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CERAMIDA Y APOPTOSIS

E. Paracios, M.J. Mir6 y M.C. CARRIZOSA

1. INTRODUCCION

Aunque los primeros esfingolipidos se aislaron y caracterizaron en el ltimo lustro
del siglo XIX, el conocimiento de sus funciones en las células eucariotas ha evolu-
cionado enormemente en los dltimos 15 afios. Considerados durante mucho tiempo,
elementos meramente estructurales y estéticos, se han caracterizado actualmente, como
componentes funcionales y dindmicos que intervienen en la transduccién de sefiales
y en el transporte intracelular de membranas en las células eucaridticas. Investigacio-
nes recientes demuestran la existencia de un metabolismo activo de la esfingomielina
en la mitocondria y sugieren que muchas de las funciones biolgicas de la ceramida,
se ejercen a través de este orgdnulo conservado en la evolucién (Birbes y cols., 2002).

La ceramida, molécula central del metabolismo de los esfingolipidos, regula fun-
ciones celulares claves entre las que se incluyen: deténcion del ciclo celular, senes-
cencia y apoptosis (Hannun and Luberto, 2000) (Figura 1).

La apoptosis o muerte celular programada es un proceso esencial para el mante-
nimiento de la homeostasis de los tejidos que permite eliminar células innecesarias,
envejecidas, dafiadas, infectadas o transformadas. Sin embargo, como ocurre en dife-
rentes patologias (isquemia de miocardio y enfermedades neurodegenerativas), un
proceso apoptdtico incontrolado, puede conducir a la pérdida excesiva de células. Por
otra parte, la inhibicién de este proceso, favoreceria el desarrollo tumoral y el céncer.
Es necesario esclarecer los mecanismos que conducen a la apoptosis y su regulacion,
para poder actuar en el control del destino final (muerte/supervivencia) de las células.

i
CHs—(CH2)12—C=C’3—(I3——(|;—CH20H
H OH TI‘IH
=6
(?Hz)n
CHg

Figura 1. Ceramida.
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El término de apoptosis fue acufiado en 1972 por Kerr y cols. para definir las
caracteristicas morfoldgicas que experimentan las células: condensacién citoplasma-
tica y nuclear, hidrélisis especifica de proteinas celulares, ruptura endolitica del DNA
en fragmentos oligonucleosémicos y fragmentacién de la célula en cuerpos apoptéti-
cos que finalmente son fagocitados por macréfagos o incluso por células vecinas. En
el programa de suicidio celular, interviene la transcripcién de genes especificos y su
traduccion, lo cual permite suprimir tal suicidio, inhibiendo estos procesos (Cascales,
M., 2003).

Existen dos principales vias de sefializacién que conducen a la apoptosis: la via del
receptor de muerte y la via mitocondrial (Gupta, 2003; Hengartner, 2000) (Figura 2)

En la via de sefializacién del receptor de muerte, la sefial se produce por inte-
raccién entre los ligandos de la familia del factor de necrosis tumoral/ factor de
crecimiento nervioso (TNF/NGF) y sus correspondientes receptores de muerte. Estos
dltimos, pertenecen a la superfamilia del receptor del factor de necrosis tumoral
(TNFR) y contienen, de una a cinco secuencias ricas en cisteina en su dominio extra-
celular y un dominio de muerte (DD) en su regién citoplasmadtica que es esencial para
la iniciacién de la sefial apoptética. Tras la unién de su ligando, el receptor de muerte
se oligomeriza y recluta moléculas adaptadoras (la més comun, el dominio de muerte
asociado a Fas (FADD)) y caspasas iniciadoras inactivas (procaspasa-8 y -10) al
complejo de sefializacion inductor de muerte (DISC). Como consecuencia, se activan
estas caspasas iniciadoras que entonces, son capaces de hidrolizar y con ello activar
a las caspasas efectoras (ejecutoras) (procaspasa-3, -6, y -7) que actuardn sobre sus-
tratos diana para inducir las caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas de la apoptos1s
(Hengartner, 2000) (Figura 2).
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Ficura 2. Vias de sefializacion que conducen a la apoptosis (Hengartner, 2000).

120



La mitocondria tiene una funcién central en la regulacién de las cascadas de
seflalizacién que conducen a la apoptosis. Este compartimento celular, contiene varios
efectores antiapoptdticos y proapoptéticos que actdan concertadamente durante la
vida celular para determinar si la célula debe vivir o morir (Desagher y Martinou,
2000).

En la via de apoptosis mitocondrial, una serie de estimulos: radiacién U.V.,
agentes quimioterapéuticos, moléculas de estrés (especies reactivas de oxigeno y de
nitrégeno) estimulan directamente a la mitocondria originando cambios en su poten-
cial de membrana y en la transiciéon de la permeabilidad de la misma. Como conse-
cuencia, se liberan una serie de proteinas apoptéticas desde el espacio intermembrana
al citosol: citocromo c, factor iniciador de la apoptosis (AIF) y el activador apoptético
mitocondrial de segunda generacién, Smac/Diablo. En el citosol, el citocromo ¢ se
une a Apaf-1 (factor activador de las proteasas apoptogénicas) que en presencia de
ATP, recluta a la pro-caspasa 9 a la que activa en el complejo denominado apopto-
soma. A su vez, la caspasa-9, se encarga de activar a las caspasas ejecutoras, entre las
que se encuentra la pro-caspasa 3. La proteina Smac/DIABLO en el citosol, se une y
bloquea al inhibidor de proteinas apoptdéticas, IAP, contribuyendo también, aunque
indirectamente, a la generacién de la caspasa-3 activa que desencadena la apoptosis
(Figura 2).

El proceso apoptético estd estrechamente regulado por una serie de péptidos que
inducen o bloquean la muerte celular en diferentes etapas del mismo. Los mas amplia-
mente estudiados pertenecen a la familia Bcl-2 (Shi, 2001), de la cual los miembros
Bcl-2 y Bel-X; son antiapoptéticos, mientras que Bax y Bid son proapoptéticos. Cada
una de esas moléculas puede formar dimeros con otra idéntica (homodimero) o con
una distinta (heterodimero) y de funcién opuesta. El efecto final que estos péptidos
ejercen sobre la apoptosis depende de la concentracion relativa de cada una de las
moléculas que componen los heterodimeros y de la relacién existente entre las mo-
léculas pro- y antiapoptdticas.

La funcién reguladora de las proteinas de la familia Bcl-2 estd totalmente estable-
cida en la via mitocondrial de la apoptosis: Bax y Bid median la salida del citocromo
¢, mientas que Bcl-2 y Bcl-X la bloquean (Green y Evan, 2002). Sin embargo, en la
via de sefializacion a través del receptor de muerte, la funcién de estas proteinas es
adin objeto de controversia, mostrandose especifica del tipo celular. Aunque ambas
rutas parecen ser independientes, la sefializacion a través del receptor de muerte,
también puede conducir a la apoptosis por la via mitocondrial, siendo Bid un factor
que conexiona ambas vias. En condiciones normales, esta proteina se encuentra inac-
tiva en el citoplasma; tras la estimulacién del receptor de muerte, de la caspasa-8 o
de otras enzimas proteoliticas (granzima B o proteasas lisosomales), Bid es hidroli-
zado. Con su escisién, se activa y transloca a la membrana mitocondrial como un
péptido menor, Bid truncado (Bid), donde interacciona con las proteinas antiapopt6-
ticas Bcl-2 y antagoniza su efecto, permitiendo la apoptosis celular (Cascales, 2003;
Gupta, 2003) (Figura 2 y 12).

