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Funcion de los esfingolipidos en la senalizacion
celular

EVANGELINA PALACIOS ALAIZ

RESUMEN

Los esfingolipidos son segundos mensajeros que a través de la modulacién
de cascadas de sefializacion, regulan diferentes procesos de la actividad celular:
apoptosis, senescencia, diferenciacion y ciclo celular. La ceramida es la molé-
cula central del metabolismo de los esfingolipidos, capaz de activar enzimas im-
plicadas en redes de sefalizacién activadas por el estrés. Son dianas bien ca-
racterizadas de la ceramida, la PKCC, la kinasa supresora de Ras, JNK, asi como
las proteinas fosfatasa 1/2A. Mediante la activacién de las proteinas fosfatasa,
la ceramida inhibe indirectamente proteinas kinasa que son componentes clave
en las vias de sefalizacion de supervivencia. Este esfingolipido desempefia tam-
bién importante funcidon reguladora de la apoptosis, directamente mediante la
formacion de poros en la membrana externa mitocondrial y/o a través de su
interaccién con péptidos pro- y anti-apoptéticos de la familia Bcl-2, lo que per-
mite la salida al citoplasma de proteinas y otros factores apoptoticos.

La esfingosina 1-fosfato y la ceramida 1-fosfato, metabolitos originados bajo
la accién de la esfingosina kinasa y de la ceramida kinasa, estdn implicadas en
la regulacién de las vias de supervivencia y respuestas inflamatorias. Estos dos
metabolitos fosforilados actiian coordinadamente en la regulacion de la sintesis
de eicosanoides, importantes mediadores de la inflamacién. Mientras que esfin-
gosina 1-fosfato ejerce su accién principalmente via receptores acoplados a pro-
teinas G, la ceramida 1 fosfato se une directamente a dianas moleculares como
cPLA, y proteinas fosfatasa 1/2A.

En este articulo se resume el metabolismo de los esfingolipidos, su regula-
cion y las conexiones con las vias de sefializacién moduladas por estas molé-
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culas bioactivas. Ceramida y esfingosina inducen muerte celular, mientras que
ceramida 1-fosfato y esfingosina 1-fosfato son moléculas antiapoptéticas que
ejercen efectos antagénicos. La inmediata proximidad de estas moléculas en el
metabolismo, hace necesaria una estricta regulacion de las enzimas implicadas
en el mismo, para mantener el equilibrio del que depende el destino celular.

ABSTRACT

Sphingolipids has proven to be powerful second-signal effector molecules that
through modulation of intracellular signalling, regulates different cellular processes
including apoptosis, senescence, differentiation and cell cycle. Ceramide, the cen-
tral molecule of sphingolipid metabolism, activates several enzymes involved in
stress signalling cascades. JNK, PKCC, kinase suppressor of Ras, and protein phos-
phatases 1/2A are well characterized targets of ceramide. This sphingolipid, by ac-
tivating protein phosphatases, inhibit indirectly kinases that are key components of
pro-growth signalling processes. Ceramide play also a major regulatory role in apop-
tosis by inducing release of proapoptotic proteins to the cytoplasm through forma-
tion of channels in the mitochondrial outer membrane and by regulating respecti-
vely, positive and negative pro- and anti-apoptototic activity of Bcl 2 family peptides.

The phosphorylated sphingolipid metabolites sphingosine 1-phosphate and
ceramide 1- phosphate, generated by sphingosine kinases and ceramide kina-
ses, regulate cellular survival and inflammatory responses. Both metabolites act
in concert to regulate production of eicosanoids, important inflammatory me-
diators. While sphingosine 1-phosphate functions mainly via G- protein- cou-
pled- receptors, ceramide 1- phosphate binds directly to cPLA, and protein
phosphatase 1/2A.

This review summarizes sphingolipid metabolism and possible links between
this metabolism and sphingolipids- mediated signalling pathways. Ceramide and
sphingosine itself can induce cell death. Sphingosine 1-phosphate and ceramide
1- phosphate, on the other hand, are antiapoptotic molecules that mediate anta-
gonistic effects. These lipids mediators are metabolically juxtaposed and the
sphingolipid rheostat appears to be a critical point in determining cell fate.

1. INTRODUCCION

Esfingolipidos son los lipidos de membrana que incluyen en su estruc-
tura las denominadas bases esfingoides conocidas también como bases de

236



FUNCION DE LOS ESFINGOLIPIDOS EN LA SENALIZACION CELULAR

cadena larga 6 esfingosinas [1]. Fue Johann Thudichum (1884) quien acu-
i6 el término «sphingosin» en alusién a las enigmaticas propiedades de los
lipidos aislados de extractos de cerebro [2] que medio siglo mads tarde, fue-
ron caracterizados estructuralmente por Herb Carter. Este investigador pro-
puso la denominacién de esfingolipidos para los lipidos derivados de la es-
fingosina [3].

En el grupo de los esfingolipidos, con un nimero superior al millar de
moléculas actualmente identificadas, se incluyen: la esfingomielina, los cere-
brésidos y los ganglidsidos, todos ellos son moléculas anfipaticas, con una ca-
beza polar y dos radicales fuertemente hidréfobos, caracteristica que también
hace alusion a la esfinge, mitad mujer mitad leén que segtin la mitologia grie-
ga, devoraba a quien no descifraba sus enigmas. Componentes habituales de
las membranas bioldgicas, los esfingolipidos se consideraron, hasta hace apro-
ximadamente dos décadas, como meros integrantes estructurales y estdticos de
las membranas bioldgicas. Actualmente se han caracterizado como compo-
nentes funcionales y dindmicos que ademads de sus importantes funciones es-
tructurales en las células eucaridticas [4] intervienen en aspectos cruciales de
su actividad a través de la transduccion de sefiales [S] y del transporte intra-
celular de membranas. Regulan procesos de muerte y proliferacion celular, di-
ferenciacion, senescencia, inflamacion y transformacién [6,7]. Los esfingoli-
pidos desempefian funciones cruciales en el destino de la célula, muerte o
supervivencia y con ello en la iniciacién y progresion de enfermedades como
las degenerativas o el cancer influyendo decisivamente en la eficacia de las
terapias antineoplasicas [8-10].

2. METABOLISMO DE LOS ESFINGOLIPIDOS

El metabolismo de los esfingolipidos se lleva a cabo mediante un con-
junto de reacciones, distribuidas en diferentes compartimentos celulares, ca-
talizadas por enzimas que debido a la naturaleza hidrofébica de sus sustratos
y productos, a menudo son proteinas periféricas o integrales de membrana
(Figura 1) [7].

La ceramida (N-acil esfingosina) es la molécula bioactiva central en este
metabolismo y precursora de esfingolipidos complejos (Figura 2).

237



EVANGELINA PaLACIOS ALAIZ

CATABOLISMO e AMAROLISMO
EM GLE e KM GLS

¥

Endocaliloss ——0,
]:”'Im"jg —+Salida (GolghRE)
\'1.

Y
EX

BRI e cen )

||':-| Frmmsa T .F' ul larag ]
| CER | esu \e=
Ll Thasa § :

' /
\\ E'h)'( s’

_'_ -
ESIPP ' ESK 112
Etanolamina .

R -
# hoxadecenal i.:.q”p linsn B30 =

FiGura 1. Metabolismo de esfingolipidos. La biosintesis de ceramida a partir del palmitoil CoA
y serina tiene lugar en el RE, mientras que la de EM y GLS se localiza en Golgi (derecha). La
degradacion (izquierda) se realiza en los lisosomas y en la membrana plasmdtica [7].

FiGUrA 2. Estructura de la ceramida.
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2.1. BIOSINTESIS DE CERAMIDA Y ESFINGOLIPIDOS COMPLEJOS

La ceramida, en mamiferos, se origina por tres vias principales: biosintesis
de novo, que se realiza a partir de precursores sencillos, hidrolisis de esfingo-
mielina, catalizada por diferentes esfingomielinasas y la denominada via de re-
ciclaje o de salvamento en la que se origina ceramida mediante la acilacion
de la esfingosina y otras bases esfingoides procedentes de la degradacion de
esfingolipidos complejos.

2.1.1. Biosintesis de ceramida por la ruta de «novo»

Se localiza en el reticulo endoplasmatico (RE) (Figuras 1 y 3), comien-
za con la condensacién de serina y palmitoil CoA, con la intervencién de la
serina palmitoil transferasa (SPT) (E.C. 2.3.1.50), enzima dependiente de pi-
ridoxal fosfato, que cataliza la etapa limitante de velocidad en la biosinte-
sis de ceramida [11]. El metabolito resultante, 3 ceto-esfinganina, se reduce
a dihidroesfingosina (esfinganina) mediante la enzima 3 ceto-esfinganina re-
ductasa (E.C.1.1.1.102). La N-acilacién de la esfinganina a dihidroceramida
o ceramida (si hubiese esfingosina disponible) estd catalizada por la cera-
mida sintasa (dihidroceramida sintasa, esfinganina N-aciltransferasa, esfin-
gosina N-aciltransferasa) (E.C.2.3.1.24). La dihidroceramida, intermediario
metabdlico fisiolégicamente inactivo, se convierte en ceramida (CER), mo-
lécula bioactiva, mediante la dihidroceramida desaturasa, que introduce un
doble enlace trans entre los carbonos C, y C,. Aunque la ceramida sintasa
(CERS) se ha purificado, su enzimologia y regulacién molecular son esca-
samente conocidas. En mamiferos se han descrito varias isoformas de CERS
[13] de las cuales, al menos tres, LASS1, LASS4 y LASSS5 son funcionales.
Todas ellas son isoformas homoélogas de las proteinas de la levadura rela-
cionadas con la duracién de la vida, codificadas por el gen LAG/ (genl que
asegura la longevidad) [14, 15]. Los diferentes tipos de ceramidas que in-
cluyen en su estructura dcidos grasos especificos, tienen funciones diferen-
ciadas en la fisiologia y regulacién de la muerte celular, como sugiere la di-
versidad de genes que expresan ceramida sintasa [16]. Recientemente se ha
referido la implicacién de la sintesis de novo de la ceramida en los efectos
apoptoticos de las ceramidas paracelulares y de las intracelulares estimula-
das por el factor de necrosis tumoral alfa (TNFo) [17], asi como la partici-
pacién de la isoforma LASSS5 en la regulacion negativa de la biosintesis de
fosfatidil colina [15].
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Figura 3. Sintesis «de novo» de la ceramida [12].

