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RESUMEN

Los esfingolipidos tienen funcién crucial en la regulacion de diversos procesos incluyendo el
cancer. Mientras la ceramida y la esfingosina inducen apoptosis y arresto del ciclo celular, la
esfingosina 1-fosfato promueve la proliferacion y supervivencia celular. El delicado equilibrio
entre los niveles intracelulares de cada uno de estos esfingolipidos estd controlado por las
enzimas que los produces. La esfingosina cinasa es reguladora esencial de este balance ya
que, produce el metabolito pro-supervivencia esfingosina 1-fosfato y reduce el contenido de los
metabolitos pro-apoptéticos. El gen que codifica a la enzima es un encogen, y su RNA m esta
sobreexpresado en numerosos tumores y la actividad de la enzima disminuye en los
tratamientos anti-cancer. Estrategias para eliminar tumores por aumento del contenido de
ceramida con bloqueo de la generacion de esfingosina 1-fosfato puede tener un indice

terapéutico favorable.

palabras clave: esfingolipidos; esfingosina: ceramida; esfingosina-1 fosfato.
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Abstract

Sphingolipid metabolites play critical functions in the regulation of a number of processes
including cancer. Whereas ceramide and sphingosine mediate and trigger apoptosis or cell
growth arrest, sphingosine 1- phosphate promotes proliferation and cell survival. The delicate
equilibrium between the intracellular levels of each of these sphingolipids is controlled by the
producing enzymes. Sphingosine 1-kinase is a crucial regulator of this balance because it
produces the prosurvival sphingosine 1-phosphate, and reduces the content of proapoptotic
sphingolipids. The gene was found to be of oncogenic nature, its mMRNA is over-expressed in
many tumors and the enzyme activity is decreased during anticancer treatments. Strategies to
kill tumor cells by increasing their ceramide content while blocking sphingosine 1-phosphate

generation should have a favorable therapeutic index.

key words: sphingolipids; ceramide: sphingosine; sphingosine 1-phosphate

Introduccion

Todas las células eucariotas estan rodeadas por una membrana cuya base estructural
es una bicapa lipidica. Su estructura quimica y funciéon esencial en la permeabilidad celular
fueron propuestas hace 100 anos. En la actualidad se sabe que en células eucariotas la bicapa
lipidica esta formada por tres clases de lipidos, los glicerofosfolipidos, los esfingolipidos y los
esteroles. Las propiedades bioquimicas y biofisicas de los mismos varian considerablemente e
impactan en forma diferente en la funcion celular. Los progresos logrados en las ultimas
décadas en la dilucidacién de los componentes de la bicapa lipidica, y recientemente, en la
lipidémica, asi como los avances en el entendimiento de las propiedades biofisicas de los
lipidos, hizo necesario que se re-analizara el modelo de membrana el cual incluye la
complejidad estructural y funcional de las bicapa lipidica y el papel que los lipidos especificos
juegan en la definicién de los procesos celulares. El clasico y simple esquema de membrana

conteniendo una cabeza hidrofilica unida a dos cadenas de acidos grasos, definitivamente no
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justifica a la intrincada estructura de la bicapa lipidica de las membranas. El gran namero de
diferentes especies lipidicas que forman parte de la membrana, le otorga a esta estructura una
gran complejidad estructural y funcional. Mas aun, considerando que muchos de estos lipidos
son bioldgicamente activos y que en su recambio disparan vias de senalizacién, hace
necesario que el andlisis combinado de estructura lipidica y funcion deben ser considerados al
exponer modelos de estructura de membranas.

Durante muchos afos, los lipidos fueron considerados componentes de las membranas
biolégicas con funcién exclusivamente estructural. Sin embargo, en los arios recientes cada vez
se hace mas evidente que los lipidos se comportan como moléculas de senalizacién. Diversas
moléculas derivadas de los fosfolipidos de membrana han sido descriptas como lipidos de
sefalizacion. Entre ellas se cuentan: el diacilaglicerol, el &cido araquidénico, los
lisofosfolipidos, el acido fosfatidico, el factor activador de plaquetas (PAF) y el fosfitilinositol
3,4,5 trifosfato (PIP3). Mas recientemente, moléculas derivadas de los esfingolipidos de
membrana han sido también consideradas moléculas de sefalizacion. En este articulo nos

referiremos especificamente a los esfingolipidos y su importancia funcional.

Los esfingolipidos

Los esfingolipidos fueron asi denominados por J.L.W. Thudichum, inspirado en las
esfinges (Sphinx) de la mitologia griega. Aparentemente, Thudichum usaba mucho de su
tiempo libre pensando en las esfinges de la mitologia griega y asi llamé a los compuestos que
habia aislado en 1884, debido precisamente a la naturaleza enigmatica de sus funciones.
Debieron transcurrir 100 afnos hasta que se comenzara a entender las causas de las
caracteristicas enigmaticas de los esfingolipidos. La era de los esfingolipidos comenzé hace
dos décadas, basicamente debido a dos descubrimientos fundamentales que galvanizaron a la
comunidad cientifica. Primero, hoy se sabe que los esfingolipidos pueden actuar como
primeros y segundos mensajeros en una variedad de vias de sefalizacion, y segundo, tienen

una funcién vital en la formacién de microdominios de membrana denominados rafts lipidicos