Actualmente supera los cuatro millares, el nimero de articulos cientificos cuyos
resultados, en conjunto, demuestran que los agentes inductores de muerte celular
apoptética motivan, casi invariablemente, generacién de ceramida y regulan alguna de
las enzimas de su metabolismo. A su vez, este esfingolipido controla varias moléculas
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intracelulares, efectores clave que median su accién en el programa apoptético. En
este articulo se revisara la funcién de la ceramida, molécula central del metabolismo
de los esfingolipidos, en los mecanismos de seflalizacién de apoptosis.

2. METABOLISMO DE LOS ESFINGOLIPIDOS

2.1. Biosintesis de ceramida, glucoesfingolipidos y esfingomielina

La biosintesis de esfingolipidos por la ruta de «novo» comienza, en el reticulo
endoplasmatico, con la condensacién de serina y palmitoil CoA a 3 ceto esfinganina,
que en una segunda reaccidn, se reduce a dihidroesfingosina (esfinganina). La N-
acilacién de ésta dltima, con intervencion de la ceramida (dihidroceramida) sintasa,
genera dihidroceramida, molécula que mediante insaturacién, se convierte en cerami-
da (CER) (N-acil esfingosina) (Figura 3)

La ceramida actda como precursor de la esfingomielina (EM) y de los esfingoglu-
colipidos: cerebrésidos (glucosil ceramida (GlcCER), galactosil ceramida (GalCER))
y gangliésidos (Birbes y cols., 2002). Desde el reticulo endoplasmadtico, donde se
biosintetiza, la CER se desplaza al Complejo de Golgi, en cuya superficie (orientada
al citoplasma) se transforma en GIcCER, esfingolipido que es transportado a otras
membranas o internalizado en las cisternas del Golgi para generar, a través de suce-
sivas glicosilaciones, gangliosidos (glucoesfingolipidos mds complejos). Por otra parte,
la ceramida es también precursor directo de la esfingomielina, en cuya molécula se
transforma mediante la reaccién catalizada por la esfingomielina sintasa (EM sintasa)
en la superficie luminar del Golgi. En esta reaccién tiene lugar la transferencia de un
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Ficura 3. Sintesis «de novo» de la ceramida.
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grupo fosfocolina desde la fosfatidilcolina (FC) a la CER, generando como productos,
esfingomielina y diacilglicerol (DAG) (Figura 4 y 11).

Otro destino metabdlico de la ceramida es su fosorilacién por la ceramida kinasa
que le convierte en el derivado ceramida 1-fosfato (CER1P).

2.2. Degradacion de esfingolipidos. esfingomielinasas y ceramidasas

La hidrélisis de esfingomielina, para generar ceramida, se lleva a cabo con la
intervencion de la esfingomielinasa (EMasa), enzima de la que se han descrito ocho
isoformas que se diferencian entre si, por el valor de su pH éptimo y por su locali-
zacion subcelular (Figura 4 y Tabla 1). Entre ellas, las mejor conocidas son: la esfin-
gomielinasa dcida (¢ EMasa) con un valor de pH éptimo alrededor de 4.5 que se
localiza en los lisosomas y cuya deficiencia causa la enfermedad conocida como de
Niemann Pick; varias esfingomielinasas neutras (» EMasas) que actdan a valores de
pH préximos a la neutralidad, se activan por Mg** o Mn* y se encuentran distribuidas
en membrana plasmadtica, citosol, reticulo endoplasmatico y membranas nucleares; y
una esfingomielinasa alcalina que se ha descrito en las células intestinales (Samet and
Barenholz, 1999).
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Ficura 4. Metabolismo de los esfingolipidos. EM: esfingomielina; CER: ceramida; GluCer:
glucosilceramida; LacCer: lactosilceramida; GalCer: galactosilceramida; EMasa: esfingo-
mielinasa; EMsintasa: esfingomileina sintasa; GlcCer sintasa: glucosilceramida sintasa; CER
kinasa: ceramida kinasa; CER P fosfatasa: ceramida fosfato fosfatasa; CERsintasa: ceramida
sintasa; CERasa: ceramidasa; ES kinasa: esfingosina kinasa; ES 1P fosfatasa: esfingosina
fosfato fosfatasa.
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LOCALIZACION

ENZIMA PH OPTIMO COFACTOR SUBCELULAR
ESFINGOMIELINASAS  Acido (4,5-5,5) No dependiente Lisosomas/Endosomas
ACIDAS de Zn * Caveolas

Plaquetas

Niemann Pick

Dependiente de  Enzima secretada

7n * (sEMasa)
ESFINGOMIELINASAS  Neutro (=7) Dependiente de  Proteina integral de
NEUTRAS Mg* membranas

No dependiente  Citosol
de Mg*

ESFINGOMIELINASA Alcalino (>7) Sales biliares Membranas de la mucosa
ALCALINA intestinal

TaBLA 1. Principales esfingomielinasas.

Los gangliésidos y cerebrésidos se convierten en ceramida, mediante la elimina-
cién sucesiva de monosacaridos o derivados, por la accién hidrolitica de las corres-
pondientes glucosidasas (ot y B galactosidasas, B-glucosidasa, neuraminidasa, hexosa-
minidasa) (Figura 4)

La hidrélisis de la ceramida se lleva a cabo con la intervencion de las ceramidasas
(CERasas) que originan esfingosina (ES) y el acido graso correspondiente (Figura 4).
Se han clonado, al menos, tres tipos de CERasas que se han clasificado teniendo en
cuenta el valor de pH 6ptimo para el desarrollo de su actividad: ceramidasa 4cida (a
CERasa), ceramidasa neutra/alcalina (n/alc CERasa) y ceramidasa alcalina (alc CERa-
sa) (Birbes y cols., 2002) (Tabla 2).

LOCALIZACION

ENZIMA PH OPTIMO SUSTRATO SUBCELULAR
CERAMIDASA Acido (4,5) Ceramida de cadena larga  Lisosomas
ACIDA Farber
CERMIDASA Neutro/ alcalino Ceramida de cadena larga  Mitocondria
NEUTRA/ Endosomas
ALCALINA
CERAMIDASA  Alcalino Fitoceramidas Reticulo Endoplasmético
ALCALINA Golgi

TaBLA 2. Principales ceramidasas.

Las distintas ceramidasas aisladas difieren, entre si, por su ubicacién subcelular y
especificidad de sustrato. La ceramidasa acida se localiza en los lisosomas y utiliza
preferentemente ceramidas de cadena larga como sustratos, al parecer es responsable
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del catabolismo de la ceramida, ya que la falta o disfuncién de la misma conduce a
la enfermedad de Farber que se caracteriza por el almacenamiento del esfingolipido
en los lisosomas. (Burek y cols., 2001). La ceramidasa alcalina/neutra se localiza en
la mitocondria y también utiliza ceramidas de cadena larga como sustratos preferen-
tes. Una ceramidasa alcalina, con elevada afinidad por las fitoceramidas, se ha encon-
trado en el complejo de Golgi y en el reticulo endoplasmético (Mao y cols., 2001)

La esfingosina liberada bajo la accién de la CERasa puede reincorporarse en CER,
en reaccion catalizada por la CERsintasa, o bien, generar ES-1P en la reaccién cata-
lizada por la ES-Kinasa (ESK), enzima presente en el citosol y en el reticulo endo-
plasmadtico (Olivera y Spiegel, 2001) (Figura 4).