2.1.2. Generacion de ceramida en la hidrdlisis de esfingomielina

La hidrélisis de de esfingomielina para originar ceramida se lleva a cabo en
reaccion catalizada por la esfingomielinasa (EMasa) enzima ampliamente dis-
tribuida en la célula, de la que se han descrito varias isoenzimas con diferente
localizacion subcelular, pH 6ptimo y requerimiento de cationes (apartado 2.2.1)

2.1.3. Formacion de ceramida por la via de reciclaje o de salvamento

En esta ruta se origina ceramida mediante la acilacién de la esfingosina y
otras bases esfingoides procedentes de la degradacién de esfingolipidos com-
plejos (apartado 2.2). Investigaciones recientes sefialan la importancia de la ruta
de recuperacion o de salvamento en el metabolismo y funcién de la ceramida
en cuya via intervienen, ademas de las esfingomielinasas, varias cerebrosidasas,
ceramidasas y ceramida sintasas. Se ha descrito la regulacién de esta via por la
accion concertada de la esfingosina-1-fosfato fosfohidrolasa y de la esfingosina
kinasa 2 [18]. A su vez, la via de salvamento, a través de la formacion de su
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metabolito esfingosina 1-fosfato (ES-1P) (apartado 2.3), controla la cantidad de
ceramida que se forma mediante la biosintesis de novo y modula las sefiales de-
pendientes de este esfingolipido [19].

2.1.4. Biosintesis de esfingolipidos complejos

La ceramida (CER) es la molécula precursora de los esfingolipidos com-
plejos, como la esfingomielina (EM), los cerebrésidos: glucosil ceramida
(GIcCER), galactosil ceramida (GalCER) y lactosil ceramida (lacCER) y los
gangliésidos [20, 21]. Desde el reticulo endoplasmdtico donde se biosintetiza,
la CER se transfiere al Complejo de Golgi (Figura 1) mediante transporte vesi-
cular o con intervencién de la proteina transportadora de ceramida (CERT) en
un proceso dependiente de ATP [22]. Esta proteina tiene varios dominios mole-
culares de unién a lipidos y el denominado START para la transferencia de es-
tas moléculas hidr6fobas [23, 24].

2.1.4.1. Biosintesis de glucoesfingolipidos

El complejo Golgi es el lugar principal para la biosintesis de los esfingoli-
pidos complejos; en su superficie, orientada al citoplasma, la CER se transfor-
ma en glucosil ceramida, esfingolipido que constituye el nicleo estructural de
un ndmero superior a 300 moléculas de glucoesfingolipidos mas complejos, al-
gunos de ellos pro-apoptéticos y otros anti-apoptoticos. La glucosil ceramida
sintasa (GCS) de origen humano fue clonada en 1998; cataliza la transferencia
de glucosa desde su uridin-difosfo derivado a la ceramida. Su centro activo se
sitda en la superficie citosdlica de las membranas del complejo de Golgi, a cuya
localizacion es transportada la ceramida, para su glucosilacién (Figura 4).

UDP Glucosa UDP

CERAMIDA GLUCOSILCERAMIDA

Ficura 4.  Sintesis de glucosilceramida. GCS: Glucosilceramida sintasa.
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La glucosil ceramida se transfiere a otras membranas mediante transporte ve-
sicular en mecanismo similar a los de transferencia de proteina para Golgi-MP
[25,7]; puede también, ser internalizada en las cisternas del Golgi donde una ga-
lactosil transferasa le convierte en lacCER y la actividad catalitica de diferentes
sialil transferasas transforma la lactosil ceramida en gangliésidos (GM3, GD3 y
GT3) mediante la adicion gradual de residuos de dcido sidlico a la galactosa [26,27].

2.1.4.2. Biosintesis de esfingomielina

La ceramida es el metabolito precursor directo de la esfingomielina (EM),
en la que se transforma mediante la reaccion catalizada por la esfingomieli-
na sintasa (EM sintasa) (Fosfatidil colina:ceramida fosfocolina transferasa)
que transfiere el grupo fosfocolina desde la fosfatidilcolina (FC) al hidroxi-
lo primario de la ceramida para formar esfingomielina y diacilglicerol (DAG)
(Figura 5).

Puesto que EM sintasa cataliza también la reaccion inversa: formacién de
FC a partir de EM [29] es posible que la enzima desempefie una funcién fisio-
l6gica importante regulando la concentracion celular de CER y de DAG, ambas
moléculas bioactivas que ejercen efectos negativo y positivo respectivamente,
sobre la proliferacion celular [30]. La actividad de EM sintasa, a través del con-
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Ficura 5. Sintesis de esfingomielina [28].
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trol de las concentraciones de EM y de CER, puede también estar implicada en
la modulacién funcional de los rafts lipidicos de la membrana plasmatica [31].
Se ha demostrado regulacién positiva de la actividad EM sintasa en condicio-
nes de proliferacién estimulada y transformacién, asi como en la regeneracion
hepdtica y carcinoma hepatocelular [32].

En relacién con la localizacién subcelular de la enzima, mientras que la iso-
forma EM sintasa 1 se localiza en Golgi, la EM sintasa 2 tiene su principal ubi-
cacion en la membrana plasmatica [33, 34, 30].

2.2. DEGRADACION DE ESFINGOLIPIDOS COMPLEJOS Y CERAMIDA

El catabolismo de los esfingolipidos (ELs) (Figuras 1 y 6) tiene lugar prin-
cipalmente en los lisosomas y en menor extension, en la membrana plasmatica.
Los diferentes ELs llegan a los lisosomas via caveolar y/o mediante endocito-
sis dependiente de clatrina [35]. Una vez en los lisosomas, son las proteinas ac-
tivadoras de esfingolipidos las encargadas de su presentacion a las enzimas hi-
droliticas en esta localizacién [36]. Los productos derivados del catabolismo,
como la esfingosina, acceden al citosol y pueden ser reutilizados en la via de
recuperacion (apartado 2.1.3).
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FiGurA 6.  Metabolismo de esfingolipidos [37].
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2.2.1. Glucosidasas y esfingomielinasas

Los gangliésidos y cerebrdsidos se convierten en ceramida, mediante la eli-
minacién sucesiva de monosacaridos o de sus derivados, por la accién hidroli-
tica de las correspondientes glucosidasas (a y b galactosidasas, b-glucosidasa,
neuraminidasa, hexosaminidasa) (Figuras 1y 6).

La hidrdlisis de esfingomielina, para generar ceramida, se lleva a cabo
con la intervencion de las esfingomielinasas (EMasas) [12] (Figura 1 y 6).
Entre las EMasas caracterizadas [38] las de mayor interés en la sefializacién
celular son las neutras (nEMasas) y las dcidas (¢EMasas) [39]. Ambas pue-
den ser activadas por el receptor de 55 kDa del factor de necrosis tumoral
(TNF- R55), a través de diferentes dominios citoplasmaéticos: nEMasa se ac-
tiva a través de la proteina adaptadora FAN que se asocia especificamente al
dominio de sefalizacion (NSD) del receptor de TNF, a su vez FAN puede
asociarse con otras proteinas ensambladoras que sirven de atraccién y acti-
vacién de otras muchas implicadas en diferentes vias de sefializacidn;
aEMasa puede ser también activada por TNF- R55, a través de proteinas adap-
tadoras como FADD y TRADD que se unen al dominio de muerte (DD) del
receptor.

Las esfingomielinasas neutras actian a valores de pH préximos a la neu-
tralidad, se han clonado tres isoformas en mamiferos (nEMasa 1/2/3). La fun-
cién de nEMasa 1 no ha sido definida. La actividad de las nEMasas 2 y 3 se
muestra dependiente de Mg** y su pH 6ptimo es 7,4. Mientras que la nEMasa
3 se expresa ubicuamente (reticulo endoplasmatico, Golgi, citosol, membranas
plasmatica y nuclear) [40], la isoforma 2 estd ligada a membrana plasmatica y
se expresa especificamente en cerebro por lo que se cuestiona su importancia
en el metabolismo y destino celular [16].

Las esfingomielinasas dcidas tienen un valor de pH 6ptimo alrededor de 4,5.
Se han descrito varias isoformas: aEMasa lisosémica/endosémica para cuya ac-
tividad es estrictamente necesario un pH acidico, aEMasa secretora cuya acti-
vidad se asocia con la inflamacién y con la respuesta al estrés, aEMasa activa-
da por receptor que se transloca a la cara externa de la membrana plasmaética y
se localiza en los microdominios de la misma denominados raft lipidicos que
actiian como plataformas de sefializacion para receptores de superficie [16]. Ade-
mads, la ceramida liberada tras la activacion de aEMasa contribuye a la muerte
celular mediada por TNF mediante mecanismos que finalmente tienen como dia-
na la mitocondria.
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2.2.2. Ceramidasas

La hidrélisis de la ceramida se lleva a cabo con la intervencién de las ce-
ramidasas (CERasas) que originan esfingosina (ES) y el 4cido graso correspon-
diente (Figura 6). Recientemente se han clonado cinco ceramidasas de origen
humano que estan codificadas por otros tantos genes diferentes y se han agru-
pado teniendo en cuenta los valores de pH necesarios para su optima actividad
catalitica: ceramidasa acida (¢CERasa), ceramidasa neutra (nCERasa), cerami-
dasa alcalina 1 (alcCERasa 1), ceramidasa alcalina 2 (alcCERasa 2), ceramida-
sa alcalina 3 (alcCERasa 3). Las isoformas, aCERasa, nCERasa, y alcCERasa
desarrollan su actividad mdxima en medios 4cido, neutro y alcalino respectiva-
mente. La ceramidasa dcida humana (h «CERasa) esta implicada en la enfer-
medad de Farber y se le ha atribuido importante funcién en relacién con la su-
pervivencia celular, se localiza en los lisosomas y utiliza preferentemente
ceramidas de cadena larga como sustratos, al parecer es la responsable del ca-
tabolismo de la ceramida; por ello, su deficiencia o disfuncién conduce al al-
macenamiento del esfingolipido en los lisosomas como ocurre en la enferme-
dad de Farber. La nCERasa ejerce funcién protectora frente a las citoquinas
inflamatorias. La alcCERasa 1 tiene funcién critica en la diferenciacion celular
y control de la generacién de ES y esfingosina 1-fosfato (ES-1P) [41].

