Ana M. Sanchez
Inés Diaz-Laviada

Universidad de Alcala
Departamento de Bioquimica
y Biologia Molecular
Campus Universitario
Edificio de Medicina

28871 Alcala de Henares
(Madrid)

Email: ines.diazlaviada@uah.es

Estructura
y metabolismo
de los esfingolipidos

A D O\/'&T/W\/W\/\VCHa

Papel de los esfingolipidos
en la sefalizacién celular.

Una de las funciones mas interesantes de los lipidos en el
contexto de la biologia celular es su capacidad de regular
numerosos procesos cruciales para la vida de las células. En
particular, los esfingolipidos se han revelado recientemente
elementos clave en las cascadas de transduccion de sefiales que
regulan procesos importantes de la fisiologia celular tales como
crecimiento, diferenciacion y muerte celular. Consecuentemente,
la biologia de los esfingolipidos se ha convertido en una diana
importante para la investigacién en la sefializacidon celular. Los
esfingolipidos tienen doble papel como moléculas bioactivas: por
un lado, actian como segundos mensajeros en la transduccidn
de sefiales extracelulares, pero ademas, regulan la dindmica de
las membranas bioldgicas formando parte de los microdominios
de las membranas llamados “lipid rafts”.

Los principales esfingolipidos bioactivos incluyen, ceramida,
esfingosina, ceramida-1-fosfato y esfingosina-1-fosfato y median
respuestas celulares como proliferacion, diferenciacion y muerte
celular. Entre todos ellos destaca la ceramida, que es el centro
de la ruta de sintesis y degradacién de esfingolipidos y se podria
considerar como regulador del destino celular. Por un lado, la
generacion de ceramida por estimulos de estrés, activa rutas
encaminadas a producir la muerte celular, pero por otro lado su
transformacion en ceramida 1-fosfato (C1P) o en esfingosina v,
posteriormente en esfingosina 1-fosfato (S1P) activa vias
mitogénicas y regula diferenciacién y proliferacion. Ademas, S1P
puede actuar como ligando extracelular uniéndose a los
recientemente descubiertos receptores S1P; s que pertenecen a
la familia de receptores acoplados a proteinas G o GPCRs, lo que
amplia el campo de actuacién de estos compuestos.

En este trabajo se resumen los hallazgos recientes de la
bioquimica y biologia celular de los esfingolipidos haciendo
especial hincapié en los mecanismos de transduccion de senales
en los que estan implicados.

Los esfingolipidos estan formados por tres motivos estructurales
principales: una base de cadena larga, normalmente la
esfingosina, un &acido graso de longitud variable unido al
carbono-2 de la cadena base y diversas cabezas polares unidas
al carbono-1. En el caso de la esfingomielina el grupo hidrofilico
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Figura 1. Estructura de la esfingomielina, esfingosina y ceramida.
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Figura 2. Sintesis y degradacién de esfingolipidos.

es la fosforilcolina (Figura 1), mientras que en el caso de los
glicoesfingolipidos es un azucar (Futerman and Hannun, 2004).
El acido graso de longitud variable (2-28 carbonos) unido a la
esfingosina o cadena similar forma la familia de ceramida, una
molécula hidrofébica cuya produccion es incrementada bajo
estimulos de estrés.

Hay dos vias principales por las que se puede generar ceramida:
la sintesis de novo y mediante la degradacion de la
esfingomielina de la membrana por las esfingomielinasas. La
biosintesis de novo de los esfingolipidos (Figura 2), se lleva a
cabo en el reticulo endopldsmico y aparato de Golgi y empieza
con la condensacién de la serina y normalmente el palmitoil CoA,
llevada a cabo por la enzima serin palmitoil transferasa (SPT)
para dar 3-cetoesfinganina, la cual es posteriormente reducida a
esfinganina y convertida a dihidroceramida por la enzima
dihidroceramida sintasa, también llamada ceramida sintasa. El
siguiente paso es la desaturacion de la dihidroceramida para
generar ceramida, la cual sirve como precursor para
esfingomielina y otros esfingolipidos complejos como
cerebrosidos y ganglidsidos, que se forman por la adicion de
sustituyentes especificos en la posicion Cl. La sintesis de
esfingomielina esta catalizada por la esfingomielina sintasa que
transfiere fosforilcolina a la ceramida, generando esfingomielina
y diacilglicerol. La ceramida también puede ser formada
directamente de la esfingisina por la accion de la ceramida
sintasa.

La degradacién de ceramida incluye una desacilacion llevada a
cabo por las ceramidasas, que rinde un &cido graso vy
esfingosina. Esta reaccion regula los niveles relativos de
ceramida y esfingosina y es crucial para regular el destino
celular. La esfingosina es rapidamente convertida por la enzima
esfingosina quinasa (SphK) a esfingosina-1-fosfato (S1P), que es
uno de los esfingolipidos bioactivos mas importantes. Por otro
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lado, la ceramida también puede ser fosforilada por la enzima
ceramida quinasa (CERK) para dar ceramida-1-fosfato (C1P).

La segunda via para la generacion de la ceramida incluye la
degradacion de la esfingomielina catalizado por la enzima
esfinomielinasa (SMasa) la cual rompe la esfingomielina para dar
ceramida y fosforilcolina. La hidrdlisis de la esfinomielina esta
considerada como la principal via para la produccion de
ceramida como transductor de sefiales que regulan la muerte
celular (Andrieu-Abadie and Levade, 2002).