(1).
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Como todos los lipidos de las membranas, los esfingolipidos son moléculas anfipaticas
que tienen propiedades hidrofébicas y también hidrofilicas. La region hidrébica consiste en una
base esfingoidea de larga cadena a la cual se une por una uniéon amida un acido graso. Desde
el punto de vista bioquimico, los esfingolipidos son lipidos complejos que contienen un acido
graso en unién amida y una larga base esfingoidea. El término genérico base esfingoidea se
refiere a una base 2-amino-1,3 dihidroxi alcano. La mas comun de estas bases es la
esfingosina (4E-2-amino-1,3-dihidroxi-octadeceno). Las bases esfingoideas son precursoras y
también productos finales del metabolismo intracelular de los esfingolipidos. El mas simple de
los esfingolipidos es la ceramida (2) la cual funciona como molécula clave en la sefalizacién
celular y como precursora de esfingolipidos mas complejos. Contrariamente con lo que ocurre
con los esfingolipidos mas complejos que contienen regiones hidrofdbicas, tales como fosfato
en el caso de la esfingosina 1 fosfato (S1P) y en la ceramida 1 fosfato, fosforilcolina en la
esfingomielina, y residuos de azucares en los glicoesfingolipidos, la ceramida tiene una regién
hidrofilica minima constituida por dos grupos hidroxilo siendo por lo tanto una molécula
altamente hidrofébica.

El area mejor definida de la biologia de los esfingolipidos es su metabolismo, ya que la
mayoria de las vias de sintesis y degradaciéon han sido determinadas y la mayoria de las
enzimas han sido clonadas (3).

Existen dos rutas de entrada a la via de los esfingolipidos y ambas convergen en la
formacién de ceramida, lo cual hace a esta molécula clave en la generacién de otros
esfingolipidos bioactivos. La primera ruta de entrada es la sintesis de novo (Figura 1A), donde
la serina y el palmitoil CoA se condensan y, posteriormente, a través de una serie de
reacciones se genera dihidro ceramida (producto biolégicamente inactivo), la cual es
desaturada formando ceramida. Una vez formada, la ceramida puede ser convertida en otros
esfingolipidos bio-activos tales como esfingosina y esfingosina 1-fosfato (S1P) o bien formar
esfingomielina y glicoesfingolipidos complejos. La depuracion celular de todos los
esfingolipidos requiere la transformacion final en S1P. Por lo tanto, la actividad de la SK,
enzima responsable de la fosforilacion de esfingosina para formar S1P, inicia la Unica via
bioguimica degradativa de eliminacion de ceramida de la célula. La degradacién de S1P es

mediada por la S1P liasa, y es el punto de salida de los esfingolipidos del pool celular general.
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Asi, cualquier esfingolipido deber ser convertido a S1P para luego poder ser hidrolizado por la
liasa. Este mecanismo le otorga a la SK una importancia indirecta adicional, como herramienta

de salida celular de todos los esfingolipidos.
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Figura 1 A. Sintesis de novo.
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Figura 1. El Metabolismo de los esfingolipidos. El metabolismo de los esfingolipidos se
subdivide en dos vias metabdlicas: la sintesis de novo (figura 1A) y la via de reciclaje (figura

1B).

La segunda ruta es la via de reciclaje (figura 1B), que involucra la hidrélisis de

esfingolipidos complejos (esfingomielina) por acciéon de esfingomielinasas. La degradacion de
los esfingolipidos complejos es gradual. En primer término se forma ceramida, la cual a su vez
es hidrolizada por la accién de ceramidasas para formar esfingosina. La esfingosina a su vez
sirve como sustrato de la esfingosina cinasa para formar S1P (1)
El metabolismo de los esfingolipidos es complejo y puede ser regulado en multiples niveles, a
través del control de la expresion de enzimas, modificaciones post-traduccionales y
mecanismos alostéricos. Algunos de estos mecanismos son especificos del tipo celular, tanto
para controlar el tipo de esfingolipido que se sintetiza durante distintas etapas del desarrollo o
en repuesta a senales especificas.

Parte de la razén de la reciente explosion de interés en la biolégica de los
esfingolipidos es el papel que estos lipidos tiene en la sefializacién intracelular, particularmente
la ceramida, la esfingosina y la esfingosina-1-fosfato. En la Gltima década quedé firmemente
establecida la importancia de la ceramida, la esfingosina y la S1P en el control del destino
celular. La ceramida esta implicada en los procesos de diferenciacion, senescencia y muerte
celular. La S1P en cambio, promueve la supervivencia y proliferacion celular. Las efectos
antagonicos de estos mediadores esfingolipidicos dio origen al concepto de bidstato ceramida /
S1P y se postulé que es la relacién de sus concentraciones y no el valor absoluto de cada una

de ellas la que determina el destino celular (4) (Figura 2).

La muerte celular
El conocimiento actual sobre la muerte celular, nos muestra que los mecanismos por

los cuales las células mueren, son tan complejos como aquellos por los cuales las células

118



Revista QuimicaViva- Numero 3, ano 6, diciembre 2007- quimicaviva@qgb.fcen.uba.ar

sobreviven. En todas las formas fisiologicas de muerte, ésta es el resultado de una serie de
procesos programados que obedecen a vias bioquimicas especificas, de alli el nombre de
muerte celular programada (MCP) conocida como apoptosis. Los caminos bioquimicos que

conducen a la muerte celular programada son complejos e involucran a diversos protagonistas.