La esfingosina liberada bajo la accién de la CERasa puede reutilizarse para
originar CER, mediante la reaccién catalizada por la CERS, o transformarse en
ES-1P (Figura 6) en la reaccion catalizada por la esfingosina quinasa (ESK)
(apartado 2.3.).

La degradacién de esfingosina 1-fosfato se realiza mediante una lisis irre-
versible, catalizada por una liasa dependiente de piridoxal para originar etanol-
amina fosfato y palmitaldehido (Figuras 1 y 6) 6 bien, mediante la eliminacién
reversible del grupo fosfato catalizada por fosfohidrolasas especificas.

2.3. FORMACION DE CERAMIDA 1-FOSFATO Y ESFINGOSINA
1-FOSFATO

La ceramida es también precursora de otros esfingolipidos bioactivos de gran
importancia en la sefializacién celular como son la ceramida 1-fosfato (CER-1P),
esfingosina y su derivado fosforilado, esfingosina 1-fosfato (Figura 6).

La conversion de ceramida en ceramida 1-fosfato esta catalizada por la ce-
ramida quinasa (CERK), enzima clave para el control de los niveles de cerami-
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da, esfingolipido que ha de ser transportado al complejo de Golgi para su fos-
forilacién [42]. La enzima y su producto, CER 1P estan implicados en la proli-
feracion y supervivencia celular, respuesta inflamatoria, activacién de la fosfo-
lipasa A, citosdlica, degranulacion de las células cebadas y fagocitosis [43-45].

Esfingosina 1- fosfato (ES1P) (Figura 6) es también un metabolito bioacti-
vo, producto de la accién catalitica de la esfingosina kinasa (ESK) sobre el ami-
noalcohol ES. En mamiferos se han clonado y caracterizado dos isoformas: ESK1
y ESK2, con distribucién intracelular diferencial y funciones fisioldgicas diferen-
tes. ESK1 responde a la activacion por factores de crecimiento y de superviven-
cia, generando ES-1P, molécula efectora a la que se han atribuido propiedades mi-
togénicas y antiapoptéticas. ESK1 es por tanto, una enzima de supervivencia, cuya
expresion estd aumentada en muchas células malignas; la inhibicién de su activi-
dad inhibe la proliferacién e induce apoptosis en células cancerigenas. Por ello,
los inhibidores de ESK1 ofrecen interés desde el punto de vista terapéutico. A la
isoforma ESK2, se le ha atribuido funcién opuesta a la de ESK1, ya que el in-
cremento de su expresion motiva supresion del crecimiento [18].

ES-1P y CER-1P son sustratos de fosfohidrolasas especificas cuya coordi-
nada accién con las respectivas kinasas permite un activo intercambio ES/ES1P,
CER/CERIP

3. IMPLICACION DE LOS ESFINGOLIPIDOS EN EL DESTINO
CELULAR

Una importante funcidn bioldgica de los esfingolipidos es su intervencion
en el destino celular, sus efectos sobre la regulaciéon del crecimiento y de la
muerte son muy complejos, por ello, las enzimas que participan en su metabo-
lismo deben estar estrictamente reguladas para asegurar el equilibrio muerte/su-
pervivencia de las células. El destino de las mismas viene regido por el equili-
brio entre la ceramida y sus metabolitos (Figura 7).

La ceramida se ha referido como lipido supresor de tumores por su capaci-
dad para la induccién de muerte apoptética a la que las células tumorales son par-
ticularmente sensibles. Por ello, las enzimas que rigen el metabolismo de la cera-
mida se han convertido en dianas importantes en la lucha frente al cancer. Los
metabolitos directos de la ceramida, con los que tiene un dindmico intercambio:
esfingosina, ceramida 1-fosfato, glucosil ceramida y galactosil ceramida son mo-
léculas bioactivas con efectos diferentes e incluso opuestos, a los propios de la
ceramida. Esta ultima activa rutas encaminadas a inducir muerte celular: apopt6-
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Ficura 7. Efecto modulador (positivo 6 negativo) de los esfingolipidos sobre diferentes tipos de
muerte celular y sobre la multirresistencia a farmacos que desarrollan las células neopldsicas [46].

tica, necrética y/o por autofagia (Figura 7). La esfingosina también activa las vias
de muerte apoptética pero su derivado fosforilado esfingosina 1-fosfato, asi como
la ceramida 1-fosfato, inhibe las vias apoptéticas y activa las mitogénicas. En el
grupo de los glucoesfingolipidos se incluyen gangliésidos que modulan positiva-
mente las vias apotogénicas, mientras algunos cerebrésidos como la psicosina (ga-
lactosil esfingosina) induce la muerte celular por autofagia. Glucosil ceramida y
lactosil ceramida estdn implicadas en el desarrollo de la resistencia cruzada a far-
macos utilizados en la quimioterapia convencional antineopldsica [47, 26].

4. ESFIN(_}OLiPIDOS COMO MODULADORES DE VIAS
DE SENALIZACION INTRACELULARES

4.1. CERAMIDA COMO SEGUNDO MENSAJERO

La ceramida es un segundo mensajero capaz de regular funciones vitales en
las células, a través de la modulacion de numerosas vias de transduccion de se-
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Ficura 8. Funcién de la ceramida como segundo mensajero. En la respuesta a estimulos de estrés

(quimioterapia, irradiacion, ligandos de muerte, infecciones bacterianas y virales) se produce

ceramida, esfingolipido que actuando sobre sus proteinas dianas, activa cascadas de sefializacion
implicadas en el control del crecimiento y en la muerte celular [16].

P:nntro] del crecimianta

fiales; su principal funcién como molécula sefializadora es la detencién del ciclo
celular y la induccién de la apoptosis. Su generacion, por la via de novo o me-
diante hidrolisis de la esfingomielina, se activa cuando las células reciben dife-
rentes estimulos de estrés y sefializacion apoptética: factor de necrosis tumoral
a, ligandos de Fas, interleukina-1 (IL-1), 6xido nitrico, factor de crecimiento ner-
vioso (NGF), agentes quimioterapéuticos, calor, radiacién, infeccion HIV y se-
nescencia celular [12, 16, 44, 48]. El aumento en la concentracion celular de ce-
ramida induce una serie de respuestas celulares relacionadas con el control del
crecimiento (proliferacion, diferenciacién) o muerte celular que implican casca-
das de sefializacidon que vienen determinadas por una serie de dianas directas de
la ceramida entre las que se encuentran: proteina kinasa C subtipo { (PKC ),
proteina kinasa supresora de Ras (KSR) proteinas fosfatasa 2A (PP2A) y 1B
(PP1) y catepsina D. Estas dianas bioquimicas del esfingolipido actian a su vez,
sobre otras que finalmente contribuyen a la modulaciéon del control del creci-
miento y de la muerte celular (Figura 8) [16].
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4.1.1. La ceramida activa proteinas kinasa que intervienen en cascadas
senalizadoras de estrés e inhibe vias de senalizacion de supervivencia.

La ceramida ejerce su efecto modulador de la apoptosis celular a través de
vias de sefializacién que implican la inhibicién de kinasas de supervivencia como
AKT/PKB y PKCa y mediante la activacion de las proteinas kinasa activadas
por el estrés (SAPK), PKC", kinasa supresora de Ras (KSR), JNK, asi como
mediante la activacion de proteinas fosfatasas: proteina fosfatasa 2A (PP2A) y
proteina fosfatasa 1 (PP1) (Figura 8)

4.1.1.1. Ceramida y PKC {

PKCC es una de las dianas bien caracterizadas de la ceramida (Figura 8),
el esfingolipido se une directamente a la proteina ocupando el dominio rico
en residuos de cisteina de la misma (CRD) para inducir su activacién. A tra-
vés de su interaccion con PKCC, la ceramida modula diversas cascadas de se-
falizacion en las que estd implicada la citada proteina kinasa C {; asi, en las
vias de las SAPKSs resulta esencial la activaciéon de PKCC por CER [49]. PKC{
modula negativamente la via de la PKB/Akt (proteina kinasa B/ fosfatidil in-
ositol 3 kinasa) teniendo en cuenta que esta ultima proteina se ha identifica-
do como una kinasa fisiolégica de Bad; probablemente PKC{ regula la apop-
tosis inducida por ceramida mediante un mecanismo que implica al factor
apoptdtico Bad [48,50].

En diferentes tipos de células se ha demostrado la unién directa de las
ceramidas naturales a la PKC{, asi como la translocacion de la enzima a
una regién perinuclear y su activacion en respuesta a la EMasa exdgena
[51]. La PKCC tiene una funcién doble y opuesta: por una parte, cuando es
activada por fosfatidil inositol 3 kinasa (PI3K) y por PDK, es componente
de una cascada de sefializacién mitogénica; por otra parte, cuando la cera-
mida estd presente, funciona como inhibidor de la via de supervivencia
Akt/PKB (Figura 9).

Los factores de crecimiento, como el derivado de plaquetas PDGF, esti-
mulan la via proliferativa o de supervivencia Akt/PKB a través de la activa-
cién de la PI3K. Esta dltima kinasa desencadena una cascada mitogénica que
a través de la PKB conduce a la fosforilacion y subsiguiente secuestro (por la
proteina 14-3-3) de la proteina proapoptética Bad, localizada en la mitocondria
[52] (Figura 9).
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FIGURA 9.  Regulacién negativa de la via de supervivencia Akt/PKB por la PKCC activada por
ceramida y por la PP2A (las flechas de linea continua indican vias activas, mientras
que las de linea discontinua, indican inhibicion de estas rutas) [52, 12].

La ceramida induce detencién del crecimiento celular, mediante la regula-
cién 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 [49]; b) activando a la PP2A que a su vez inacti-
va, por defosforilacién, a la PKB [49, 50, 53]. Ambos eventos desembocan en
la detencidén del crecimiento celular.

