PKCzse ha mostrado interactuar directamente con
ceramida y modular la respuesta celular a TNF [56]. Ademas, se mostro
que la ceramida aumenta la actividad de PKCz hacia hnRNPA1, un
regulador conocido de splicing o empalme alternativo. La fosforilacion
aumentada de hnRNPA1 a su vez inducira su translocacién nuclear y
aumentara su afinidad para unirse al RNA. Asi, los mecanismos que

aumentan los niveles de ceramida pueden afectar el empalmado



alternativo de muchos genes a través de la activacion de PKC z. Esto es

un mecanismo postulado para la resistencia a insulina inducida por TNF.
Notablemente la especificidad de la interaccion de ceramida

con estas cinasas no se ha establecido bien, y no se establece todavia

si ellos funcionan como los blancos directos in vivo.

5.2. Catepsina D.

Heinrich y colaboradores identificaron a la catepsina D como un
posible blanco de unién directa de ceramida usando cromatografia de
afinidad por ceramida y foto entrecruzamiento basado en Deritro-
ceramida [57]. Ellos también mostraron que la interaccidon de ceramida
con catepsina D era necesario y suficiente para inducir la protedlisis
autocatalitica de la pro D-enzima de 52-kDa para formar el forma
activa de 48/32kDa de catepsina D. Ademas, se demostré que este
mecanismo es dependiente de la esfingomielinasa &acida, por ello
identificando a la catepsina D como el primer blanco endosomal para
la ceramida.

Importantemente, se mostré que catepsina D juega un papel en
la apoptosis asi como en la degradacion general de proteinas, la
generacion de proteinas bioactivas, y procesamiento de antigenos.
Varios estudios mostraron que catepsina D se transloca desde el
lisosoma en respuesta al estrés oxidativo, y la activacion de la caspasa 3
es dependiente de esta activacion/ translocaciéon de catepsina D [58].
Ademas, catepsina D media la apoptosis en respuesta a TNF, IFN, CD95,
agentes quimioterapéuticos como etopdsido y adriamicina, y privacion
de suero. Todavia no se describen los blancos especificos para
catepsina D en la apoptosis, pero varios informes demuestran que la
liberacion del ctocromo c y la activacion de caspasa 9/3 estan rio

abajo de la activacion de catepsina D.



5.3. Fosfatasas en serina/treonina de proteinas.

Probablemente los blancos potenciales de ceramida mejor
caracterizados son las fosfatasas de proteinas activadas por ceramida
(CAPPs). Originalmente, se mostrd que la ceramida aumenta la
actividad de fosfatasas de proteina en serina/treonina PP1 y PP2A en
extractos citosélicos crudos. Mas alla, estudios in vitro definieron la
activacion como dependiente de D-eritro-ceramida (2S, 3R) como
opuesta al precursor metabdlico D-eritro-dihidroceramida (2S, 3R) el
cual no imita las actividades celulares de ceramida. Se demostro
estereospecificidad en que sélo las formas D y L-eritro de ceramida
activaron PP2A y no las formas D y L-treo. Interesantemente, estos
estudios también demostraron la especificidad de la longitud cadena
del acido graso. La activacidn por ceramidas de cadena larga
(natural) también se demostrd in vitro.

Se identificaron varios substratos de CAPP en células con posibles
implicaciones en la apoptosis. Estos incluyen c-Jun, Bcl-2, Akt/PKB, Rb,
PKCa y proteinas SR [59]. Reyes y col. [60] identificaron a c-Jun como un
blanco para CAPP en las células. Ellos demostraron que el tratamiento
con ceramida exdgena o TNFa, un agonista generador de ceramida,
llevé a defosforilacidon dependiente de tiempo de c-Jun en células A431
[60]. El pretratamiento de estas células con acido okadaico (inhibidor
de fosfatasas del tipo 2A) bloqued completamente los efectos de la
ceramida exégena y TNFa sobre cJun, sugiriendo una forma PP2A de
CAPP [60]. Asi, se mostroé que c-Jun es un substrato para CAPP in vivo.