Ceramida ——= Esfingosina———= Esfingosina-1-fosfato

| \ /

1 \Y | |
Detencion del Crecimiento Proliferacion
Muerte Supervivencia
Senescencia

Diferenciacion

Detencion del Crecimiento
Muerte

Figura 2. El redstato de esfingolipidos. Dado que Ceramida, Esfingosina y Esfingosina-1-
fosfato son metabolitos interconvertibles entre si, se postulé que la relacion entre sus
concentraciones, y no el valor absoluto de cada una de ellas, es la que determina el destino

celular.

En el proceso de muerte celular se pueden distinguir tres etapas diferenciadas: la etapa
de iniciacion, la etapa de determinacién o compromiso de muerte y la etapa de ejecucién. La
etapa de iniciacidon se cumple en o en la proximidad del compartimiento celular donde es
inducido el estrés (figura 3). Por ejemplo, la pérdida de homeostasis del Ca™ en el reticulo
endopléasmico inicia la muerte celular mediada por Ca™; el estrés por genotoxicos en el
nucleo, induce aumento de los niveles de la proteina p53 e inicia la via de muerte celular
activada por la proteina p53; la alteracién de la membrana lisosomal, produce la liberaciéon de
proteasas lisosomales involucradas en la muerte celular programada; la activacion de
receptores de muerte a nivel de membrana plasmatica inicia la via de muerte e involucra la

posterior activacion de mas de una organela intracelular.
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Una vez que la sefnal de muerte es detectada por sensores especificos, se activa la via
bioquimica de muerte, que eventualmente puede converger en la etapa de compromiso de
muerte, determinacién, o de no retorno, la cual generalmente ocurre a nivel de las

mitocondrias (4).
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Figura 3. Vias mdltiples de estrés celular, conducen a la permeabilizacion de la membrana
externa mitocondrial y a la apoptosis. Los genotoxicos activan a la p53, y a las proteinas BH3,
Noxa y Puma que promueven la permeabilidad de la membrana mitocondrial externa y la
liberacion de factores de muerte. La catepsina es liberada durante el estrés lisosomal y
produce liberacion de la proteina Bid, la cual trasloca a la mitocondria y promueve la
permeabilizacion de la membrana externa. El estrés del reticulo endoplasmico puede
manifestar desregulacion de la homeostasis del Ca™ y subsecuentemente promover
acumulacion de Ca'* en la mitocondria, llevando a la permeabilidad de la membrana

mitocondrial externa. Finalmente, la activacion de receptores de muerte puede llevar a diversas
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vias que involucran disfuncion lisosomal, degradacion de la proteina Bid inducida por caspasa

8, alteracion mitocondrial y activacion de caspasas ejecutoras

Una vez que la senal de muerte es ubicada en la mitocondria, la organela incurre en
importantes cambios. Un cambio prominente es la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial. La permeabilizacion de la membrana externa de la mitocondria causa la liberacién
al citosol de numerosas proteinas que se encuentran en el espacio formado por la membrana
externa e interna de la mitocondria. La méas estudiada de estas proteinas es el citocromo c, el
cual induce la dimerizacion de la proteina adaptadora APAF-1, la cual a su vez activa a la
caspasa 9, una cisteina proteasa clave en la via mitocondrial de muerte celular. La caspasa 9,
a su vez activa a las caspasas 3 y 7, iniciando de esta manera la etapa de ejecucion. Las
caspasas 3 y 7 degradan proteinas que son vitales para el funcionamiento normal de las
células. Otra proteina liberada al citosol desde las mitocondrias es la proteina Smac /Diablo, la
cual se une e inhibe a proteinas celulares inhibidoras de la apoptosis, conocidas como IAPs .
Normalmente las |IAPs protegen a las caspasas de ser activadas en forma erratica en el estado
de supervivencia celular. Siguiendo a la liberacion del citocromo ¢ y la proteina Smac, las
células desarrollan diversos eventos propios de la muerte celular por apoptosis. El mas
prominente es la condensacion morfologica de la cromatina, la degradacion de la poli-(ADP-
ribosa) polimerasa (PARP), y la externalizacién bioquimica de la fosfatidilserina, fosfolipido
ubicado normalmente en la hemicapa interna de la bicapa lipidica de la membrana celular. Es
importante hacer notar que tanto la activacion de la caspasa 9, como la exposicion de la
fosfatidilserina en la hemicapa externa de la membrana celular, son procesos que requieren
ATP, y que, la pérdida de ATP puede desviar a la via de muerte celular por apoptosis a la
forma de muerte por necrosis (5).

Existen formas alternativas de muerte por apoptosis que son independientes de
caspasas. En ese caso, una vez producida la permeabilizacién de la membrana externa
mitocondrial, un factor inductor de apoptosis, conocido como AIF y una endonucleasa G,
traslocan desde la mitocondria al nucleo e inducen apoptosis del tipo muerte celular

programada, llamada asi porque causan pérdida de cromatina condensada en forma
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independiente de caspasas (6). La proteina HtrA2/omi también es liberada de la mitocondria y
tiene un papel dual en la muerte celular, uno dependiente de su habilidad de inactivar IAPs y
causar muerte celular programada dependiente de caspasas y otra debido a su actividad de
serina proteasa (7).