4.1.1.2. Ceramida, JNK y p38 MAPK

Las proteinas kinasa activadas por mitégenos (MAPKSs): ERK, p38 MAPK
y JNK tienen un papel crucial en la muerte celular inducida por el estrés, asi
como en la sefializacién apoptética por CER. Este esfingolipido induce la fosfo-
rilacién y con ello, la activaciéon de p38 MAPK (p38 proteina kinasa activada
por mitégenos) y de JNK (c-Jun NH, terminal kinasa) [54,55]. A su vez, p38
MAPK, activa a los factores pro-apoptéticos Bax y Bad, mientras que JNK cau-
sa la activacion del péptido pro-apoptdtico Bim, seguida de su translocacion a la
mitocondria [56]. Al igual que p38 MAPK activada por ceramida, JNK contri-
buye a la muerte celular apoptética a través del daio mitocondrial y la activa-
cion de caspasas [54, 57]. En cuanto al mecanismo de activaciéon de p38 MAPK
y JNK por CER, recientemente se ha descrito un mecanismo de regulacién trans-
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cripcional mediante una via mediada por una proteina que interacciona con la
tiorredoxina (Txnip) [58]. Estas investigaciones demuestran que la ceramida re-
gula positivamente el gen supresor de tumores denominado Txnip que codifica
la proteina que interacciona con la tiorredoxina, Txnip. Esta proteina se localiza
con la tiorredoxina y reduce su actividad lo que motiva la disociacién de esta ul-
tima proteina de ASK1 (Kinasa 1 reguladora de la sefial apoptdtica). Segiin es-
tos investigadores la ceramida regula positivamente la expresion de Txnip, lo que
origina activacion de ASK1, induccion del estrés del RE y la fosforilaciéon de p38
MAPK y de JNK, condiciones que conducen a la apoptosis.

4.1.1.3. Ceramida y KSR

La kinasa supresora de Ras (KSR) fue una de las primeras enzimas (no per-
teneciente a las SAPK) identificada como proteina kinasa activada por cerami-
da (CAPK) [59] de la que se ha referido su participacién en las respuestas pro-
inflamatorias en ausencia del péptido pro-apoptético Bad [60, 61]. La ceramida
induce apoptosis en células que expresan este péptido de la familia Bcl2, a tra-
vés de una via que implica la secuencia: KSR/CAPK, Ras, c-Raf-1 y MEK1. Al
parecer el residuo de serina en posiciéon 136 de Bad juega un papel importante
ya que esta via con cardcter pro- crecimiento se convierte en pro-apoptotica en
presencia de BAD defosforilado. Puesto que este péptidoes uno de los sustratos
de Akt/PKB, la prolongada inactivacién de la misma mantiene el estado defos-
forilado del residuo de Ser en la posiciéon 136. La mutacién que afecta al cita-
do aminoécido anula la capacidad de la ceramida para la sefializacién apototi-
ca a través de la referida via [62]. Se han atribuido a KSR, funciones reguladoras
en la propagacién de la sefial a través de la via ERK/MAP [63]. En este senti-
do KSR facilita la fosforilacion de MEK mediante RAF, a través de un meca-
nismo en el cual KSR se asocia, independientemente a RAF y a MEK, facili-
tando la interaccion y formacion del complejo RAF/MEK para situar a RAF en
las proximidades de su sustrato.

4.1.14. Ceramida y PKR

La ceramida activa a la proteina kinasa dependiente del acido ribonucleico
de doble hebra (dsRNA), abreviadamente denominada PKR. La CER ejerce esta
funcion a través de su activador celular, RAX [48]. PKR es un sensor intracelu-
lar del estrés, cuya estimulacion conduce a la detencién de la sintesis proteica
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mediante la fosforilacién de la subunidad alfa del factor de iniciacién de la tra-
duccién elF2 contribuyendo asi al control de la traduccion en células eucarioti-
cas. Considerando que RAX activa a PKR, en respuesta a distintas situaciones
de estrés celular, cabe pensar que la ceramida induzca la fosforilacién de RAX
y la consecuente activacion de PKR. El incremento en la expresiéon de RAX sen-
sibiliza a las c€lulas al efecto apoptético que induce la ceramida. La activacion
de PKR por ceramida representa una de las funciones homeostaticas del versatil
esfingolipido, en este caso, como regulador de la sintesis de proteinas [48, 64].

4.1.1.5. Otras dianas de la ceramida relacionadas con cascadas de las kinasas.

La ceramida induce activacién de p38 SAPK conduciendo a la fosforilacién
de los factores de transcripcion CREB y ATF-1. Mientras el esfingolipido acti-
va las vias de sefializacion de SAPKs, inhibe las vias de supervivencia de
MAPKS posiblemente a través de la inactivacion de algin factor activador de
estas vias como la proteina kinasa C (PKC). La capacidad del DAG para anu-
lar la inactivacién de la cascada MAPK que induce la ceramida, apoya esta hi-
potesis [48]. La ceramida puede regular de forma coordinada ambas vias de
SAPKs y MAPKs. El modelo de ceramida como «reostato» celular se debe a la
capacidad de la ceramida para inducir cascadas de sefalizacién apoptética y su-
primir vias de sefializacién de supervivencia.

4.1.2. Proteinas fosfatasa como dianas bioquimicas de la ceramida.

Entre las proteinas que se han referido como dianas de la ceramida, se in-
cluyen dos enzimas con actividad (serina/treonina) - fosfatasa de conocida fun-
cion reguladora de la apoptosis y cuya actividad se modifica en respuesta a va-
riaciones del nivel del esfingolipido: proteina fosfatasa 2A (PP2A) y proteina
fosfatasa 1 (PP1).

4.1.2.1. Ceramida y PP2A

La proteina fosfatasa 2A (PP2A) regula negativamente proteinas kinasa que
sefializan proliferacion (PKC y AKT), asi como la capacidad anti-apoptdtica de
moléculas esenciales para la muerte celular programada (péptidos Bcl2 y BAD)
[65]. La ceramida es activador potente de la denominada proteina fosfatasa ac-

252



FUNCION DE LOS ESFINGOLIPIDOS EN LA SENALIZACION CELULAR

tivada por ceramida (CAPP), (serina/treonina) -fosfatasa de la familia PP2A que
cataliza la desfosforilacion y con ello la inactivacion, de la PKCo., de la PKB
y del factor antiapoptético Bcl-2, asi como la desfosforilacion y activacion del
péptido pro-apoptdtico Bax. Se ha sefialado la funcién de CAPP como fosfata-
sa reguladora fisiologica de Bax, al estimular la capacidad apoptética del pép-
tido, al que activa mediante su desfosforilacién [16, 66]. PP2A es una de las
principales (serina/treonina) - fosfatasa que interviene en multiples vias de se-
falizacion en las células de mamiferos. La enzima en su forma activa es un he-
terotrimero constituido por las tres siguientes subunidades: estructural (subuni-
dad A), catalitica (subunidad C) y reguladora (subunidad B). Las subunidades
Ay C se expresan ubicuamente y forman un complejo catalitico (PPA/AC) ca-
paz de interaccionar, al menos con tres familias de subunidades reguladoras, B,
B56 y PR72/130, asi como con antigenos tumorales. La subunidad reguladora
B define las isoformas individuales de PP2A y sus funciones fisioldgicas, debi-
do a su expresion diferencial en tejidos y en diferentes etapas del desarrollo, de-
terminando la especificidad de sustrato y probablemente dirigiendo el comple-
jo catalitico de la fosfatasa a la ubicacién intracelular adecuada.

En cuanto al mecanismo de activacion de PP2A por la ceramida, el esfin-
golipido ha de inducir el ensamblaje del complejo heterotrimérico y su translo-
cacion al sitio funcional. Teniendo en cuenta que la ceramida debe estar confi-
nada a las membranas, dado su caricter fuertemente hidr6fobo, es posible que
atraiga a la subunidad reguladora B al sitio diana donde favorece la asociaciéon
de esta subunidad con el complejo catalitico (subunidades A y B) de la PP2A.
Ruvolo (2003) [48] propone un modelo para la activacion mitocondrial de PP2A
y su posterior interaccion con Bcl2, péptido al cual, mediante su desfosforila-
cion, incapacita para ejercer su efecto protector de la apoptosis mitocondrial.
Segun este modelo, la ceramida recluta la subunidad reguladora B. Una vez lo-
calizada en la membrana mitocondrial, esta subunidad se ensambla con la su-
bunidad catalitica C y sostiene a la subunidad A para formar el heterotrimero
cataliticamente activo que es la PP2A.

4.1.2.2. Ceramida y PP1

La proteina fosfatasa 1 (PP-1) es otra (serina/treonina) - fosfatasa de la fa-
milia 1 que responde también a la activacion por CER. Esta proteina induce la
desfosforilacion de proteinas SR que desempefian funciones clave en el proce-
samiento del mRNA [67]. Mediante la hidrdlisis del enlace éster fosfato y libe-
racion de este Ultimo grupo de la proteina del retinoblastoma (Rb), la proteina
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fosfatasa 1 ejerce su efecto en la detencion del crecimiento y regulando negati-
vamente los factores de transcripcion c-myc y c-jun [43]. Desempeiia, asi mis-
mo, funcién importante en el procesamiento del RNAm como se deduce de la
necesidad de estas proteinas RB, activas en el procesamiento del pre-RNAm y
de la importancia de su grado de fosforilacién en la regulacién de su localiza-
cion celular y funcién.

La ceramida induce procesos como los citados anteriormente, en relacién
con el péptido Bcl-X y caspasa 9 pero no afecta al péptido pro-apoptético Bax
ni a la caspasa 2. Uno de los sustratos de PP1 es el también péptido pro-apop-
totico Bad, cuya fosforilacion e inactivacion es inducida por los factores de cre-
cimiento. La hidrélisis del enlace éster fosfato, catalizada por PP1 devuelve al
péptido su capacidad apoptdtica.

4.1.3. Ceramida y Catepsina D

La Catepsina D es otra diana directa de la ceramida. El esfingolipido se une
a ésta proteasa, que se localiza con la aEMasa en los endosomas, induciendo su
activacion. Se ha demostrado que la activacidon de la catepsina, inducida por
TNF, depende de la expresion de la aEMasa funcional la cual, a su vez, dirige
la escisién (y activacion) por la catepsina, del péptido pro-apoptético Bid, ori-
ginando también la activacion de las caspasas 9 y 3 [68]. Catepsina D y Bid
comparten localizacién con Rab 5, lo que sugiere que los compartimentos en-
dosémicos proporcionan el ambiente donde las proteasas dcidas y los miembros
BH3-only Bcl-2 son dirigidos y coordinados por la generacion de ceramida ori-
ginada con la intervencién de la aEMasa.