Recientemente, May y colaboradores demostraron una
aumentada actividad de PP2A mitocondrial y defosforilacion especifica
de Bcl-2 mitocondrial en respuesta a ceramida [61]. De nuevo, el acido
okadaico pudo inhibir este efecto, con ello implicando a la forma PP2A
de CAPP en este efecto de ceramida [62]. Ya que se mostré que CAPP
también inactiva a la cinasa de Bcl-2, PKCa, se puede suponer un

posible complejo de sefalizacion.



Otro substrato descrito para CAPP es Akt/PKB. Akt/PKB median
muchas acciones biolégicas anti-apoptdticas y juegan papeles
importantes en la accion de insulina y en la sefalizacion mitogénica. La
inactivacion de Akt, un substrato conocido de PP2A, es necesaria para
la activacion de la caspasa 9 y Bad [63], y se ha propuesto como un
evento necesario para apagar un mecanismo anti-apoptético
importante. Varios estudios demostraron la capacidad de ceramida
para inducir la defosforilacion de Akt/PKB con la pérdida concomitante
de funcién/actividad [64]. En particular, el tratamiento de células de
musculo esquelético de ratdén y rata con la ceramida exdgeno ha
demostrado inhibir la actividad de Akt/PKB, y este efecto se bloqued por
el pretratamiento con acido okadaico lo que demuestra un papel para
PP2A en la regulacidon de esta actividad [65]. Estos datos sugirieron que
ceramida, a través de una fosfatasa de proteinas activada por
ceramida, inactiva Ak t/PKB.

PP1 no se habia implicado en las respuestas mediadas por
ceramida en las células hasta que el producto del gene de
retinoblastoma, Rb, salié a la luz como un blanco para CAPP. Se mostré
qgue Rb es defosforiado, pero no fragmentado proteoliticame nte,
después del tratamiento con ceramida en células Molt-4 que
sobreexpresan Bcl-2 [66]. Es mas, el inhibidor de PP1 y PP2A, caliculina A,
bloqued la defosforilacion de Rb inducida por ceramida, haciendo
pensar en un papel para CAPP en la regulacion de este mecanismo. De
importancia, el &cido okadaico a concentraciones que
especificamente inhiben PP2A no afecté la defosforilacion de Rb
inducida por ceramida, lo que sugiere por primera vez un mecanismo
dependiente de PP1 [66]. Estos resultados se apoyaron ademas en la
demostracion de que Rb es un substrato para PP1 in vitro y ceramida
aumento la actividad in vitro de PP1 hacia Rb (Kishikawa, K., Chalfant,
C.E,, Lee, J.Y., y Hannun, Y.A., resultados inéditos).

Aunque el tratamiento con ceramida exdgena habia sido

mostrado activar CAPPs en las células, no habia ningun informe de la



activacion de CAPP en células que fuera dependiente de la
generacion de ceramida enddégena. Lee y colaboradores informaron
que PKCa era defosforilada en respuesta a ceramidas exdgenas en las
células. Basado en estudios de inhibicion, se mostré6 que PP2A es
responsable de la defosforilacion de PKCa. Por primera vez, ellos
también demostraron que Fumonisina B1, un inhibidor de la generacion
de ceramida de novo, también bloqued la defosforilacion de PKCa por
la proteina fosfatasa 2A en respuesta a un agonista generador de
ceramida (TNFa) [67].

Un estudio reciente proveyo la evidencia fuerte para proponer a
PP1 como una CAPP que media la defosforilacion de proteinas SR en
respuesta a la activacion de Fas [68]. Las proteinas SR son una familia
de proteinas que contienen un dominio RS (una regidn de repeticiones
de dipéptidos de residuos de serina y arginina), y las proteinas SR son
reguladores conocidos de splicing o empalme constitutivo y alternativo
[69]. En respuesta a la activacion de Fas y ceramida exdgena, cada
una de las especies detectables de proteinas SR (SRp70, SRp55, SRp40, y
SRp30) demostraron marcada defosforilacion, y los inhibidores de la via
de novo de produccion de esfingolipidos, miriocina y fumonisina B1,
bloquearon este efecto. Ademas, la defosforilaciobn de proteinas SR
puede alterar el empalme de los mediadores apoptéticos importantes
caspasa 9 y Bcl-x, por eso ligando mecanisticamente la defosforilacion
inducido por ceramida de proteinas SR al inicio de la apoptosis o
desarrollo de un fenotipo pro-apoptoético. Asi, una via especifica esta
emergiendo en la que los agonistas que inducen la sintesis de novo de
ceramida activan PP1 llevando a la defosforilacion de proteinas SR que
pueden influir en el potencial apoptoético de las células.