Las enzimas que participan en el metabolismo de los esfingolipidos deben estar
estrictamente reguladas para mantener el equilibrio entre los metabolitos con funcio-
nes diferentes y asegurar el equilibrio muerte/supervivencia celular: la EF-1P y la
GIcCER inducen proliferacién, mientras que la CER, intermediario metabélico entre
ambas, induce apoptosis (Figura 5).

3. FUNCION DE LA CERAMIDA EN LA REGULACION
DEL CRECIMIENTO Y EN LA APOPTOSIS

Diferentes agentes que motivan supresién del crecimiento, inducen asi mismo,
formacién y elevacién de la concentracién celular de ceramida mediante: a) la acti-
vacién de la biosintesis «de novo» del esfingolipido, b) la activacién de las esfingo-
mielinasas y c) la regulacién negativa de la expresion y actividad de otras enzimas del
metabolismo que consumen este esfingolipido: ceramidasas y glucoesfingolipido sin-

+ Diferenciacion

* Detencion del c.celular
+ Senescencia

* Apoptosis

FiGura 5. Efectos bioldgicos de la ceramida y sus metabolitos.
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tasas (Mimeault y cols., 2003). Entre estos inductores se incluyen: factor de necrosis
tumoral o (TNFa), ligandos de Fas (FasL), vy interferdn, interleukina-1, NGF, éxido
nitrico, dexametasona, citosina, arabinésido, daunorubicina, vincristina, calor, radia-
cién, infecciéon HIV y senescencia celular (Birbes y cols., 2002; Sanz y cols., 2002)

La funcién de la ceramida en la supresion del crecimiento queda patente por las
siguientes observaciones:

1.

El espectro de agentes capaces de inducir la acumulacién de ceramida inclu-
ye, y posiblemente se limita, a los inductores de la apoptosis y supresores del
crecimiento (Birbes y cols., 2002).

La adicién de andlogos de ceramida (permeables a las membranas celulares)
motiva apoptosis en diferentes lineas celulares y tejidos en cultivo (Obeid y
cols., 1993)

Las variaciones en los niveles endégenos de ceramida en respuesta a los
agentes inductores de la apoptosis, tienen lugar antes de la fase ejecutora de
este proceso (Dbaibo y cols., 1997)

Los efectos de la ceramida son muy especificos: la dihidroceramida, metabo-
lito end6geno precursor de la misma, cuya captacién y metabolismo son muy
similares a los de la ceramida y de la que se diferencia unicamente, por
carecer de un doble enlace 4-5 trans, no causa apoptosis (Bielawska y cols.,
1992)

Por otra parte, son varias las investigaciones que demuestran que la modulacién
de los niveles end6genos de CER permite regular el proceso apoptético:

a)

b)

c)

d)

e)
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El tratamiento de células tumorales con inhibidores de la ceramidasa, conduce
a la elevacion de los niveles endégenos de ceramida y a la activacién maxima
de la cascada apoptética en esas células (Selzner y cols., 2001)

El tratamiento de algunos tipos de células con inhibidores de la CER sintasa
impide la generacién de CER vy la apoptosis en respuesta a agentes extrace-
lulares inductores de la misma (4cido retinoico, angiotensina II, Ig M y dau-
norubicina) (Liao y cols., 1999)

La elevada expresion de glucosilceramida sintasa en células de céncer de
pecho MCEF-7, atenua el incremento de CER en respuesta al TNFo y a dife-
rentes agentes quimioterapéuticos y protege a esas células de los efectos
citotéxicos del TNFo y de los fairmacos anticancerosos (Liu y cols., 1999).

Ratones knockout, carentes de esfingomielinasa acida, son resistentes a la
radiacién ionizante, lo que demuestra un importante papel de la CER en la
apoptosis (Santana y cols., 1996)

La activacién de la expresion de la esfingomielinasa bacteriana (bEMasa) en
células de mamifero, capaces de generar ceramida a partir de un reservorio
intracelular de EM, induce apoptosis. En cambio, la adicién extracelular de



bEMasa carece de efectos apoptéticos, lo que sugiere que es necesario y
suficiente un reservorio intracelular de EM para inducir dicho proceso (Zhang

y cols., 1997a).

4. CERAMIDA COMO SEGUNDO MENSAJERO: DIANAS BIOQUIMICAS

Condicién esencial para la consideracién de una molécula como segundo mensa-
jero, es la caracterizacion previa de dianas bioquimicas especificas del mismo.

Entre las enzimas que se han referido como dianas de la ceramida, se incluyen
varias, de conocida funcién reguladora de la apoptosis y cuya actividad se modifica
en respuesta a variaciones del nivel del esfingolipido (Figura 6):

— La proteina fosfatasa activada por ceramida (CAPP) es una serina/treonina
fosfatasa de la familia PP2A que cataliza la desfosforilacién y con ello la
inactivacién, de la PKCo, de la PKB y del factor antiapoptético Bel-2 (Ruvolo
y cols., 1999). Otra serina/treonina fosfatasa de la familia 1 (PP-1) responde
también a la activacién por CER e induce la desfosforilacién de proteinas SR
que desempefian funciones clave en el procesamiento del mRNA. Interviene
también en la regulacion del ciclo celular a través de la desfosforilacién de la
proteina del retinoblastoma (Rb), regula negativamente c-myc y el factor de
transcripcién c-jun (Chalfant y cols., 2001).

— Entre las protefnas kinasa activadas por ceramida se encuentra una serina/
treonina kinasa unida a membrana y dirigida por prolina, la denominada pro-
teina kinasa activada por ceramida (CAPK), enzima que cataliza la fosfo-
rilacién de Raf-1, el cual a su vez, fosforila y activa a MEK (MAPK kinasa).
Esta CAPK que activa la cascada MAPK es la anteriormente referida como
kinasa supresora de ras (KSR) (Zhang y cols., 1997 b).

— La proteina kinasa C { es otra diana de la CER, posiblemente implicada en
la activacién del factor de necrosis kappa B (NF-kB) (Lozano y cols., 1994;
Bourbon y cols., 2000).

CERAMIDA

SERINA/TREONINA
FOSFATASAS: PKCE KSR/CAPK CATEPSINA

m PP2A
(CAPP)

Ficura 6. Dianas bioquimicas de la ceramida.
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— La Catepsina D es una proteasa que interviene en la sefializacién de muerte
por TNF después de la accién de la a EMasa (Heinrich y cols., 1999). Se
localiza junto a esta enzima en endosomas y se ha descrito, «in vitro», su
activacién por unién directa a la CER.