Considerando que las mitocondrias juegan un papel esencial en la muerte celular, no
es sorprendente que las células hayan desarrollado una familia de proteinas que tengan por
funcién controlar a estas organelas en la supervivencia versus el estado de muerte. Estas
proteinas constituyen la familia de proteinas Bcl-2. En la familia Bcl-2 se distinguen tres tipos
diferentes de proteinas: i) los factores de supervivencia Bcl-2, son anti-apoptéticas e incluyen a
las proteinas Bcl-2 y Bcl-x., ademas de otras proteinas menos caracterizadas; ii) los factores
de muerte, son proteinas tipo Bax , pro apoptéticas, incluyen a las proteinas Bax y Bak; y iii) las
llamadas s6lo BH3 (BH3-only), que incluyen a las proteinas Noxa, Puma, Bid, Bad y Bik (8). El
sitio de accion més caracterizado de estas proteinas es la propia mitocondria, aunque en la
actualidad se comenz6 a proponer a otras organelas como sitios de accion.

Las proteinas del tipo Bcl-2 mantienen la integridad mitocondrial. Son consideradas
guardianas de estas organelas. En efecto, la sobre-expresion de las proteinas Bcl-2 y Bcl-x,,
rescata a las células de la muerte inducida por estimulos que normalmente conducen a la
induccién de la permeabilidad de la membrana mitocondrial. Las proteinas del tipo Bax y "BH 3-
only”, comprometen a la funcién mitocondrial y basicamente median los efectos de diversos
inductores de muerte celular que causan permeabilidad de la membrana mitocondrial externa.
Por lo tanto, la integridad de la mitocondria, consecuentemente la supervivencia celular,
depende del balance critico entre los miembros pro-apoptéticos y anti-apoptoéticos de la familia
Bcl-2. Es importante hacer notar que las proteinas Bcl-2 no s6lo son actores principales en la
apoptosis, sino también en la forma alternativa de muerte celular programada donde ocurre
permeabilizacién de la membrana mitocondrial externa.

La via de muerte por apoptosis, ha sido clasicamente descripta como via de muerte
intrinseca o extrinseca. La via intrinseca significa que la sefial de muerte es generada en el
interior de la célula, tal como es en el caso de la muerte celular producida por el estrés
genotoéxico. La via extrinseca, por otro lado, indica que la sefial de muerte es generada por la

unién de un ligando de muerte a su receptor de la superficie de la membrana, con posterior
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activacion de la cascada de apoptosis. La permeabilizacién de la membrana mitocondrial
externa es esencial para el desarrollo de la via intrinseca de muerte celular. En los casos en
que los ligandos se unen a sus receptores de muerte, la muerte celular puede proceder en
forma independiente de la mitocondria, por activacién directa de las caspasas ejecutoras.
Finalmente, la via extrinseca puede conectar a la via intrinseca de muerte celular programada,
haciendo de la mitocondria y las proteinas Bcl-2 protagonistas clave también en la via de

muerte celular programada iniciada por activacién de receptores de muerte.

La ceramida y la muerte celular

La ceramida tiene una importancia fundamental, como mediadora de la respuesta al

estrés en las células eucariotas (Figura 4) (9).

Eigando/l;eceptor de Mue@

Estrés Lisosomal

Activacion de
MPT Caspasas

>

Figura 4. La ceramida es la mediadora central de diversas vias apoptéticas. El estrés por

genotodxicos, induce acumulacién de ceramida. La sefalizacion a través de los lisosomas
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induce el aumento del nivel de ceramida por activacion de esfingomielinasa acida. La ceramida
puede activar directamente a la catepsina D la cual posteriormente, degrada y activa a la
proteina Bid. Otra proteina blanco de la ceramida es la fosfatasa PP2A, la cual regula
negativamente la via de supervivencia Akt / PKB. Ambas PP2A y la Akt / PKB regulan la
relacion Bax / Bcl-2; si la PP2A prevalece como ocurre en presencia de ceramida, Bax
prevalece sobre Bcl-2 y la mitocondria se permeabiliza. La activacion de los receptores de
muerte conduce a la formacién de ceramida via activacion de la esfingomielina neutra y la
degradacion de la proteina Bid inducida por caspasa 8. Los lisosomas pueden también ser
activados corriente abajo de los receptores de muerte y ambas sefales convergen en la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa. Ademds, la generacion de ceramida
por hidrélisis de esfingomielina mitocondrial resulta en la traslocacién de la proteina Bax y

finalmente se produce permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa.

La acumulacion de ceramida puede ocurrir fundamentalmente por la activacion de la
sintesis de novo o por la activacion de la hidrélisis de esfingomielina (via de reciclaje). Algunos
agentes externos, tales como la irradiacién, activan mdltiples vias de acumulacion de la
ceramida (10).