Tomados juntos (Fig. 2), estos estudios muestran que la ceramida
enddégena via CAPP se vincula con la regulaciéon de dos participantes
importantes en la apoptosis, PKCa y proteinas SR. Otros reguladores

candidatos de apoptosis afectados por la ceramida exégena via CAPP



discutidos previamente (por ejemplo Rb, Bcl-2, Bad, Akt/PKB y c-Jun) no

se les ha establecido todavia su regulaciéon por la ceramida endégena.



6. Sintesis del papel de la ceramida en la apoptosis.

La comprension actual del proceso apoptético asi como el
entendimiento mecanistico del metabolismo de ceramida, su topologia
y los efectores de la accidn de ceramida permiten ver un cuadro global
de posibles papeles de la ceramida en la apoptosis y una delineacion
inicial de la accion especifica de compartimiento. Esto se ilustra el
mejor en el caso de apoptosis inducido por TNF. Asi, la generacion de
ceramida es a menudo dependiente de la activacion de las caspasas
tempranas pero no de las tardias. ZVAD, un inhibidor de caspasa 8,
bloquea la formacion de ceramida y la apoptosis subsecuente. Por otro
lado, ni DEVD ni la sobreexpresion de Bcl-2 bloquean formacion de
ceramida pero no bloquean la activacion de caspasa rio abajo, lo que
sugiere gque la ceramida esta rio arriba de Bcl-2 y las caspasas 9y 3 [70],
aunque un estudio sugiri6 que Bcl-2 actia rio arriba de ceramida.
Notablemente, la generacidon de ceramida parece ser independiente
de la activacion del factor nuclear kB (NF-kB), una via clave activada
por TNF que lleva a la inflamacion y respuestas anti-apoptoticas. El TNF
induce la activacion de N-SMasa y cada vez mas ideas relacionan esto
a otras acciones importantes de TNF. La activacion de los receptores
de TNF también lleva a la activacion de cPLA2 que lleva a la liberacion
del &cido araquidénico (AA) y generacion de ROS. El vaciamiento
subsecuente de GSH resulta en la activacion de N-SMasa y formacion
de ceramida [71]. Asi, la N-SMasa parece ser un blanco critico rio abajo
del estrés oxidativo y agotamiento de GSH.

Los datos estan empezando a relacionar la accion de ceramida a
la mitocondria, con la posible participacion de la N-SMasa. Varios
efectos rio abajo de ceramida parecen converger al nivel de la
mitocondria. CAPP esta involucrada en la defosforilacion de Bcl-2 asi
como de la cinasa Bcl-2 y PKCa que ocurren en la mitocondria. El efecto
neto es inhibir las acciones anti-apoptdticas de Bcl-2. Desde que Bcl-2 y
Bcl-X inhiben la liberaciéon del citocromo ¢ mitocondrial, esto puede

permitir la liberacion del citocromo c y la activacion de la caspasa 9 rio



abajo [72]. Recientes resultados apoyan esta hipo6tesis; usan
construcciones de la bSMasa dirigida hacia la mitocondria, y revelan
que la ceramida generada mitocondrialmente conduce a la liberacion
de citocromo c, y Bcl-2 inhibié este efecto.