5. LOCALIZACION SUBCELULAR DE LA CERAMIDA
QUE INTERVIENE EN LA APOPTOSIS

A pesar de la amplia evidencia experimental que demuestra la capacidad apoptogé-
nica de la CER, resulta dificil caracterizar los mecanismos por los que este esfingolipi-
do lleva a cabo tal efecto. Un reto importante para la investigacién actual consiste en
precisar qué compartimentos celulares actian como reservorios funcionales de la cera-
mida apoptogénica. Sin embargo, uno de los obsticulos que impiden determinar la lo-
calizacién y mecanismos de accion de la ceramida en la apoptosis, es el elevado nime-
ro de enzimas que catalizan el intercambio dindmico entre este esfingolipido y sus
metabolitos, moléculas con actividades biolégicas diferentes y a menudo opuestas. A
esta dificultad se suma la existencia de circuitos de autoregulacién positiva que afectan
a las esfingomielinasas. En este sentido, la ceramida, generada inicialmente en un com-
partimento celular especifico, incrementa su propia produccién, mediante la estimula-
cién de la expresién y/o de la actividad de EMasas que originan ceramida en la misma
o en otra localizacién diferente a la inicial (Deigner y cols., 2001).

En cualquier caso, las moléculas de ceramida generadas en los compartimentos,
tanto acidicos como neutros, pueden causar perturbaciones fisicas en sus membranas
y/o inducir la activacién de diferentes elementos de respuesta que, a su vez, actuan
como iniciadores o efectores de la muerte celular (Tepper y cols., 2000; Van Meer y
Lisman, 2002).

Son varios, los estudios que apoyan una distribucién subcelular diferencial de las
moléculas de ceramida que intervienen en las distintas fases del proceso apoptotico.
Entre los compartimentos subcelulares implicados, identificados por microscopia elec-
tronica y mediante pruebas moleculares, se encuentran las caveolas o rafts de la
membrana plasmaética, los lisosomas y las mitocondrias.

5.1. Membrana plasmatica
5.1.1. Rafts lipidicos y caveolas

La ceramida y la esfingomielina se transportan, por via vesicular, desde el RE y/
o desde el complejo de Golgi a la superficie celular, y se concentran en microdomi-
nios especificos de la membrana plasmatica denominados «rafts» lipidicos (Figura 7

y 11).

En estas estructuras, enriquecidas en determinados lipidos (esfingolipidos y coles-
terol principalmente) y en proteinas de membrana ancladas a los mismos, las cadenas
de los 4cidos grasos se disponen rectas y extendidas, a diferencia de lo que ocurre en
otras regiones de la membrana. Esta disposicién facilita su empaquetamiento compac-
to, dando origen a microestructuras altamente ordenadas (Figura 7)
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Ficura 7. Raft lipidico.

Se han establecido tres tipos de rafts lipidicos considerando su composicion:
caveolas (microdominios que deben su denominacién a la presencia de caveolina),
membranas enriquecidas en glicoesfingolipidos y rafts ricos en polifosfoinositoles
(Pike y cols., 2002). Por sus propiedades fisicas, la ceramida se desplaza lateralmente
en la bicapa lipidica de la membrana, facilitando la formacién y estabilizacién de
estas microestructuras. El n-acil derivado de la esfingosina se puede encontrar en esos
dominios como unidad monomérica, pero también, formando agregados homodiméri-
cos y estructuras multiméricas en las que las moléculas de ceramida estdn intimamen-
te empaquetadas y asociadas con otros esfingolipidos y con el colesterol (Dobrowsky,
2000)

Las caveolas (Figura 8) son rafts especializados, caracterizados por su resistencia
a la solubilizacién por triton X-100 a 4° C y porque contienen caveolina, ademas de
otras moléculas que participan en la transduccion de sefiales, entre las que se inclu-
yen: los receptores tirosina kinasa (EGFR: receptor del factor de crecimiento epidér-
mico y PDGFR: receptor del factor de crecimiento derivado de paquetas), el receptor
del factor de necrosis tumoral (TNFR), Fas, receptores acoplados a proteinas G, fac-
tores iniciadores y efectores de rutas intracelulares (protefnas G, adenilato ciclasa,
Src, Ras, ceramidasa) y la 6xido nitrico sintasa (NOS) (Grassme y cols., 2001). Estos
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Ficura 8. Estructura y componentes de las caveolas.
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microdominios de membrana facilitan la interaccion rdpida y eficiente entre los dife-
rentes elementos de respuesta sefializadores.

5.1.2.  Funcién de la ceramida generada en la membrana plasmdtica a partir de
esfingomielina

Tanto la esfingomielina de la monocapa externa de la membrana plasmética, como
la situada en la cara citosélica (10 al 20% del total en la M.P.), pueden sufir hidrélisis.
La liberacién de CER en respuesta al estimulo celular puede ser rdpida y transitoria,
de segundos-minutos de duracién, con un incremento de ceramida equivalente al
doble de los valores en células no estimuladas. Existe también, otra fase lenta y
sostenida de generacién, donde el incremento de ceramida puede alcanzar valores
equivalentes a 5 veces los controles. Como se indica a continuacién, la ceramida
generada en cada una de estas fases cumple funciones diferentes.

El movimiento «flip flop» de las ceramidas naturales entre ambas monocapas de
las membranas biolégicas es relativamente lento, lo que obliga a estas moléculas a
permanecer, un tiempo determinado, en el lado de la bicapa donde tiene lugar su
produccion. Este condicionamiento hace dificil que la CER generada a partir del
principal reservorio de esfingomielina (lado exoplasmatico de los rafts) actde rapida-
mente sobre una protefna citoplasmatica. Su accién seria, la de componente estructu-
ral de los rafts que modula la funcién de los mismos (Van Blitterswijk y cols., 2003)
(Figura 9).

Se ha demostrado que la translocacién del receptor de muerte Fas y su agrupa-
miento en las estructuras de membrana ricas en ceramida, es un requisito previo y
necesario para desencadenar la muerte celular apoptética. Ademds, las moléculas de
ceramida generadas en las caveolas con intervencién de la a EMasa, modulan las
actividades de otros componentes ubicados en esas microestructuras 6 en su proximi-
dad (NOS, PKC y proteinas fosfatasas) que a su vez, regulan las actividades de
diferentes factores iniciadores y efectores apoptéticos (Guzman y cols., 2001).

FUNCION DE LA CERAMIDA GENERADA RAPIDA Y TRANSITORIAMENTE EN LA SUPERFICIE
CELULAR

Se ha comprobado la generacién rdpida y transitoria de CER en la superficie de
células T tras la activacién del receptor CD95/Fas y en células B, siguiendo a la
activacion del receptor CD40 (Grassme y cols., 2001 y 2002). Esta CER que se forma
en los rafts lipidicos (figura 9a) con intervencion de la EMasa 4cida, facilita la agru-
pacién de los receptores de muerte localizados en los citados microdominios. Este
hecho, se ha constatado con la utilizacién de agentes (metil-B-ciclodextrina) capaces
de destruir dichas microestructuras y en células con déficit de aEMasa en que la
adicién de CER, motiva la recuperacion de la sensibilidad al ligando CD95/Fas (Hue-
ber y cols., 2002; Vidalain y cols., 2000).