Los efectos de la ceramida son pleiotrépicos, pero en la mayoria de los casos inhibidores de la
proliferaciéon celular. La molécula de ceramida esta implicada en la diferenciacion celular,
arresto del ciclo celular, apoptosis y senescencia en diversos tipos celulares. La ceramida
induce arresto del ciclo celular mediante diversos mecanismos tales como. la induccién de la
defosforilacion de la proteina del retinoblastoma Rb (11), la activacion del inhibidor de la cinasa
dependiente de ciclina p21 (12), y la inhibicién de la cinasa dependiente de ciclina CDK2 (13).
Niveles elevados de la concentracion de ceramida también se encuentran presentes en la
senescencia. El fenotipo senescente es atribuido a fallas en la via fosfolipasa C /proteina

cinasa C, enzimas que son inhibidas por ceramida (14).

El papel de la ceramida mas estudiado es su funcion como molécula pro-apoptotica. La
acumulacion de ceramida que sigue al tratamiento de células con agentes pro-apoptoéticos

constituye una evidencia de su implicancia en la respuesta biolégica a estos agentes (10).
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Debido al efecto inductor de apoptosis, es que a la ceramida se la denomina lipido supresor
de tumores (15).

Se trat6 de definir el papel especifico de la ceramida en la induccion de la apoptosis en
tumores. Se encontré que la proteina p53, las proteinas de la familia Bcl-2 y diversos tipos de
proteasas son componentes clave de la respuesta del tumor al estrés y que la ceramida se
encuentra relacionada a cada una de estas proteinas mediadoras. Diversos estudios,
reportaron la existencia se asociaciones variables entre estas proteinas y la ceramida,
sugiriendo que diferentes células presentan redes diferentes de interaccion que operan de
diferente manera segun el tipo celular y su condicién metabdlica (figura 4).

La ceramida tiene un papel adicional en la muerte celular programada Tipo Il, por
autofagia. La ceramida regula positivamente a los genes autofagicos BNIP3 y Beclin-1 y los
inhibidores de la sintesis de novo de ceramida atenutan la induccion de la autofagia producida
por Tamoxifen en células de cancer humano de mama (16). Consecuentemente, el concepto
de que la ceramida se comporta como un mediador de diversas formas de muerte celular

programada fue ganando prestigio.

La esfingosina y la muerte celular

La esfingosina induce muerte celular en forma independiente de la ceramida (figura 5).
Los mecanismos por los cuales la esfingosina dirige a la célula hacia la muerte programada
son multiples y en algunos casos coinciden con las vias de muerte inducidas por ceramida.
Ambos esfingolipidos inducen apoptosis en células U937 de leucemia humana monobléstica.
La letalidad asociada a ceramida involucra una fuerte activacién de la via de las JNK y débil
inhibicion de la via de las ERK. La esfingosina en cambio, induce la muerte debido a una débil
estimulacién de la via JNK y una fuerte inhibicién de la via ERK (17). La esfingosina también
puede inhibir a la via Akt / PKB, y la sobre-expresion de la Akt constitutivamente activada por
miristoilacién rescata a las células de la muerte inducida por esfingosina. La muerte celular
inducida por esfingosina es dependiente de caspasas. La esfingosina puede inducir, activacion
por clivaje de la proteina pro-apoptética Bid, liberacién del citocromo c, la posterior activaciéon
de las caspasas ejecutoras 3 y 7, y la degradacién de la enzima PARP. Adicionalmente las

esfingosina puede reducir la expresion de las principales proteinas guardianas de las
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mitocondrias, las proteinas anti-apoptéticas Bcl-2 y Bcl-x.. La muerte celular inducida por
esfingosina ocurre aun en condiciones de sobre-expresion de la proteina Bcl-2 e involucra el

clivaje de la proteina pro-apoptoética Bax y su posterior asociacion con Bcl-2 (18).
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Figura 5. La esfingosina y la esfingosina-1-fosfato en la apoptosis (S1P). (A) la esfingosina
media la muerte celular a través de la inhibicion de los factores de supervivencia PKC y
Akt/PKB via SDK1., la cual produce activacion de la proteina Bax a través de la inhibicion por
fosforilacion de la proteina 14-3-3. (B) La S1P inhibe la apoptosis por activacion de los factores

de supervivencia Akt/PKB, NF-kB, ERK y NO

La esfingosina es reguladora endégena negativa de la actividad de la PKC. Esta accion
bioloégica de la esfingosina es la que permitié definir a la esfingosina como lipido bio-activo.
Recientemente se describi6é a una proteina cinasa dependiente de esfingosina, (SDK1). Entre
los sustratos de la SDK1 se encuentra la proteina 14-3-3. Es sabido que la fosforilacion de la
proteina 14-3-3 estd asociada con la liberacién de las proteinas pro-apoptéticas Bax y Bad,

permitiendo que ejerzan su efecto de muerte celular (figura 5)

La esfingosina cinasa (SK1), la S1P y la muerte celular

Es de particular importancia en la biologia de los esfingolipidos las funciones

antagonicas que ejercen la ceramida y la esfingosina por un lado y la esfingosina 1-
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fosfato(S1P) por el otro, en una gran variedad de tipos celulares. La ceramida y la esfingosina
median la muerte celular, inducen arresto del ciclo celular y diferenciacion celular, mientras que
la S1P promueve proliferaciéon celular, supervivencia, e inhibicion de la apoptosis Como se
menciond en péarrafos precedentes, estos efectos antagénicos dieron origen a lo que se dio en
llamar bidstato esfingolipidico, el cual propone que los niveles relativos de estos lipidos son
determinantes del destino celular (4).