4.14. Ceramida y enzimas relacionadas con el estrés oxidativo

La mitocondria es diana importante susceptible de regulacién por la cera-
mida que motiva cambios en el potencial de su membrana mediante la forma-
cién de canales o incidiendo sobre proteinas que controlan la PTM (potencial
transmembrana mitocondrial) como los miembros de familia de Bcl-2 que ori-
ginan la traslocacién de proteinas como citocromo c y factores iniciadores de
la apoptosis (AIF) desde la mitocondria al citoplasma, seguida de la activacion
de la caspasa 3. En la apoptosis inducida por ceramida, pueden intervenir, asi
mismo, mecanismos reguladores de los procesos de transcripcién y de la tra-
duccion [48,16].
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Por otra parte, la ceramida afecta a la funcion de algunas enzimas relacio-
nadas con el estrés oxidativo: 6xido nitrico sintasa, NADPH oxidasa y enzimas
antioxidantes. En varios tipos de células se ha observado la activacién de
NADPH oxidasa por la ceramida y la formacién de peroxinitrito. Se ha descri-
to que la activaciéon de la NADPH oxidasa asociada a la membrana y mediada
por ceramida es dependiente de la activacién de PKC{. La activacion de esta
oxidasa que induce la homocisteina va acompafiada de la activacion de la sin-
tesis de ceramida por la via de novo y de la estimulacién consecuente de la
GTPasa Rac [69]. Se ha observado que determinadas enzimas, implicadas en la
liberacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) se localizan en los rafts de
membrana. ROS pueden estimular enzimas capaces de generar ceramida, p.e.
esfingomielinasa acida, lo que da lugar a la formacion de plataformas que pue-
den mediar activacién celular iniciada por el estrés oxidativo [70].

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

Un aspecto interesante de la investigacion en este campo es conocer el origen
de la ceramida apoptogénica y precisar qué compartimentos celulares actian como
reservorios funcionales de la misma; entre éstos [71,72] se han identificado las ca-
veolas o rafts de la membrana plasmatica, los lisosomas y las mitocondrias.

4.2.1. Membrana plasmatica: rafts lipidicos

La ceramida y la esfingomielina se transportan, por via vesicular, desde su lu-
gar de sintesis, RE y complejo de Golgi respectivamente, a la superficie celular y
se concentran en microdominios especificos de la membrana plasmatica denomi-
nados «rafts» lipidicos, microestructuras altamente ordenadas enriquecidas en de-
terminados lipidos y en proteinas de membrana ancladas a los mismos. La cera-
mida, debido a su hidrofobicidad, se desplaza lateralmente en la bicapa lipidica de
la membrana, facilitando la formacion y estabilizacién de estas microestructuras.
Teniendo en cuenta su composicién se han establecido diferentes tipos de rafts en-
tre ellos, las denominadas caveolas que deben su denominacién a la presencia de
caveolina [73] y contienen, ademas, otras muchas moléculas que participan en la
transduccién de sefiales: receptores tirosina kinasa, receptor del factor de creci-
miento epidérmico (EGFR) y receptor del factor de crecimiento derivado de pla-
quetas (PDGFR), receptor del factor de necrosis tumoral (TNFR), Fas, receptores
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acoplados a proteinas G, factores iniciadores y efectores de rutas intracelulares y
la 6xido nitrico sintasa (NOS) [74]. Estos microdominios de membrana facilitan la
interaccion rapida y eficiente entre los diferentes elementos de respuesta sefializa-
dores. El estudio lipidémico y proteémico de diferentes modelos de rafts ha reve-
lado que existen subgrupos de los mismos: uno de ellos enriquecido en colesterol-
esfingomielina-gangliésido-caveolina-1/Src/EGFR, estd implicado en la
sefializacién normal pero cuando se altera su coordinada regulacién se favorece la
transformacion celular y la progresion tumoral. Otro subgrupo esta enriquecido en
ceramida-esfingomielina- gangli6sido-Fas/Ezrin y promueve la apoptosis [75].

4.2.1.1. Funcion de la ceramida generada en la membrana plasmdtica a partir
de esfingomielina

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

Se ha comprobado la generacién rapida y transitoria de CER en la superfi-
cie de células T tras la activacién del receptor CD95/Fas y en células B, si-
guiendo a la activacién del receptor CD40. Esta CER que se forma en los rafts
lipidicos con intervencién de la EMasa 4cida, facilita la agrupacion de los re-
ceptores de muerte localizados en los citados microdominios [74].

El agrupamiento de receptores en los rafts y su activacion, se asocia a la
captacion de diversas proteinas sefializadoras: FADD y caspasa-8, en el caso de
CD95/Fas y TRAF en el caso de CD40 [77,76]. Ademas, la activacién del re-
ceptor origina la translocacién de la ¢ EMasa desde los reservorios intracelula-
res a la monocapa externa de la membrana plasmadtica, donde se localizara jun-
to con los esfingolipidos en los rafts. Por otra parte, se ha descrito que antes de
alcanzar la superficie celular, esta enzima se activa transitoriamente en el lado
luminal de los endosomas en reciclaje, generando CER en esas vesiculas cerra-
das. Tras la fusién de estas ultimas estructuras con la membrana plasmatica, la
ceramida aparece en la cara externa de la misma donde facilita el acercamien-
to de rafts y el agrupamiento de los receptores [52,78].

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

Mientras que en la fase iniciadora de la apoptosis, las EMasas acida y neu-
tra producen pequefias y transitorias elevaciones de ceramida, en la fase efec-
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tora de este proceso se produce una generacion lenta y sostenida del esfingoli-
pido. Este reservorio procede de la EM componente de la membrana plasmati-
ca y se forma bajo la accién hidrolitica de una esfingomielinasa neutra que in-
terviene después de la activacion de las caspasas inductoras [71].

La pérdida de asimetria en la bicapa lipidica de la membrana plasmatica
con la exposicién de la fosfatidilserina en la superficie celular que tiene lugar
en la fase efectora de la apoptosis, conduce a una translocacién de la esfingo-
mielina desde la monocapa externa de la membrana plasmadtica a la cara cito-
solica de la misma. Inmediatamente y sin ningtn otro evento activador aparen-
te, el esfingolipido translocado es hidrolizado por una EMasa neutra con la
consiguiente liberacion de ceramida en la cara citosélica [71,52].

La disminucién de EM en la cara externa de la membrana plasmatica y la
pérdida de la asimetria lipidica, afecta profundamente a las propiedades fisico-
quimicas y a la estructura de los rafts. Esos cambios, unidos a los que se pro-
ducen en el citoesqueleto, facilitan la formacién de vesiculas en la membrana,
su propagacién y finalmente la generacion de cuerpos apoptéticos [71].

Las observaciones experimentales han puesto de manifiesto que en la
fase iniciadora de la apoptosis, la @ EMasa actia sobre la EM de la cara ex-
tracelular de la membrana plasmatica y la n EMasa, sobre un reservorio de
EM minoritario, en la cara interna de la misma. En la fase efectora, la n
EMasa hidroliza la mayor parte de EM que previamente se habia transloca-
do desde la cara externa a la cara interna de la membrana plasmaética. Asi,
la ceramida que se genera rdpida y transitoriamente en la superficie celular
facilita el agrupamiento de los receptores de muerte en los rafts lipidicos,
mientras que la generada durante la fase lenta y sostenida interviene en la
formacién de cuerpos apoptéticos [52, 12].

4.2.2. Lisosomas

La existencia de una via de muerte celular lisosémica estd perfectamente de-
mostrada. En ella intervienen la ceramida generada por la esfingomielinasa 4cida en
el interior de estos orgdnulos y la esfingosina que es capaz de permeabilizar las
membranas lisosémicas y facilitar la salida de proteasas al citosol [79]. CER puede
activar directamente a la proteasa lisosémica Catepsina D la cual puede, a su vez,
catalizar la escision proteolitica activante del péptido pro-apoptético Bid, que como
un péptido menor, tBid (Bid truncado) se dirige a la mitocondria y altera su poten-
cial de membrana y permeabilidad [68] (Bid es también sustrato de la caspasa 8
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que, en la via del receptor de muerte con implicaciéon de la » EMasa y generacioén
de CER, activa a este péptido apoptético mediante la proteolisis selectiva).

En cualquier caso, la generacion de ceramida en los compartimentos acidi-
cos lisosomas/endosomas, se relaciona con la apoptosis inducida por el estrés.
Las lipoproteinas de baja densidad oxidadas (LDLox) al igual que el ligando
Fas y el interferén v, inducen la liberacién de catepsina D, de los lisosomas al
citosol, donde inicia una cascada proteolitica que conduce a la apoptosis.

Se ha demostrado también la conexién de los esfingolipidos y los lisoso-
mas en el control de la muerte celular por autofagia: la ceramida participa en la
muerte celular por autofagia de células de cancer de mama MCEF, inducida por
el tamoxifeno y un andlogo permeable de ceramida induce la muerte celular por
autofagia en células de glioma [68,80,8].

4.2.3. Mitocondria

La mitocondria es diana importante susceptible de regulacién por la cera-
mida que motiva cambios en el potencial de membrana mitocondrial (PTM) me-
diante la formacion de canales ¢ incidiendo sobre proteinas que controlan la
PTM como los miembros de la familia Bcl-2 que originan la traslocacion de
proteinas como citocromo c y factores iniciadores de la apoptosis (AIF) desde
la mitocondria al citoplasma, seguida de la activacién de la caspasa 3. En la
apoptosis inducida por ceramida, pueden intervenir, asi mismo, mecanismos re-
guladores de los procesos de transcripcion y de la traduccién [48,12, 16].

Son muchas las investigaciones que han revelado la presencia, en las membra-
nas mitocondriales, de varios componentes de las vias de sefializacion de los esfin-
golipidos: EM, ceramida, CERsintasa, EMasa, CERasa y ESK tipo 2. Sin embargo,
no se ha podido precisar si, como ocurre en la membrana plasmatica, los esfingoli-
pidos mitocondriales estdn reagrupados en estructuras semejantes a los rafts [81-83].