El agrupamiento de receptores en los rafts y su activacion, se asocia a la captacién
de diversas proteinas sefializadoras: FADD y caspasa-8, en el caso de CD95/Fas y
TRAF, en el caso de CD40 (Vidalain y cols., 2000; Hueber y cols., 2002). Ademds,

130



la activacién del receptor origina la translocacién de la ¢ EMasa desde los reservorios
intracelulares a la monocapa externa de la membrana plasmadtica, donde se localizard
junto con los esfingolipidos en los rafts. Por otra parte, se ha descrito que antes de
alcanzar la superficie celular, la « EMasa se activa transitoriamente en el lado luminal
de los endosomas en reciclaje (cuyo valor de pH es bajo), generando CER en esas
vesiculas cerradas. Tras la fusién de éstas dltimas estructuras con la membrana plas-
maética, la ceramida aparece en la cara externa de la misma donde facilita el acerca-
miento de rafts y el agrupamiento de los receptores (Figura 9a).

FUNCION DE LA CERAMIDA GENERADA LENTA Y SOSTENIDAMENTE DURANTE EL PROCESO
APOPTOTICO

Mientras que en la fase iniciadora de la apoptosis, las EMasas 4cida y neutra
producen pequefias y transitorias elevaciones de ceramida (Figura 9a), en la fase
efectora de este proceso (como el inducido a través del receptor de muerte, algunos
farmacos anticancerosos y radiacién ionizante) se produce una generacién lenta y
sostenida del esfingolipido (Figura 9b). Este reservorio de ceramida procede de la EM
componente de la membrana plasmética y se forma bajo la accién hidrolitica de una
esfingomielinasa neutra que interviene después de la activacion de las caspasas induc-
toras (Tepper y cols., 1999 y 2000).

La pérdida de asimetria en la bicapa lipidica de la membrana plasmadtica y la
exposicion de la fosfatidilserina en la superficie celular que tiene lugar en la fase
efectora de la apoptosis, conduce a una translocacién de la esfingomielina desde la
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Ficura 9. Generacion de ceramida en ambas caras de la membrana plasmdtica (Raft) y
function de la misma durante las fases iniciadora y efectora de la apoptosis (Van Blitterswijk
y cols., 2003). (a) En la fase iniciadora de la apoptosis, la a EMasa actiia sobre la EM de
la cara extracelular de la membrana plasmdtica y la n EMasa, sobre un reservorio de EM
minoritario, en la cara interna de la misma. (b) En la fase efectora, la n EMasa hidroliza la
mayor parte de EM que previamente se habia translocado desde la cara externa a la cara
interna de la membrana plasmdtica. A la inversa, la fosfatidilserina (FS) se desplaza a la
superficie cellular, donde actiia como sefial de reconocimiento para los macréfagos.
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monocapa externa de la membrana plasmadtica a la cara citosélica de la misma. Inme-
diatamente y sin ningdn otro evento activador aparente, €l esfingolipido translocado
es hidrolizado por una EMasa neutra con la consiguiente liberacién de ceramida en
la cara citosélica (Tepper y cols., 2000; Van Blitterswijk y cols., 2003).

La disminucién de EM en la cara externa de la membrana plasmética y la pérdida
de la asimetria lipidica, afecta profundamente a las propiedades fisicoquimicas y a la
estructura de los rafts. Esos cambios, unidos a los que se producen en el citoesqueleto,
facilitan la formacién de vesiculas en la membrana, su propagacién y finalmente la
generacién de cuerpos apoptdticos (Tepper y cols., 2000).

En conclusion, las investigaciones hasta el momento, permiten afirmar que la
ceramida que se genera rapida y transitoriamente en la superficie celular facilita el
agrupamiento de los receptores de muerte en los rafts lipidicos, mientras que la ge-
nerada durante la fase lenta y sostenida interviene en la formacién de cuerpos apop-
téticos (Van Blitterswijk y cols., 2003).

5.2. Lisosomas

La generacién de ceramida en los compartimentos dcidos lisosomas/endosomas se
relaciona con la apoptosis inducida por el estrés. Se ha demostrado que una elevacién
del pH intralisosémico en fibroblastos o el aumento de la expresién de la ceramidasa
dcida, protege a esas células de la apoptosis inducida por LDLox (LDL oxidadas,
contienen oxisteroles y peréxidos de dcidos grasos) (Deigner y cols., 2001). Ademas,
tanto LDLox, como TNFa, ligando Fas e interferén v, inducen la liberacién de una
proteasa, la catepsina D, de los endosomas o lisosomas al citosol, donde inicia una
cascada proteolitica conducente a la apoptosis (Heinrich, y cols., 1999). '

5.3. Mitocondria

En la mitocondria convergen la mayor parte de los procesos sefializadores apop-
toticos, por ello, este orgdnulo, conservado en la evolucién, desempefia un papel clave
en el destino muerte/supervivencia de la célula (Desagher y Martinou, 2000; Andrés
y Cascales, 2002).

5.3.1. Implicacion de las proteinas de la familia Bcl-2 en la apoptosis

La ceramida, el gangliésido Gy, los 4cidos grasos y sus productos de oxidacién,
las especies reactivas de oxigeno (ROS), el 6xido nitrico y el calcio, son sefiales de
muerte que convergen en la mitocondria a través de la activacién de los miembros
pro-apoptoticos de la familia Bcl-2: Bak, Bad, Bax, Bid y Bim. Durante la apoptosis,
estos péptidos se transladan desde los rafts lipidicos 6 desde el citosol a la mitocon-
dria, en cuya superficie se encuentran los miembros anti-apoptéticos Bel-2 y Bel-X,
(Figura 2 y 10).

La translocacién de Bax va acompafiada de cambios en su conformacién, con
enmascaramiento de su regiéon N terminal y oligomerizacién. Ya en la membrana
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externa mitocondrial, se inserta como una proteina integral de la misma (Eskes y
cols., 2000).

Bid, es activado proteoliticamente en el citosol por la caspasa 8, que le convirtie
en Bid truncado (¢t Bid), el cual se dirige especificamente a la mitocondria. En los
procesos iniciales de la apoptosis, la cardiolipina, glicerofosfolipido especifico de la
membrana interna mitocondrial y confinado en la cara matricial de la misma, se
transloca a la monocapa externa (cara al espacio intermembrana). En esta nueva lo-
calizacién, la cardiolipina interacciona y confiere especificidad a la relocalizacion
subcelular de ¢ Bid, que a su vez, activard a otros factores apoptdticos como Bax y/
o Bak. Ademas, la unién de ¢ Bid con el glicerofosfolipido, motiva una curvatura
negativa en la membrana que desestabiliza la bicapa lipidica (Eskes y cols., 2000, Wie
y cols., 2000, Lutter y cols., 2000).

Bad es susceptible de fosforilacién por varias quinasas que se activan, en respues-
ta a diversos factores de supervivencia. Entre estas kinasas se encuentran: Akt, pro-
teinas kinasa activadas por mitogenos (MAPK), proteina kinasa A (PKA), kinasas
activadas por MAPK (Rsks) y kinasa | activada por p21 (PAK). Durante la apoptosis,
Bad es desfosforilado por la fosfatasa dependiente de Ca™, calcineurina y por la
fosfoproteina fosfatasa la (PP1la), diana de la ceramida. En este estado, se transloca
a la mitocondria donde se une e inactiva a la proteina antiapoptética Bcl-X; (Wang
y cols.,1999).