Una de las primeras observaciones que permitieron definir el efecto proliferativo de la
S1P fue la habilidad del suero fetal bovino y del PDGF de inducir proliferacion celular a través
de la activacion de la SK y se propuso a la S1P como segundo mensajero (19). Diversos
estimulos proliferativos activan a la via SK/ S1P. Ademas, la sobre-expresion de la SK1 induce
disminucion de los niveles de ceramida y esfingosina y aumenta los niveles de S1P. Esta
conversion de esfingolipidos estd asociada con la proliferacién celular, la induccién de la
transicién G1- S, y el aumento de la sintesis de DNA (20). La importancia biologica de la SK'y
de su producto de reaccién la S1P proviene de diversos estudios que demostraron que estos
mediadores atenuan la muerte celular y el efecto inhibidor de la proliferacion causado por
diversos agentes inductores de estrés. El trabajo clave que consolid6 el concepto de bidstato
esfingolipidico fue el que reportdé que la S1P puede inhibir la muerte celular programada
inducida por ceramida (21). El efecto de diversos agentes de muerte que aumentan la
formacion de ceramida en las células, se encuentra significativamente atenuado cuando la SK
es estimulada por un agonista o por la sobre-expresion de la enzima.

El mecanismo por el cual la SK y la S1P ejercen sus efectos proliferativos y de
supervivencia, involucra a diversos protagonistas clave en el proceso de supervivencia y
proliferacién celular (figura 3 B), tales como el NF-«kB y otros factores de supervivencia como el
NO, ERK y Akt.

La sobre-expresién de SK inhibe la via apoptética tal como fue demostrado en células
de leucemia, donde la S1P inhibe la liberacién mitocondrial de factores apoptoéticos, causada
por privacion de suero, anti Fas, ceramida o TNF (22)

La SK fosforila a la esfingosina generando S1P, consecuentemente es reguladora
crucial del balance ceramida-esfingosina / S1P. Este hecho convierte a la SK en enzima clave

del metabolismo de los esfingolipidos. Por cumplir una funcién dual modulando los niveles de
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ceramida y de S1P, no sblo produce el mensajero pro-proliferativo, anti-apoptético S1P sino

que disminuye los niveles intracelulares del mensajero pro-apoptético ceramida.

El metabolismo de los esfingolipidos en el cancer

Evidencias recientes que muestran alteraciones en los niveles de metabolitos
esfingolipidicos biolégicamente activos y de enzimas del metabolismo de los esfingolipidos en
el cancer, indican un papel crucial de esta via metabdlica en la patogénesis y progresién de
esta enfermedad. En pacientes con astrocitoma maligno se ha demostrado la existencia de una
correlacion inversa entre los niveles de ceramida y el grado de progresién maligna y severidad
de pronéstico (23). Bajo contenido de ceramida endégena se ha demostrado en tumores de
ovario si se lo compara con tejido normal, Mas aun, los tumores de ovario presentaron
acumulacion anormal del precursor inactivo dihidro ceramida (24). Adicionalmente, los niveles
de la proteina SK1 y de su RNAm se encontraron significativamente aumentados en tumores
primarios de cancer de pulmén, colon, mama, estémago, Utero y riidn si se lo compara con
tejido normal adyacente (25). Estos datos indican que en estos tumores el metabolismo de la
ceramida debiera estar favoreciendo la formacién de S1P.

La ceramida, es la molécula central del metabolismo de los esfingolipidos, es la
mediadora de la apoptosis en respuesta a una amplia variedad de tratamientos anti-cancer a
través de un aumento de la sintesis de novo o por hidrélisis de esfingomielina de membrana
(26) Tanto la quimioterapia como la radioterapia producen un aumento en los niveles de

ceramida que anteceden a la primera manifestacion bioquimica de apoptosis.

La esfingosina cinasa -1 (SK1) es un oncogen y se encuentra sobreactivada en el cancer

Los trabajos pioneros de Xia y col. aportaron fuertes evidencias demostrando que la
SK1 es un oncogen. En el mismo sentido del modelo clasico de transformacién celular, se
demostrd que fibroblastos que tienen super expresada a la SK1 presentan un fenotipo de
células transformadas en cultivo y capacidad para formar tumores en ratones (27).
Posteriormente se encontré que los niveles de RNAmM de SK1 son significativamente superiores

en diversos tipos de tumores (cerebro, mama, colon, pulmén ovario, estomago, Utero, rifdn,
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recto e intestino delgado) en comparacién con tejido normal. (25). La expresion elevada del
RNAm de SK1 fue posteriormente confirmada por inmunohistoquimica para SK1 en carcinomas
de pulmén a células grandes comparadas con tejido adyacente normal (28). La SK1 se
encontré también super expresada en cancer de colon inducido por carcinégenos en raton. Es
de interés destacar que la expresion de SK1 depende del estadio del tumor. Un bajo porcentaje
de adenomas de colon muestran SK1 sobre expresada mientras que los adenocarcinomas de
colon muestran intensa inmunomarcacion. Basicamente estos resultados sugirieron que la SK1
puede jugar un importante papel en la carcinogénesis de colon y sugiere su posible uso como
biomarcador de malignidad del cancer de colon. Asimismo, la SK1 podria ser un blanco para el
desarrollo de estrategias terapéuticas contra el desarrollo del cancer de colon (29). Van
Brocklyn y col (30) publicaron un trabajo donde demostraron correlacion entre el nivel de

expresion de la SK1 y la supervivencia de pacientes con astrocitoma grado 4.