TNF también activa la via de novo de formacién de ceramida,
pero se conoce poco sobre el mecanismo de este efecto. Sin
embargo, esta via contribuye a la apoptosis inducida por TNF ya que los
inhibidores de esta via atentuan l|la muerte inducida por TNF.
Importantemente, se ha mostrado que esta via, que mas
probablemente reside en el RE, lleva a la activacion de fosfatasa de
proteinas PP1 y a la defosforilaciéon de proteinas SR.

Se mostré6 también que el TNF activa variablemente la SMasa
acida, aunque el papel de esta enzima en la accién de TNF permanece
pobremente definido. Esta activacidon puede ocurrir en la membrana
plasmatica donde puede regular la funcidn del receptor. La SMasa
acida reside principalmente en los lisosomas, y su activacion en este
compartimiento puede resultar en la formacion localizada de ceramida.
La catepsina D lisosomal se une a ceramida y se transloca a la
mitocondria bajo el estimulo de un agonista que resulta en la liberacion
del citocromo [58]. Esto puede proporcionar otro mecanismo para
asegurar la liberacion del citocromo c inducida por ceramida y la
activacion de caspasas rio abajo.

Mecanisticamente también es importante notar la relacion de
ceramida con los reguladores importantes de arresto del ciclo celular y
la apoptosis, a saber Rb y p53. Recientemente se ha mostrado que la
generacion de ceramida y apoptosis en respuesta a la radiacion
ionizante, actinomicina D, genotoxina N-metilo-N-nitro-N-
nitrosoguanidina (MNNG), y etopssido son dependientes de p53 y
pueden involucrar la produccidon de O:- antes de la activacion de N-
SMasa [70]. Asi el p53 parece funcionar en una posicion reguladora
importante "rio arriba" de generacion del ceramida. Rb por contraste,

es defosforilado por CAPPs y funciona 'rio abajo" de ceramida



mediando el arresto del ciclo celular asociado con la ceramida en
lineas celulares dénde los agonistas no parecen inducir la apoptosis [73].
Estos mecanismos contrastantes/complementarios empiezan a explicar
como la ceramida puede llevar en algunos casos a la apoptosis
mientras que en otras situaciones puede llevar al arresto del ciclo
celular. Lo ultimo puede ser consolidado ademas por recientes datos
que muestran la inhibicion de la telomerasa por ceramidas endégenas.

Esto llevaria al arresto del ciclo celular irreversible.



7. Conclusiones y perspectivas.

En afos recientes, estudios que involucran el papel de ceramida
en la apoptosis han llevado a la vigilancia aumentada sobre la
investigacion de ensayos especificos, métodos mas nuevos y sofisticados
para el analisis, disefios experimentales creativos para sondear la
especificidad de accidon de la ceramida, y apoyo adicional para los
sistemas efectores de ceramida identificados. De hecho, y como se
discutid anteriormente, hay ahora mas evidencia que nunca para
apoyar la hipdtesis de que la ceramida es un componente clave en la
regulacion de apoptosis. Adicionalmente, hay ahora mas herramientas
gue nunca que pueden usarse para sondear el aspectos metabdlicos,
topoldgicos, estructurales y efectores de las acciones de ceramida.
Cada vez mas, se han clonado y caracterizado las enzimas del
metabolismo de ceramida. Se han desarrollado nuevas herramientas
moleculares y se han generado anticuerpos especificos para ceramida
para sondear la topologia de las acciones del ceramida. El
advenimiento de métodos de espectrometria de masas para el analisis
de ceramida permite el andlisis cualitativamente especifico de cambios
de la ceramida enddgena durante la estimulacion por agonista.

Sin embargo, todavia hay varios territorios desconocidos. Varias
actividades enziméaticas tales como la sintasa de esfingomielina
permanecen para ser clonadas y caracterizadas. Algunas de las
herramientas recientemente desarrolladas discutidos aqui esperan la
revelacion de su completo potencial. Adicional mente, los adelantos
tales como éstos pueden permitir la identificacidn y caracterizacion
posterior de blancos directos de la ceramida y sus vias efectoras.

Recientemente se clonaron y caraterizaron la N-SMasa 1y 2,

desaturasa de dihidroceramida y ceramida cinasa [73].
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