Bim es otra proteina pro-apoptética que se transloca a la mitocondria y neutraliza
a la proteina antiapoptética Bcl-2 (O’Reilly y cols., 2000).

Defosforilacién —an Bcl-2
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Ficura 10. Funcién de proteinas de la familia Bcl-2 en la apoptosis.
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Los miembros pro-apoptéticos (Bax, Bak, tBid) permeabilizan la membrana mi-
tocondrial mediante la formacién de poros de transicién, a través de los cuales, se
liberan proteinas apoptdticas (citocromo ¢, AIF y Smac/Diablo) desde el espacio
intermembrana al citosol. La salida de estas proteinas hace de la mitocondria un
orgdnulo ejecutor de muerte celular. Por el contrario los miembros antiapoptéticos
(Bcl-2 y Bel X)) que se localizan en la superficie mitocondrial, pueden contrarrestar
la accién de estas proteinas que forman poros, al constituir heterodimeros con ellas
(Bax/Bcl-2 6 Bax/Bcl X,) y en consecuencia, impedir la liberacién de citocromo c
(Figura 10) (Gottlieb, 2000).

5.3.2. Funcion de la ceramida en la via apoptética mitocondrial

Investigaciones recientes han revelado que en las membranas mitocondriales, se
encuentran presentes varios componentes de las vias de sefializacién de los esfingo-
lipidos: EM, ceramida, CERsintasa, EMasa y CERasa. Sin embargo, no se ha podido
precisar si, como ocurre en la membrana plasmatica, los esfingolipidos mitocondriales
estdn reagrupados en estructuras semejantes a los rafts (Birbes y cols., 2001; Van
Meer y Lisman, 2002; El Bawab y cols., 2000).

La mitocondria recibe CER, directamente del R.E. mediante contactos intermem-
brana y también, a partir de la hidrdlisis de EM que tiene lugar durante la apoptosis
(Marsh y cols., 2001) (Figura 11). Aunque ha resultado dificil, demostrar una rela-
cion directa entre el contenido de ceramida mitocondrial y la velocidad de muer-
te celular, los resultados obtenidos en diferentes investigaciones apoyan firmemente
esa relacion:

a) El contenido de CER en mitocondrias aisladas, se eleva durante la apoptosis
inducida por CD95/FAS, TNF«, y radiacién (Garcia-Ruiz y cols., 1997 y
Matsko y cols., 2001).

b) Durante la apoptosis, se produce la hidrélisis de un reservorio mitocondrial
de EM (Birbes y cols., 2001)

¢) Las variaciones en el nivel de ceramida endégena motivadas por TNFo y Fas
L, se producen después de la activacién de la procaspasa-8 y antes de la de
las procaspasas-9 y -3, efectoras de la muerte celular por apoptosis (Gottlieb,
2000).

d) El tratamiento de mitocondrias aisladas, con ceramida, conduce a la inhibi-
cién del complejo III de la cadena de transporte electrénico mitocondrial e
induce la produccién de especies reactivas de oxigeno que actian como
mediadores celulares de la apoptosis. La generacién de H,O, se produce si-
multdneamente a la transicién de la permeabilidad de membrana, estando
ambos eventos implicados en el desencadenamiento de las respuestas apopt6-
ticas (Garcia Ruiz y cols., 1997).

Las especies de ceramidas capaces de inducir apoptosis poséen un doble

enlace «trans» (la N-acil dihidroesfingosina carece pricticamente de efectos
apoptéticos), cuya posicién respecto al grupo alcohdlico, convierte a este
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tltimo en un grupo facilmente oxidable que compromete a estas ceramidas en
reacciones de oxido reduccién: la ceramida (insaturada) puede ser oxidada
por el grupo quinénico de la ubiquinona 6 formar un compuesto de conden-
sacién con el mismo, lo que dafiaria a la cadena respiratoria y a la funciona-
lidad de la mitocondria.

e) Se ha demostrado, en células de cancer de pecho MCF7 (Birbes y cols.,
2001) que la transfeccién de proteinas de fusién, constituidas por n EMasa,
combinada con sefiales dirigidas especificamente a compartimentos celulares
(membrana plasmatica, citoplasma, mitocondria, complejo de Golgi, R.E. y
nicleo), origina en todos ellos incremento en los niveles de ceramida, pero
s6lo la acumulacién de ceramida en la mitocondria causa la muerte apop-
tética.

f) En la membrana de mitocondrias aisladas, la CER forma canales de poro
suficientemente amplio para permitir la salida de cit ¢ y de otras pequefias
proteinas. Sin embargo, este sencillo mecanismo no se ha comprobado en los
sistemas in vivo, en los que en la permeabilidad de la membrana externa
participan otros factores, como las protefnas de la familia Bcl2 (Desagher y
Martinou, 2000).

g) En los efectos apoptogénicos dependientes de la mitocondria y mediados por
Gy, la ceramida juega un doble papel: como precursor metabélico del gan-
gliésido apotogénico y como producto generado en la MP a partir de EM, que
facilita la vesiculacién y transporte del G, a la mitocondria. Es probable que
el G,, sélo o en colaboracién con otras moléculas apotéticas (¢ Bid, Bad
desfosforilado 6 Bax) dirija la sefial apotdtica vesicular especificamente hacia
la mitocondria (Figura 11).

G, se biositetiza a partir de CER en el complejo de Golgi y via vesicular,
se transporta a la superficie celular donde se concentra en los raft/caveolas.
La estimulacién de los receptores de muerte (TNFR y CD95/Fas), induce la
sintesis del gangliésido y activa la @ EMasa en la M.P. Como consecuencia,
incrementa el contenido de G, y de ceramida en la superficie celular, se
induce la asociacién de los rafts lipidicos y la curvatura local inversa de
regiones especificas de la M.P., facilitando asi la formacién de vesiculas
endociticas (incluyendo Cer y Gp;) que se dirigen a la mitocondria (Figu-
ra 11).

La implicacién de Gy, en el proceso apoptético se ha demostrado: por la
localizacién del gangliésido junto a los marcadores endosémicos Rab 5y Rab
7 (Garcia-Ruiz y cols., 2002); porque el aumento de la expresion de la Gy,
sintasa induce apoptosis, mientras que su supresion, la inhibe (Colell y cols.,
2002) y porque Gy, actia sobre el poro de transicion de permeabilidad de
membrana mitocondrial (después de la generaciéon de ROS), motivando la
salida eventual de cit ¢ de la mitocondria (Garcia-Ruiz y cols., 2000).

La caracterizacién de las dianas mitocondriales de la CER, permite proponer
un mecanismo que identifica la funcién del esfingolipido en la via mitocondrial (Fi-

gura 12):

135



Factor de crecimiento  receptor de muerte
2 EMasa
EM -~ GD3
MP “iGD3 ' ) /EM  _— - Ce[ ‘e" i
e RﬂfT V S = S
dindmicos -
_PBK
ERKfJ '%E
il %“,WJPKB Rabs
EM*} PKD { Cer\ Rab7
{EM pag< — \ep3
) ’DAG/ £ Ba
Golgi / [EMsintsa .