La SK1 actua como sensor durante la terapia anticancer

Basados en el conocimiento general de que la ceramida es un mediador de la
apoptosis, fallas en la generacion de ceramida han sido relacionadas con células tumorales
resistentes (26). Lineas celulares radio y quimio resistentes no generan ceramida luego de la
radio o quimioterapia (31,32), defecto que puede ser subsanado mediante tratamiento con
ceramidas permeables. Es interesante hacer notar que originalmente se establecié una
correlacion entre la actividad de la SK1 y la resistencia a la irradiacién en células de cancer de
prostata (33). Con el objeto de establecer el papel de la SK1 como indicador de la sensibilidad
o resistencia tumoral, se estudi6 el efecto de un inhibidor de la topoisomerasa (camptotesina) y
de un agente antimicrotibulo como el docetaxel en células de cancer de préstata humano y se
determiné la relacién existente entre la actividad de SK1, la subsiguiente relacién ceramida
/S1P y la supervivencia celular (34). La inhibicion de la SK1 y la elevacion de la relacion
ceramida / S1P fue observada sélo en lineas celulares sensibles al tratamiento. Los resultados
fueron confirmados en experimentos en ratones nude. El docetaxel, indujo mayor inhibicion de
la SphK1 y mayor elevacion de la relacion ceramida / S1P que la camptotecina, y esto fue

acompanado por la presencia de tumores de menor tamafio y menor presencia de metastasis.
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Estos resultados fueron las primeras demostraciones de la SK1 como sensor de quimioterapia
(34). El mecanismo de inhibicion de la SK1 durante la apoptosis es desconocido.

La conversién metabdlica de ceramida en S1P puede cambiar una célula cancerosa de
un estado apoptético a una célula en estado proliferativo o sobreviviente. De esta manera el
metabolismo de los esfingolipidos pueden ser vistos como un flujo dindmico en el cual, un
aumento en los niveles de ceramida podrian llevar a un aumento en los niveles de S1P, en
caso en que la SK1 no se encuentre inhibida. La generacion de ceramida en si misma no es
suficiente para mediar exitosamente la apoptosis sin la inhibicion de enzima de supervivencia

SKi.

La sobreexpresion de SK1 protege contra los tratamientos anticancer

El papel estratégico de la SK1 en la regulacion de la apoptosis en células cancerosas
inducida por agentes quimioterapéuticos, esta sustentada por experimentos que demostraron
que la sobreexpresion de la enzima inhibe la muerte celular inducida por: antraciclinas en
células MCF7 de cancer de mama (35), doxorubicina y etopésido en células HL-60 de
leucemia mieloide aguda ( 36) y camptotecina y docetaxel en células PC-3 y LNCaP de cancer
de prostata (37). Existen multiples evidencias de que la sobreexpresion de SK1 puede evitar la
apoptosis, dirigiendo el balance ceramida / S1P hacia la formacién de S1P (37). El aumento de
de la actividad de SK1 reduce los niveles de ceramida por direccionamiento hacia la sintesis de
S1P, la cual, es sabido, frustra la maquinaria apoptética a nivel pre-mitocondrial, a través de la
inhibicion de la liberacion del citocromo c¢ (38). Mas ain, se ha demostrado, que la super
expresion de SK1 inhibe la liberacién de citocromo ¢ inducida por drogas quimioterapéuticas
(36). Usando un modelo ortotopico para cancer de prostata, Pchejetski y col demostraron
recientemente que animales inyectados con células PC-3 de cancer de prostata que
sobreexpresan SK1, desarrollan tumores de mayor tamano y mayor resistencia al tratamiento

con docetaxel (37).

¢La inhibicion de la SK1 puede constituir una terapia para el cancer?
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Considerando dos hechos basicos tales como: i) que la actividad de SK1 es regulada
negativamente por tratamientos inductores de apoptosis s6lo en células sensibles a la terapia y
i) que la expresion aumentada de la SK1, protege de la apoptosis inducida por agentes
quimioterapeuticos o irradiacion debido a que dirige el metabolismo de los esfingolipidos hacia
la formacion de S1P, nos podriamos preguntar si la inhibicion de la SK1 podria tener interés
terapéutico.

Experimentos recientes en los que se usé el RNA de interferencia especifico para la
SK1 (iRNA-SK1) mostraron apoptosis de células de tumores mamarios (35), glioblastoma (30),
tumor de préstata (34) como asi también en leucemias (36). El efecto proapoptético del iRNA-
SK1 reflejado en la activacion de caspasas ejecutoras y liberacion de citocromo c (35, 36), se
encuentra asociado a un aumento en los niveles de ceramida o esfingosina, ambos mediadores
esfingolipidicos que, es sabido, preceden a la via mitocondrial de apoptosis (22, 37).