Existen, asi mismo, evidencias experimentales que sefialan la relacién di-
recta entre el contenido de ceramida mitocondrial y la velocidad de muerte ce-
lular: a) el contenido de CER en mitocondrias aisladas, se eleva durante la apop-
tosis inducida por CD95/FAS, TNFa., y radiacion [84,85]; b) durante la apoptosis
se produce la hidrélisis de un reservorio mitocondrial de EM [21]; ¢) las varia-
ciones en el nivel de ceramida enddgena motivadas por TNFo y Fas L, se pro-
ducen después de la activacion de la procaspasa-8 y antes de la correspondien-
te a las procaspasas-9 y -3, efectoras de la muerte celular por apoptosis [86]; d)
El tratamiento de mitocondrias aisladas con ceramida conduce a la inhibicién
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del complejo III de la cadena de transporte electrénico mitocondrial e induce la
produccién de especies reactivas de oxigeno que actian como mediadores ce-
lulares de la apoptosis. La generacion de H,O, se produce simultdneamente a la
transicion de la permeabilidad de membrana, estando ambos eventos implica-
dos en el desencadenamiento de las respuestas apoptoticas [84]; e) las especies
de ceramida capaces de inducir apoptosis poseen un doble enlace «trans» (la N-
acil dihidroesfingosina carece practicamente de efectos apoptdticos), cuya posi-
cion respecto al grupo alcohdlico, convierte a este tltimo en un grupo facilmente
oxidable que compromete a estas ceramidas en reacciones de oxido reduccion:
la ceramida (insaturada) puede ser oxidada por el grupo quinénico de la ubi-
quinona 6 formar un compuesto de condensacion con el mismo, lo que dafiaria
a la cadena respiratoria y a la funcionalidad de la mitocondria; f) Se ha demos-
trado, en células de cancer de pecho MCF7 [21], que la transfeccién de protei-
nas de fusion, constituidas por n EMasa, combinada con sefiales dirigidas es-
pecificamente a compartimentos celulares (membrana plasmadtica, citoplasma,
mitocondria, complejo de Golgi, R.E. y nicleo), origina en todos ellos incre-
mento en los niveles de ceramida, pero sélo la acumulacién de ceramida en la
mitocondria causa la muerte apoptdtica; g) en la membrana de mitocondrias ais-
ladas, la CER forma canales de poro suficientemente amplio para permitir la sa-
lida de citocromo c y de otras pequeifias proteinas [87]; h) en los efectos apop-
togénicos dependientes de la mitocondria y mediados por Gy, la ceramida juega
un doble papel: como precursor metabdlico del gangliésido apotogénico y como
producto generado en la MP a partir de EM, que facilita la vesiculacion y trans-
porte del Gy a la mitocondria. Es probable que el G, sélo o en colaboracion
con otras moléculas apotéticas (¢ Bid, Bad desfosforilado 6 Bax) dirija la sefial
apototica vesicular especificamente hacia la mitocondria.

4.2.3.1. Mitocondria: ceramida y familia Bcl-2

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

Los miembros pro-apoptéticos (Bax, Bak, tBid) permeabilizan la membra-
na mitocondrial mediante la formacién de poros de transicion, a través de los
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cuales, se liberan proteinas apoptéticas (citocromo ¢, AIF y Smac/Diablo) des-
de el espacio intermembrana al citosol. La salida de estas proteinas hace de la
mitocondria un organulo ejecutor de muerte celular. Por el contrario los miem-
bros antiapoptdticos (Bcl-2 y Bel X,) que se localizan en la superficie mito-
condrial, pueden contrarrestar la accion 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 [86, 88].

La ceramida contribuye a la apoptosis por la via mitocondrial mediante me-
canismos diferentes [81]: estableciendo canales directamente y mediante su con-
tribucidén a mantener activos péptidos pro-apoptéticos e inactivacion de los an-
tiapoptdticos de la familia Bcl-2. La ceramida puede abrir poros en la membrana
mitocondrial de tamafio suficiente para permitir la salida de proteinas de peso
molecular superior al propio del citocromo c y potencia sinérgicamente a la pro-
teina propapoptotica Bax en la induccion de la transicion de la permeabilidad
de la membrana interna mitocondrial [89]: la translocacion de Bax a la mito-
condria va acompafiada de cambios en su conformacién, con enmascaramiento
de su regién N terminal y oligomerizacién. Ya en la membrana externa mito-
condrial, se inserta como una proteina integral de la misma [90] abriendo poros
que permiten la salida de factores inductores de la apoptosis.

El péptido proapoptdtico Bid, es activado proteoliticamente en el citosol
por la caspasa 8, (via receptor de muerte con implicacién de la CER generada
por la n EMasa) y/o por la Catepsina D (con implicacion de la CER originada
por la a EMasa) que le convirtien en Bid truncado, el cual se dirige especifica-
mente a la mitocondria. En los procesos iniciales de la apoptosis, la cardiolipi-
na, glicerofosfolipido especifico de la membrana interna mitocondrial y confi-
nado en la cara matricial de la misma, se translada a la monocapa externa (cara
al espacio intermembrana). En esta nueva localizacién interacciona y confiere
especificidad a la relocalizacién subcelular de ¢ Bid, que a su vez, activard a
otros factores apoptéticos como Bax y/o Bak. Ademds, la unién de ¢ Bid con el
glicerofosfolipido, motiva una curvatura negativa en la membrana que desesta-
biliza la bicapa lipidica [90].

El péptido apoptotico Bad ejerce su efecto lesivo para la mitocondria en
su estado desfosforilado, la insercién en su molécula del grupo fosfato lo inac-
tiva. La CER contribuye a mantener el estado activo de este péptido mediante
doble mecanismo: Bad es susceptible de fosforilacién por varias quinasas entre
las que se encuentra Akt, que a su vez es regulada negativamente por la PP2A
que como diana directa de la CER, responde a al activacion por el esfingolipi-
do (apartado 4.1.2.1). Ademas, el péptido pro-apoptético es sustrato de PP1A,
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proteina fosfatasa también diana de la CER, a la que el mensajero lipidico ac-
tiva (apartado 4.1.2.2.) y capacita para desfosforilar y activar al péptido apop-
totico Bel-2 el cudl, se transloca a la mitocondria, donde se une y antagoniza la
funcioén antiapoptética de Bel-X, [91].

El péptido antiapoptotico Bel-2 es un sustrato de la PKCo, enzima que
cataliza su fosforilacion, en cuyo estado (fosforilado) ejerce su efecto antiapop-
totico: la ceramida conduce a la inactivacién del péptido apoptético, a través de
la activacion de CAPP, cuya subunidad Bo. se desplaza desde el citosol a la mi-
tocondria, donde rdpidamente cataliza la desfosforilaciéon de Bcl-2 incapacitdn-
dolo para bloquear la muerte celular. Por otra parte, esta proteina fosfatasa ac-
tivada por ceramida, CAPP, tiene como sustrato PKCa, enzima a la que inactiva
mediante hidrélisis del enlace éster fosfato. PKCao. defosforilada es incapaz de
fosforilar y por tanto de activar al factor antiapotético de Bcl-2 [43].

4.3. FUNCIONES DE LA ESFINGOSINA, ESFINGOSINA 1-FOSFATO
Y CERAMIDA 1-FOSFATO EN LA SENALIZACION CELULAR

La esfingosina es una molécula bioefectora, que puede actuar como im-
portante regulador fisioldgico, dado su caracter de segundo mensajero, cuya dia-
na bien conocida es la proteina kinasa C (PKC), enzima que a su vez, regula la
actividad de otras enzimas con funciones clave en la regulacion metabdlica de
las células o de las vias de sefializacion: fosfatidato fosfohidrolasa dependiente
de Mg™, fosfolipasa D, diacilglicerol quinasa [92]. Esfingosina puede inducir
detencién del ciclo celular y apoptosis. Su efecto apoptético se ha atribuido tam-
bién a su capacidad para la estimulacién de una proteina kinasa dependiente de
esfingosina (ESDK) que se ha identificado como una PKCS truncada y entre
cuyos sustratos figuran proteinas que actian como chaperonas de péptidos
proapotéticos [79].

La esfingosina 1 fosfato, ejerce efectos opuestos a los de sus precursores
metabdlicos, CER y ES, es un agente mitogénico, como tal, inductor del creci-
miento celular y del que se ha referido su implicacién en los mecanismos de re-
sistencia a la apoptosis inducida por farmacos [93].

Ceramida-1-fosfato, ademds de su funcién en la respuesta inflamatoria
(apartado 4.3.3.) estimula la proliferacion e inhibe la apoptosis celular [44], efec-
tos claramente opuestos a los de la ceramida, precursor inmediato del esfingo-
lipido fosforilado (Figura 7). Al igual que ESK que convierte un esfingolipido
pro-apoptético esfingosina, en otro antiapoptético, ES-1P, CERK transforma el
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apoptdtico CER en CERI1P, de propiedades antiapoptéticas y citoprotectoras. El
equilibrio adecuado entre las concentraciones de estos metabolitos parece cru-
cial para mantener la homeostasis de las células y de los tejidos. Alteracion del
mismo y consecuente acumulacion de alguno de estos lipidos bioactivos puede
originar disfuncion metabdlica y enfermedad. Asi ESK y CERK son dos enzi-
mas clave que determinan el equilibrio entre la muerte y la supervivencia celu-
lar. Asi mismo, ambas enzimas han emergido recientemente, como dianas far-
macolodgicas en la terapia anti-inflamatoria.

4.3.1. Esfingosina 1-fosfato en la movilidad de linfocitos y como mensajero
intracelular

El metabolismo de los esfingolipidos en las células inmunes estd relacio-
nado con las principales etapas de desarrollo de las mismas: diferenciacion, ac-
tivacion y proliferacion, asi como, con respuestas fisiolégicas como la supervi-
vencia, movilizacién del calcio, reorganizacién del citoesqueleto y quimiotaxis.
Estimulos externos como TNF-alfa, factor de crecimiento derivado de plaque-
tas (PDGF), factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF), activan a
ESK1 para generar ES-1P en el interior de la célula, donde puede actuar como
segundo mensajero [94]. Este metabolito fosforilado de la esfingosina, también
puede ser transportado al medio extracelular y funcionar de forma autocrina o
paracrina activando receptores de membrana especificos presentes en la misma
célula o en otra vecina.