»GicCer »>Cer /(
GicCer +—Cer { Fc

©

Palmitoil.CoA + Serina ——»-—bCur‘ FC ) cer-

RE. [ FC 4,
Pcolina —* CDP-colina—— FC <~

Mitocondria

Fiura 11. Vias de transporte de lipidos implicadas en la sefializacién que conduce a la
supervivencia y muerte celular (Van Blitterswijk y cols., 2003). La CER y la FC se sintetizan
en el reticulo endoplasmdtico (R.E.). La Cer puede ser captada por las mitocondrias (por
contacto) o ser transportada (via vesicular) al aparato de Golgi. En este compartimento y
bajo control por los factores de crecimiento o los ligandos de los receptores de muerte, se
produce la sintesis de esfingolipidos complejos y su transporte vesicular anterogrado hacia
la membrana plasmdtica. La presencia de Cer en Golgi, es esencial para la EM sintasa que
actia como una palanca reguladora del flujo metabdlico y niveles de este esfingolipido y del
DAG:; y también imprescindible para la sintesis y transporte del gangliésido GD3 que con-
duce a la sefalizacion de muerte. Por otra parte, el transporte vesicular retrégrado se
produce tras la estimulacion de los receptores de membrana plasmdtica, endocitosis y pos-
teriormente a la dindmica de los rafts. Aunque las rutas de superviviencia y proliferativas que
inducen la activacién de ERK y/o PKB (verde) se diferencian de las rutas de muerte dirigidas
hacia la mitocondria (rojo), existen interconexiones entre ambas vias (la PKB, inactiva a Bad
por fosforilacion en la mitocondria).

1. La proteina fosfatasa activada por ceramida (CAPP), es una proteina hetero-
trimérica que en respuesta a la elevacién de la concentracion celular de ce-
ramida, se disocia. La subunidad Ba se desplaza desde el citosol a la mito-
condria, donde rdpidamente cataliza la desfosforilacién del factor
antiapoptético Bcl-2 que queda inactivo para bloquear la muerte celular. Por
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Ficura 12. Interacciones de la ceramida con distintos componentes de la via de sefializacion
apoptdtica mitocondrial.

otra parte, esta enzima también desfosforila a la PKCa, a la que inactiva e
impide asi, la fosforilacién y activacién, por esta proteina kinasa, de Bcl-2
(Ruvolo y cols., 2002).

2. LaPP 1A (y/o calcineurina) que se activa por CER, cataliza la defosorilacién
de Bad que en este estado, se transloca a la mitocondria, donde se une e
inactiva al factor antiapoptético Bcl-X; (Wang y cols., 1999)

3. Por otra parte, la CER potencia sinérgicamente a la proteina propapoptética
Bax en la induccién de la transicién de la permeabilidad de la membrana
interna mitocondrial (Pastorino y cols., 1999). Induce asimismo, incremento
transitorio del valor de pH intracelular, lo que motiva cambios conformacio-
nales en Bax relacionados con el poro de transicién de permeabilidad (Be-
laud-Rotureau y cols., 2000).

4. Se ha demostrado que la formacién de ceramida como respuesta celular a los
agentes que dafian el DNA, es posterior a la activacién de la proteina p53
(Dbaibo y cols., 1998). Teniendo en cuenta que esta proteina se transloca a
la mitocondria e induce apoptosis, es posible que a través de este orgdnulo,
se establezca la conexién entre la ceramida y p53.
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6. CERAMIDA COMO SEGUNDO MENSAJERO DIRIGIDO A LA PKC{:
DETENCION DEL CRECIMIENTO CELULAR

Se ha demostrado, en varios tipos de células, 1a unién directa de las ceramidas na-
turales a la PKCC, asf como la translocacion (a una regién perinuclear) y activacién de
esta enzima, en respuesta a la EMasa exégena (Lozano y cols., 1994). La PKC{ tiene
una doble y opuesta funcién: por una parte, activada por PI3K y por PDK, es compo-
nente de una cascada de sefializacion mitogénica y por otra parte, con intervencién de
la ceramida, es inhibidor directo de la via de supervivencia Akt/PKB (Figura 13).

Los factores de crecimiento, como el derivado de plaquetas PDGF, estimulan la
via proliferativa o de supervivencia Akt/PKB a través de la activacién de la PI3K.
Esta dltima kinasa desencadena una cascada mitogénica que a través de la PKB con-
duce a la fosforilacién y subsiguiente secuestro (por la proteina 14-3-3) de la proteina
proapoptotica Bad, localizada en la mitocondria (Figura 10) (Datta y cols., 1997).

La ceramida induce detencién del crecimiento celular, mediante la regulacién
negativa de la via proliferativa Akt/PKB por un doble mecanismo: a) con su unién a
la PKCC, induce el acoplamiento de esta kinasa a la PKB y con ello la inactivacién
de esta ultima (Bourbon y cols., 2002); b) activando a la PP2A que a su vez inactiva,
por defosforilacién, a la PKB (Cazzolli y cols., 2001). Ambos eventos desembocan en
la detencién del crecimiento celular (Figura 13).

PDGF PDGF
PI3K — PDK PI3K— PDK
Cer
1 PP2A
Cer v vy
®®
PKCC PKB__ PKC{ PKB
activa inactiva
v v 4
PROLIFERACION/SUPERVIVENCIA DETENCION DEL CRECIMIENTO

Fiura 13.  Regulacion negativa de la via de supervivencia Akt/PKB por la PKC{ activada
por ceramida y por la PP2A (las flechas de linea continua indican vias activas, mientras que
las de linea discontinua, indican inhibicién de estas rutas) (Van Blitterswijk y cols, 2003).
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7. EFECTOS ANTIAPOPT()TICQS DE LOS FACTORES DE
CRECIMIENTO: DISMINUCION DE LOS NIVELES DE CERAMIDA

La supervivencia celular depende de una serie de estimulos, que inducidos por
numerosos factores de crecimiento y neuropéptidos, inhiban las seflales apoptdticas.
Entre las vias de sefializacién mds estudiadas (tanto en células normales como cance-
rigenas), se encuentran las desencadenadas por el EGF y el PDGF, que interaccionan
con sus receptores andlogos tirosina kinasa, EGFR y PDGFR, localizados dentro de
las caveolas o rafts (Zundel y cols., 2000; Payne y cols., 1999).

El sistema EGF-EGFR, induce sefiales antiapoptéticas que parecen depender del
descenso de los niveles de ceramida, via inhibicién de la actividad EMasa y/o acti-
vacién de la ceramidasa 4cida (Payne y cols., 1999). Teniendo en cuenta que inhibi-
dores especificos de la ceramidasa dcida (OE), potencian las respuestas apoptoticas
inducidas por agentes citotéxicos en presencia de EGF (Mimeault y cols., 2003), y
que la ceramidasa 4cida se sobreexpresa en células de cancer prostitico, es probable
que el efecto inhibidor del EGF sobre la actividad intrinseca de esta enzima, contri-
buya a la supervivencia de las células cancerigenas.