Durante las dos ultimas décadas, diversos compuestos farmacoldgicos que inhiben a
la SK1 han sido sintetizados o aislados de fuentes naturales, principalmente hongos. Los
compuestos mas comunmente utilizados son los derivados de la esfingosina, la DL-threo-
dihidroesfingosina y la dimetilesfingosina, los cuales son potentes inhibidores competitivos de
SK1 purificada (38). Ambos agentes inducen inhibicidn de la proliferacién celular y causan
apoptosis en diversas células tumorales tales como, células de leucemia mieloide aguda (22),
de leucemia mieloide crénica (39), de leucemia linfoide aguda (37, 22 ), de carcinoma de cuello
de utero (40), de feocromocitoma (41), de adenocarcinoma de préstata (42), de cancer
gastrico (43 ), de cancer de pulmén (44), de cancer de colon (43,44), de melanoma (44), de
carcinoma epidemoideo (43, 44), de hepatoma (45), de neuroblastoma (46) y de
adenocarcinoma de mama (47). Es interesante hacer notar que ambas bases esfingoideas
pueden potenciar la muerte celular inducida por una terapia anticancer o bien vencer la
resistencia a la radiacion o a la quimio resistencia en leucemia mieloide aguda (22) o tumores
sélidos tales como adenocarcinoma de mama (48), adenocarcinoma de préstata (42,48),
carcinoma de cuello de Utero (40), adenocarcinoma gastrico (49), neuroblastoma, melanoma, y
tumores de pulmon, colon o pancreatico (48).

La dimetilesfingosina ha sido usada con éxito en ensayos preclinicos en modelos

animales. Por ejemplo, se demostré que su administracién inhibe en forma dosis dependiente,
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el crecimiento in vivo de carcinoma de pulmén y carcinoma gastrico en ratones atimicos (44) y
disminuye severamente la metastasis de melanoma en ratén. El efecto inhibitorio del
crecimiento tumoral de la dimetilesfingosina también se observd en las células KB-2 de
carcinoma de cuello de Utero resistentes a la quimioterapia (40).

La L-threo-dihidroesfingosina, otro derivado de la base esfingoidea conocido como
Safingol, con propiedades inhibitorias de la actividad de SK1 (50), ha alcanzado la fase 1 de
evaluacién clinica. La administracién de Safingol aisladamente o en combinaciéon con
doxorubicina, ha demostrado ser no téxica y no altera la farmacocinética de las drogas
anticancer (51).

Realizando un analisis de diferentes compuestos sintéticos, French y col (25) han
identificado una serie de inhibidores selectivos para SK1 en comparacién con otros enzimas
implicadas en el metabolismo de lipidos tales como fosfatidilinositol 3 cinasa, o PKC. Entre
estos compuestos, el 2-(p-hidroxianilino)-4- (p-clorofenil)tiazol fue el compuesto aislado mas
selectivo ( ICsq = 0,5 umol/l para la actividad de SK1 ), y demostré tener fuerte citotoxicidad en
células T,4 de carcinoma de vejiga, en células MCF-7 de cancer de mama, en células MCF-
7/VP que son resistentes a diversas drogas anticancer debido a la sobre expresiéon del
transportador de proteinas MRP1 y en células NC1/ADR , una linea celular resistente a
diversas drogas anticancer debido a la sobre expresion del transportador de drogas P-
glicoproteina. Mas recientemente, se demostr6 que el 2-(p-hidroxianilino)-4- (p-clorofenil) tiazol
indujo muerte en células LNCaP (andrégeno sensibles) y células PC-3 (hormono resistentes)
de cancer de préstata humano, independientemente de la condiciéon de la proteina p53. El
efecto de la droga se debe a inclinar el biéstato ceramida / S1P hacia la ceramida (27). El
efecto de una variante sintética del inhibidor fue ensayado en ratones con tumores en
crecimiento. Los tumores de los animales tratados con el inhibidor mostraron un crecimiento
entre 50 y 85 % menor que los tumores de los animales no tratados.

En la actualidad, se han aislado diversos productos naturales de bacterias marinas y
hongos con capacidad de inhibir la actividad de la SK . Entre ellos el F-12509 aislado del
discomicete Trichopezizela barbata, induce inhibicion de la SK1, resultando en disminucién de
la biosintesis de S1P concomitante con un acumulacién de ceramida en células HL-60 (quimio

sensibles) como asi también en células HL-60 / VP16 (quimio resistentes) que sobreexpresan
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los transportadores MRP1 y MDR1, respectivamente A concentraciones umolares, el inhibidor
F-125092 dispara la apoptosis en células HL-60 independientemente de la situacién del
transportador MDR, a través de la activacién de la via mitocondrial, demostrado por la
liberacion al citosol de citocromo ¢y de la proteina SMAC /Diablo seguido de la inactivacion por
degradacion del inhibidor de apoptosis (36).

Colectivamente, los resultados de numerosos estudios avalan fuertemente que
estrategias para matar células tumorales a través de la inhibicién de la SK1 son validas y
pueden tener importante impacto terapéutico. Efectivamente, no sélo la actividad oncogénica
de SK se encuentra esta sobre estimulada en muchos tumores, convirtiendo a esta enzima en
blanco terapéutico, sino que también su inhibicién, al inducir aumento de los niveles de
ceramida y por evitar su conversion en S1P, podria tornar un tumor quimio resistente en quimio

sensible y sensible a la radiacion.
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