4.3.1.1. Esfingosina I-fosfato en la movilidad de linfocitos

La senalizacion que implica a esfingosina-1 fosfato como ligando extrace-
lular, capaz de activar receptores de superficie celular, es importante para el des-
plazamiento de las células y tiene implicaciones notables en la maduracién vas-
cular. Como mediador extracelular, ES- 1P se une a varios receptores acoplados
a proteinas G (GPCR) codificados por genes EDG (genes de diferenciacién en-
dotelial) que reciben la denominacién colectiva de receptores ES-1P. Se han ca-
racterizado, al menos, cinco subtipos de receptores ES-1P que pertenecen a la
familia GPCR (receptores acoplados a proteinas G) y que se han denominado:
ES-1P,, ES-1P,, ES-1P,, ES-1P,y ES-1P,[95]. Las vias de sefializacién intra-
celular activadas por estos receptores son distintas dependiendo del tipo de pro-
teina G (pG) al que vayan acoplados. Los receptores acoplados a pG,,,; pueden
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activar la GTPasa monomérica Rho con funcién importante en la regulacion del
citoesqueleto y en la motilidad celular. Asi, la activacién de ESP, conduce a la
estimulacion de sefiales que resultan importantes para el desplazamiento de las
células (Figura 11), mientras que la activacién de los receptores ES-1P, amor-
tigua este efecto [96]. De esta forma la respuesta neta a la esfingosina 1-fosfa-
to depende de la expresion relativa de estos dos tipos de receptores y de su ac-
tivacién en respuesta al factor de crecimiento derivado de plaquetas.

La inmunidad adquirida depende de la salida de las células T del timo, asi
como del desplazamiento de estas y de las células B entre los érganos linfati-
cos secundarios y los antigenos de reconocimiento. Después de su activacién en
los 6rganos linfaticos, las células T, deben volver a la circulacién para alcanzar
el lugar de la infeccidn. Se ha demostrado que el receptor ES1P, es esencial
para la recirculacién de linfocitos y regula su salida tanto del timo como de los
organos linfaticos periféricos [97]. El desplazamiento de los linfocitos T se ha
mostrado dependiente de la concentracién sanguinea de de ES-1P: concentra-
ciones relativamente bajas (10-100 nM) son las dptimas para estimular la qui-
miotaxis de los linfocitos en respuesta a las quimioquinas y a algunas citoqui-
nas, mientras que concentraciones elevadas (100-1000 nM) inhiben el
movimiento, inducido por quimioquinas, de las células T desde los vasos del
endotelio capilar a los 6rganos linfaticos secundarios [95]. Aunque ain no se
conocen bien los mecanismos que regulan la expresion de del receptor ES-1P,
y la sefializacién correspondiente, es ya evidente que ES-1P, actuando a través
del receptor ES-1P,, es un importante regulador del desarrollo de las células T,
de la recirculacion de las células B y T y de la respuesta quimiotactica a las qui-
mioquinas. El bloqueo de ES-1P, inhibe la salida de los linfocitos de los ¢rga-
nos linféaticos. Este perfil de respuesta de los linfocitos sugiere que las formas
de inmunoterapia dirigidas especificamente a receptores ES-1P, en las células
inmunes, pueden resultar validas para evitar el rechazo en los transplantes de
organos, sin alteraciones en las defensas frente a las infecciones.

4.3.1.2. Esfingosina [-fosfato como mensajero intracelular

Ademads de los efectos ejercidos a través de los receptores de superficie ce-
lular, ES-1P, desempefia otras funciones intracelulares especificas derivadas de
su capacidad para la movilizacién de calcio de los depdsitos intracelulares y me-
diante su interaccién con dianas directas en el interior de la célula: es un agen-
te mitogénico, potente inhibidor de la apoptosis en varios tipos de células. Las
respuestas mitogénicas y de supervivencia debidas a la ES-1P se activan, prin-
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cipalmente, por los receptores acoplados a pGi que regulan las vias PI3K/Akt y
Ras/ERK. Se ha demostrado la necesidad de la actividad ESK para la activa-
cion de las vias de sefalizacion de RAS y de ERK por el factor de crecimien-
to del endotelio vascular (VEGF), la estimulacién de ESK por TNFa y activa-
cion del factor nuclear de transcripcion NFkf (esencial para la prevencion de la
apoptosis). ESK1 estimula al supervivencia de de las células endoteliales a tra-
vés de la activacién, dependiente de PECAM-1 (molécula de adhesion de célu-
la endotelial plaquetaria), de PI3K/Akt y de la regulacion de péptidos de la fa-
milia Bcl-2 [98, 44]. Existen, también, investigaciones que sefialan la
implicacion de ES-1P en la regulacion de la esteroidogénesis [99].

4.3.2. Ceramida 1 fosfato como regulador de la proliferacion y supervivencia
celular

Los mecanismos mediante los cuales CER1P estimula la proliferacién celu-
lar, comprobada en macréfagos, incluyen la activacion de las proteinas quinasas
activadas por mitégenos, ERK1/2, PI3-K/PKB y JNK. En el desarrollo de esta
funcion juegan papel fundamental los efectores GSK-3 (GlucGgeno sintasa ki-
nasa 3 P), c-Myg, ciclina D1 y NFkP. CER-1-P activa la sintesis de DNA y la
division celular, induce la fosforilaciéon de PKB y de su diana principal GSK-3p3,
regula positivamente la expresion de dos importantes dianas de esta ultima ki-
nasa: c-Myc y ciclina D1 (ambos reguladores de la proliferaciéon celular) e in-
duce la fosforilacién de las kinasas reguladas extracelularmente (ERK1/2) y de
c-jun N-terminal kinasa [100]. Ceramida 1-fosfato es inhibidor potente de las pro-
teinas fosfatasa 1 y 2A, observacién que encaja con sus efectos mitogénicos y
de supervivencia: la inhibicién de ambas proteinas fosfatasa se ha asociado con
la activacién de la via ERK1/2 y con el incremento de la sintesis de DNA [101].

Las enzimas PP1 y PP2A son también conocidas como proteinas fosfatasa ac-
tivadas por ceramida (CAPPs), por el efecto activador que el esfingolipido ejerce
sobre las mismas. Esta activacién conduce a la desfosforilacién de las proteinas
SR, familia con dominios serina/arginina que modulan el procesamiento y madu-
racién del mRNA, reduciendo el nivel de los péptidos antiapoptéticos Bel- X (L)
y aumentando el correspondiente a los apoptdticos BelX(S) y a la caspasa 9. Asi,
CER- 1P por su efecto inhibidor de PP1 antagoniza los efectos de su precursor
ceramida. En este sentido, la ceramida quinasa funcionaria con un interruptor que
regula el destino de la célula en respuesta a los agonistas apoptéticos, desarro-
llando efectos opuestos a los de la ceramida en relacién con el procesamiento del
mRNA, de la caspasa 9 y en relacion con los péptidos Bel X(L) y BelX(S).
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4.3.3. Ceramida 1-fosfato y esfingosina 1-fosfato en las respuestas
inflamatorias

Los eicosanoides (tromboxanos, leucotrienos prostaglandinas) son conoci-
dos mediadores de la respuesta inflamatoria y por tanto con funciones en la pa-
togénesis del cincer y alteraciones inflamatorias como la aterosclerosis, osteo-
artritis y enfermedad de Alzheimer. La etapa inicial, limitante de velocidad en
la biosintesis de eicosanoides es la formacién de dcido araquidénico (AA) a tra-
vés de la estimulacion de la fosfolipasa A,. Los agonistas inflamatorios, como
la interleukina-1f3 (IL-1p), inducen la activacién y translocacion (desde el cito-
sol a las membranas perinucleares) de la fosfolipasa A, citosdlica del grupo IVA
(cPLA,) en un proceso dependiente o independiente de calcio. Para la translo-
cacion efectiva de la enzima y consecuente generacién de AA es necesaria la
presencia de CER-1P y por tanto, la actividad CERK, responsable de la gene-
racion de esta molécula de sefalizacion. En algunos casos, se produce variacion
en otras enzimas de la via de sintesis de los eicosanoides como es el caso de la
ciclooxigenasa 2 (COX-2), cuya sintesis se encuentra aumentada en etapa pre-
via a la activacién de cPLA,. Este proceso se ha denominado «priming» o eta-
pa de preparacion del sistema para la 6ptima respuesta (Figura 10); COX utili-
za entonces, el AA que se libera bajo la actividad de la cPLA, para iniciar la
sintesis de prostaglandinas. En la sintesis de leucotrienos, la lipooxigenasa (LO)
enzima inicial de ésta via también utiliza AA como sustrato [44].

Algunos de los efectos atribuidos a la ceramida como molécula sefializa-
dora en las respuestas inflamatorias [102] se deben a su metabolito ceramida 1-
fosfato, como mediador inmediato de la liberacion del AA. Entre las evidencias
experimentales que apoyan este concepto se pueden citar: CER-1P, a diferencia
de CER, es capaz (per se) de estimular la liberacion de AA y la formacion de
prostaglandina E2 (PGE,); el tratamiento de células con esfingomielinasa D (de
veneno de serpiente) para liberar CER 1-P a partir de la esfingomielina de mem-
brana, es capaz de arrancar la respuesta del AA, mientras que la esfingomieli-
nasa C (que produce ceramida) no tiene efecto; los agonistas inflamatorios como
la interleuquina 1 beta (IL-1beta) inducen incremento rapido del nivel de CER-
1P end6geno en el marco temporal propio de la liberacién de AA. Ademas, la
regulacién negativa de la ceramida quinasa mediante RNA de interferencia
(RNAI) inhibe la liberacion de AA y la sintesis de PGE, en respuesta al ATP, al
iondforo de calcio A23187 y a IL-1P. Por otra parte, para la liberacion de AA
inducida por CER- 1P, es necesaria la actividad de cPLA,. Estos resultados su-
gieren que CER- 1P actia en una etapa anterior a ésta, en la sintesis de eicosa-
noides y regula, por tanto, las respuestas inflamatorias [44].
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Ficura 10.  Funcion de la esfingosina kinasa y de la ceramida en la sintesis de eicosanoides.
En la primera etapa (izquierda) tiene lugar la induccion de COX2 preparando a la célula para
la sintesis de PGE,. Para ello es necesaria la intervencion de ESK que genera ES-1P, esfingolipido
que trasladado al medio extracelular interacciona con su receptor en la superficie de la célula,
ininidndose asi la sefializacion mediada por receptor. En la segunda etapa (derecha), tiene lugar
la biosintesis de prostanoides como respuesta a IL-1f e implica la activaciéon de cPLA, y
la liberacion de A.A; para ello, es necesaria la intervencion de CERK que genera CERIP,
segundo mensajero que activa la cPLA, [44].