Por otra parte, los factores de crecimiento desencadenan la via de sefializacion
PI3K/Akt/Bad, activacién que es necesaria para la inhibicién de la apoptosis de dife-
rentes tipos de células. La alteracién de esta via se relaciona con la transformacién y
progresién tumoral en muchos tipos de cancer humano. Por otra parte, se ha obser-
vado que los elementos proapoptdticos de respuesta al estrés, retroregulan la cascada
de supervivencia PI3K/Akt a través de la activacién de la esfingomielinasa dcida y
consiguiente generacion de ceramida. Este esfingolipido actia como segundo mensa-
jero que recluta caveolina a las caveolas, donde la proteina puede inhibir la actividad
PI3K y sus consecuentes sefiales de superviviencia (Figura 13) (Zundel y cols., 2000).

8. GENERACION DE NO' Y SU FUNCION EN LA MUERTE CELULAR
INDUCIDA POR CERAMIDA

En varios tipos de células (normales y transformadas) se ha observado una rela-
cién funcional entre los niveles celulares de ceramida y los del 6xido nitrico radical
(NO"). También se ha descrito que los precursores de ceramida y las enzimas que
modulan su metabolismo, se colocalizan en las caveolas o rafts, con las distintas
isoformas de NOS: NOS de tipo inducible (iNOS) y NOS consituitivas, eNOS y
nNOS (Igarashi y cols., 1999).

Las caveolas podrian actuar como sitios funcionales para la generacién de cera-
mida y NO-, productos que podrian actuar individual o sinérgicamente, dirigiendo
cascadas de sefializacién apoptéticas/necréticas. Las moléculas de NO, reaccionan
con el anién superéxido (O,) para generar el, altamente citotéxico, anién peroxinitrito
(COONO) o la forma protonada del mismo (HOONO). Esos compuestos oxidantes,
pueden iniciar la peroxidacién lipidica de las membranas y contribuir asf a las carac-
teristicas necréticas observadas en numerosas células cancerigenas que tienen concen-
traciones elevadas de NO y/o ceramida.

Aunque no se han caracterizado atin los mecanismos de accion molecular, se han
propuesto ciertas conexiones entre las vias de sefializacién celular de la ceramida y
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del NO. En particular, la activacién de iNOS y consiguiente generacién de NO;,
estimula las esfingomielinasas 4cida y neutra e inhibe la ceramidasa 4cida, conducien-
do a la acumulacién de ceramida y al aumento de la muerte celular apoptética. Ade-
mds, los efectos citotéxicos de la ceramida se potencian por fairmacos donadores de
NO' (espermina-NO, S-nitroso-glutation y nitroprusiato sédico) (Hortelano y cols.,
1997; Huwiler y cols., 1999).

9. PERSPECTIVAS DE UTILIZACION DE LA CERAMIDA
EN LA TERAPIA FRENTE AL CANCER

Para mejorar la eficacia de las radio- y quimioterapias frente a ciertos tipos inva-
sivos de cancer (de colon, ovario, piel, pecho, pulmén y préstata), es necesario iden-
tificar los mecanismos moleculares responsables de la resistencia que desarrollan sus
células a las mismas. Parece que esta multiresistencia se debe a la existencia de
elementos de respuesta aberrantes en las cascadas de sefializacién de la ceramida y/
o de las caspasas (Finkel, 1999). En concreto, se ha comprobado en células de céncer
humano que la disminucién de los niveles de ceramida endégena, como consecuencia
de la elevada expresién o actividad de la glucosilceramida sintasa, conduce a un
fenotipo de multiresistencia a farmacos (Ogretmen y Hannun, 2001).

Por el contrario, la elevacién de los niveles celulares del esfingolipido, inducida
por diferentes agentes, como el TNFo y el ester de forbol TPA, sensibiliza a las
células cancerosas al efecto apoptético de la radiacién ionizante. Por otra parte, se ha
observado que las células tumorales son mds sensibles que las normales, a los efectos
citotéxicos inducidos por la CER (Guzman y cols., 2001; Ogretmen y Hannun, 2001).

En conclusién, el uso de mezclas de agentes diferentes que favorezcan la acumu-
lacion de ceramida (anti-proliferativos) respecto a la de sus metabolitos, EFIP y
GlcCER (proliferativos), representa una estrategia prometedora para incrementar la
sensibilidad de los canceres metastdsicos a las terapias anticancerosas convencionales.
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11. ABREVIATURAS

a CERasa: ceramidasa 4cida

a EMasa(s): esfingomielinasa(s) 4cida(s)

AIF: factor iniciador de la apoptosis

alc CERasa: ceramidasa alcalina

Apaf-1: factor activador de las proteasas apoptogénicas
bEMasa: esfingomielinasa bacteriana

CAPK: proteina kinasa activada por ceramida
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CAPP: proteina fosfatasa activada por ceramida

Cit c: citocromo ¢

CER: ceramida

CERasa(s): Ceramidasa(s)

DAG: diacilglicerol

DD: dominio de muerte

DISC: complejo de sefializacién inductor de muerte
EGF: factor de crecimiento epidérmico

EGFR: receptor del factor de crecimiento epidérmico
EM: esfingomielina

EMasa(s): esfingomielinasa(s)

eNOS: 6xido nitrico sintasa endotelial

ERK: quinasa regulada por sefiales extracelulares
ES: esfingosina

ES-1P: esfingosina-1 fosfato.

ESK: esfingosina kinasa

FADD: dominio de muerte asociado a Fas

Fas L: ligando del receptor Fas

FC: fosfatidilcolina

FS: fosfatidilserina

GalCER: galactosil ceramida

GlcCER: glucosil ceramida

IAP: inhibidor de proteinas apoptéticas

iNOS: 6xido nitrico sintasa inducible

KSR: kinasa supresora de ras.

LacCER: lactosilceramida

LDLox: lipoproteinas de baja densidad oxidadas
M.P.: membrana plasmaética

MAPK: proteina kinasa activada por mitégenos
MEK: proteina kinasa activada por mitégenos kinasa
n EMasa(s): esfingomielinasa(s) neutra(s)

n/alc CERasa: ceramidasa neutra/alcalina

NF-kB: factor de necrosis kappa B

NGF: factor de crecimiento nervioso

nNOS: 6xido nitrico sintasa neuronal

NOS: 6xido nitrico sintasa

OE: N-oleoiletanolamida

PAK: kinasa 1 activada por p21

PDGEF: factor de crecimiento derivado de plaquetas
PDGFR: receptor del factor de crecimiento derivado de paquetas
PDK: proteina kinasa dependiente del 3 fosfoinositido
PI 3K: fosfoinositido 3 kinasa

PKA: proteina kinasa A

PKB: proteina kinasa B

PKC: proteina kinasa C

PKCo: proteina kinasa C o

PKCC: proteina kinasa C (

PP1: proteina fosfatasa de la familia 1 (serina/treonina fosfatasa)
PPla: fosfoproteina fosfatasa la

PP2A: proteina fosfatasa de la familia 2A (serina/treonina fosfatasa)
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R.E.: reticulo endoplasmético
ROS: especies reactivas de oxigeno

Rsks: proteinas kinasas activadas por MAPK

¢t Bid: Bid truncado
TNFo: factor de necrosis tumoral o
TNEF: factor de necrosis tumoral

TNFR: receptor del factor de necrosis tumoral

TPA: 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato
TRAF: factor asociado al receptor TNF
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