Teniendo en cuenta que ceramida, CER-1P, esfingosina y ES 1-P son inter-
convertibles, pueden funcionar como componentes de un «reostato» que regula
funciones inmunes de las células, incluyendo la capacidad de respuesta de las
c€lulas cebadas, preparacion de neutréfilos y macréfagos, quimiotaxis y super-
vivencia de las mismas [103]. La activacién de la esfingosina kinasa y la for-
macién de ES-1P seria la etapa previa que prepara el sistema para la sintesis de
PGE, mediante la induccién de COX-2. Este mecanismo aseguraria la activa-
cién/translocacion coordinada de cPLA,y la inducciéon de COX-2, enzimas que
respectivamente, producen y metabolizan AA en la via de sintesis de prosta-
glandinas y otros eicosanoides (Figura 10).

ES -1P y CER-1P regulan muchas de las funciones de las células cebadas,
las cuales desempefian funciones clave en las respuestas inflamatorias. Mediante
la utilizacion del RNA de interferencia (iIRNA), dirigido a las isoformas ESK1
y a ESK2, se ha demostrado que tanto ESK1 como ES -1P son necesarios para
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Ficura 11.  La translocacion y activacion de ESK desencadena por el receptor de IgE activado de
alta afinidad, origina aumento de ES-1P, molécula que a su vez, activa a los receptores tipo I
(ES-1P,) y tipo 2 (ES-1P,) facilitando la movilidad y la desgranulacion de las células cebadas [44].

la desgranulacién de las células cebadas, facilitando ademads, su desplazamien-
to al lugar de la inflamaciéon. CERK y su producto CER1-P, posiblemente in-
tervengan también en la desgranulacion de las células cebadas como indica la
estimulacién de este proceso cuando incrementa la expresion de CERK en al-
gunas lineas celulares (Figura 11).

4.3.3.1. Fosfolipasa A, citosolica como diana de la ceramida- 1 fosfato

Se ha identificado la isoforma citosdlica de la fosfolipasa A, (cPLA,) como
una diana de CER 1-P, esfingolipido que regula la actividad de la enzima me-
diante su interaccién directa con el dominio de la proteina denominado C2/Cal.B
(dominio de unién a lipidos dependiente de calcio, similar al C2 de PKC que
interacciona con fosfatidil serina). Por su capacidad para movilizar calcio, CER
1-P puede activar indirectamente a cPLA, .

267



EVANGELINA PALACIOS ALAIZ

Resulta interesante que CER-1P active especificamente a la enzima mediante
un doble mecanismo: alostérico y motivando el descenso del valor de su constan-
te de disociacion para vesiculas ricas en fosfatidil colina [104]. Debido a este tlti-
mo efecto, la CER-1P podria estar implicada en el reclutamiento de cPLA,  al com-
plejo de Golgi. Considerando que ésta es la ubicacién de CERK en diferentes tipos
de células, la generacion de CER- 1P tendria lugar en el compartimento celular
apropiado para atraer cPLA , en respuesta a los agonistas inflamatorios [105].

5. COMENTARIOS FINALES Y PERSPECTIVAS DE FUTURO

A pesar de las dificultades inherentes al estudio del metabolismo esfingoli-
pidico, en las dos dltimas décadas se ha producido un espectacular avance en el
conocimiento de las funciones de los esfingolipidos en las células eucaridticas.
La utilizacién combinada de las técnicas fisicoquimicas y la avanzada metodo-
logia de la biologia molecular han permitido la detencién y cuantificacién de
numerosas moléculas bioactivas y la identificacién molecular de la mayor par-
te de las enzimas de su metabolismo.

Se han definido las funciones clave de los esfingolipidos en la regulacién de
numerosos procesos bioldgicos y patoldgicos a través de su interaccion con pro-
teinas efectoras, pero este conocimiento es muy escaso en relacién con las fun-
ciones atribuidas a estos lipidos. La identificacién de interacciones lipido-protei-
na, bioldgicamente relevantes, es un amplio campo de la futura investigacion.

Un objetivo importante, desde el punto de vista de las terapias basadas en la
utilizacion de los esfingolipidos, es definir claramente la funcién de estos compuestos
en la homeostasis de los tejidos normales para establecer, a nivel molecular, las di-
ferencias entre estados fisiologicos y patoldgicos de cara al disefio racional de pe-
quefias moléculas especificas, dirigidas a su interferencia con el desarrollo de pato-
logias. Cuanto mayor nimero de dianas moleculares de esfingolipidos bioactivos se
identifiquen mas se facilitard el exacto conocimiento de su mecanismo de accién y
mads facil serd la eliminacion selectiva de células dafiadas o transformadas.

Hoy es habitual la utilizacién clinica de andlogos de esfingolipidos y de en-
zimas recombinantes y sus inhibidores (agentes farmacoldgicos, RNAi) en pato-
logias como: céncer, inflamacion, diabetes y enfermedades autoinmunes. Por otra
parte, las enzimas que gobiernan el metabolismo de los esfingolipidos emergen
como biomarcadores de la enfermedad, su progresion y prognosis. Es imprescin-
dible cubrir etapas en el 4mbito de la investigacién bdsica que permitan trasladar
con seguridad sus descubrimientos a la lucha frente la enfermedad.
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7. ABREVIATURAS

AA, 4cido araquiddnico; a CERasa, ceramidasa 4cida; alc CERasa(s), ce-
ramidasa(s) alcalina(s); @ EMasa(s), esfingomielinasa(s) dcida(s); AIF, factor ini-
ciador de la apoptosis; ASK1, Kinasa 1 reguladora de la sefial apoptética;
C2/Cal.B, dominio de unién a lipidos dependiente de calcio, similar a C2 de
PKC; CAPK, proteina kinasa activada por ceramida; CAPP(s), proteina(s) fos-
fatasa activadas por ceramida; CER, ceramida; CERasa(s), ceramidasa(s);
CERK, ceramida quinasa; CER-1P, ceramida-1 fosfato; CERS, ceramida sinta-
sa; CERT, transportador de ceramida; COX-2, ciclooxigenasa 2; CRD, dominio
rico en cisteina; DAG, diacilglicerol; DAGK, diacilglicerol quinasa; DD, do-
minio de muerte; DNA, acido 2-desoxi-ribonucleico; dsRNA, acido ribonuclei-
co de doble hebra; EDG, genes de diferenciacién endotelial; EGF, factor de cre-
cimiento epidérmico; EGFR, receptor del factor de crecimiento epidérmico;
elF2,factor 2 de iniciacién de la traduccion; ELs, esfingolipidos; EM, esfingo-
mielina; EMasa(s), esfingomielinasa(s); EMsintasa, esfingomielina sintasa;
ERK, quinasa regulada por sefiales extracelulares; ES, esfingosina; ESDK pro-
teina kinasa dependiente de esfingosina; ESK, esfingosina kinasa; ES-1P, esfin-
gosina-1-fosfato; FADD, dominio de muerte asociado a Fas; Fas L, ligando del
receptor Fas; FC, fosfatidilcolina; FS, fosfatidilserina; GalCER, galactosil cera-
mida; GIcCER, glucosil ceramida; GCS, glucosil ceramida sintasa; GD3, disia-
logangliésido 3; GLS, glucoesfingolipidos; GM3, monosialogangliésido 3;
GPCR, receptores acoplados a proteinas G; GSK-3[3; Glucogeno sintasa kinasa
3 B; GT3, trisialogangliésido 3; IAP, inhibidor de proteinas apoptéticas; IL-1,
interleuquina 1; IL-1p, interleukina-1f3;JNK, c-Jun (NH, terminal) kinasa; KSR,
kinasa supresora de ras.; LacCER, lactosilceramida; LDLox, lipoproteinas de
baja densidad oxidadas; LO, lipooxigenasa; MAPK, proteina kinasa activada por
mitédgenos; MEK, proteina kinasa activada por mitégenos kinasa; MP, membra-
na plasmdtica; mRNA, dcido ribonucleico mensajero; nCERasa (s), ceramida-
sa(s) neutras; n EMasa(s), esfingomielinasa(s) neutra(s); NF-kB, factor de ne-
crosis kappa B; NGF, factor de crecimiento nervioso; NO, 6xido nitrico; NOS,
6xido nitrico sintasa; PDGF, factor de crecimiento derivado de plaquetas;

269



EVANGELINA PALACIOS ALAIZ

PDGFR, receptor del factor de crecimiento derivado de paquetas; PDK, protei-
na kinasa dependiente del 3 fosfoinositido; PECAM-1, molécula de adhesion de
célula endotelial plaquetaria; pG, proteina G; PGD,, prostaglandina D,; PGE,,
prostaglandina E,; PI3K, fosfatidil inositol 3 kinasa; PKA, proteina kinasa A;
PKB, proteina kinasa B; PKC, proteina kinasa C; PKCa., proteina kinasa C o
PKCC, proteina kinasa C {; PKR, proteina kinasa dependiente de dsRNA; PLD,
fosfolipasa D; PP1, proteina fosfatasa de la familia 1 (serina/treonina fosfatasa);
PP1a, fosfoproteina fosfatasa 1a; PP2A, proteina fosfatasa de la familia 2A (se-
rina/treonina fosfatasa); PTM, potencial transmembrana mitocondrial; RE, reti-
culo endoplasmatico; RNA, acido ribonucleico; RNAi, RNA de interferencia;
ROS, especies reactivas de oxigeno; SAPK(s), proteina(s) kinasas activada(s)
por el estrés; SPT, serina palmitoil transferasa; ¢ Bid, Bid truncado; TNFa., fac-
tor de necrosis tumoral o; TNF, factor de necrosis tumoral; TNFR, receptor del
factor de necrosis tumoral; TNF- R55, receptor de 55 kDa del TNF; TRADD,
receptor del factor TNF asociado al dominio de muerte; TRAF, factor asociado
al receptor TNF; VEGEF, factor de crecimiento del endotelio vascular.
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