Al menos cinco subtipos diferentes de SMasas han sido
identificados basandose en su pH éptimo, localizaciéon subcelular
y dependencia de cationes. Entre ellas se incluyen la Smasa
neutra dependiente de magnesio y unida a membrana (N-
SMasa), una SMasa neutra independiente de magnesio, la SMasa
acida presente en los lisosomas (A-SMasa), una forma secretada
y soluble de SMasa acida dependiente de zinc y una SMasa
alcalina (Marchesini and Hannun, 2004). A pesar de los intensos
estudios basados en el mecanismo para la activacion de estas
SMasas, su papel especifico no esta todavia claro, siendo la N-
SMasa y la A-SMasa las mas estudiadas. Ambas enzimas pueden
ser activadas por el receptor de 55kDa del factor de necrosis
tumoral, TNF, asi como por otros estimulos de estrés. La N-
SMasa es activada por el receptor de TNF a través de una
proteina adaptadora denominada FAN que se asocia al dominio
NSD del receptor (Figura 3) (Andreu-Abadie and Levade, 2002).
La proteina FAN a su vez puede asociarse con otras proteinas
ensambladoras como el receptor de PKC activada RACK1, que
sirve de atraccion y activacion de numerosas proteinas
implicadas en rutas de sefalizacion. La A-SMasa, puede ser
también activada por el receptor de TNF a través de otras
proteinas adaptadoras como FADD y TRADD que se unen al
dominio de muerte (DED) del receptor (Figura 3) (Schwandner et
al., 1998).

Uno de los aspectos mas interesantes de la funcién bioldgica de
los esfingolipidos es su papel en la decision del destino celular.
Mientras que la ceramida activa sefiales de muerte, la ceramida
1-fosfato y la esfingosina 1-fosfato activan sefales de
supervivencia celular (Figura 4). Por lo tanto los niveles relativos
de estos metabolitos son los que determinaran si la célula entra
en apoptosis o si prolifera. Es por ello que las reacciones
catalizadas por la ceramida quinasa y por la esfingosina quinasa
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Figura 4. El balance entre ceramida y sus metabolitos rigen el destino celular.
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son fundamentales para determinar las funciones vitales de la
célula. Ambas reacciones son altamente reguladas.

A continuacion se repasaran los principales mecanismos de
sefializacién activados por estos tres metabolitos: ceramida,
ceramida 1-fosfato y esfingosina 1-fosfato.

La ceramida actia como segundo mensajero activando
numerosas vias de transduccion de sefiales. La ceramida se
genera bien por hidrélisis de la esfinomielina o bien mediante
sintesis de novo, como consecuencia de numerosos estimulos
tanto apoptoticos como de estrés, incluyendo ligandos de
receptores de muerte, drogas quimioterapéuticas, radiacion
gamma o UV, choque térmico, deprivacion de factores de
crecimiento, hipoxia (Levade et al., 2002) o exposicidon a
cannabionoides (Carracedo et al, 2006).

Entre las proteinas que interaccionan con la ceramida se
incluyen: proteina quinasa activada por ceramida (CAPK),
proteina quinasa supresora de Ras (KSR), las fosfatasas PP2A y
PP1B, PKC(, catepsina D, cPLA2 y PKCa (Figura 3) (Heinrich et
al., 2000; Ruvolo, 2003; Huwiler et al., 2004).

Una de las primeras enzimas identificadas fue la proteina
quinasa activada por ceramida, CAPK/KSR. CAPK es una ser/thr
quinasa que ha sido recientemente identificada como la quinasa
supresora de Ras. En algunos tipos celulares, la ceramida
generada por la N-SMasa en la membrana plasmatica activa
directamente a KSR, que fosforila y activa la quinasa Raf-1, la
cual fosforila y estimula MEK-1, la cual a su vez fosforila y activa
ERK.

Se ha demostrado que la ceramida y sus analogos inducen
translocacion de la PKC atipica PKC{, desde el citosol a la
membrana perinuclear (Galve-Ropeh et al., 1997), y que
también aumentan la fosforilacién de esta quinasa tanto in vitro
como in vivo. La union de PKCZ a ceramida, produce un cambio
conformacional y activacién de PKCC por fosforilacion, lo cual
activa otras dianas, en particular la via de supervivencia de NF-
kB (Kajita el al 2004). Ademads, la ceramida activa multiples
cascadas de sefializacién que involucran a JNK. Se ha sugerido
que la ceramida puede activar JNK via Rac-1, PKCZ y MEKK1
(miembro de la familia de las quinasas activadas por mitégenos),
la cual es andlogo de c-Raf en la cascada de IJNK (Shirakabe et
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Figura 5. Principales proteinas activadas por ceramidas.

al., 1997). Por ejemplo, el tratamiento de células endoteliales
glomerulares con ceramida exdégena produce una potente
activacion de la cascada de JNK, a través de activacion directa
de MEKK1l por ceramida (Huwiler et al., 2004), provocando
apoptosis inducida por ceramida en este tipo celular.

Las fosfatasas activadas por ceramidas mejor caracterizadas son
la PP2A y PP1. Estas fosfatasas estan formadas por la asociaciéon
de una subunidad catalitica ser/thr fosfatasa, una subunidad
estructural y una subunidad reguladora. La subunidad catalitica
de estas fosfatasas esta regulada por ceramida y por tanto estas
proteinas son también llamadas fosfatasas activadas por
ceramidas (CAPPs). Varios sustratos de CAPPs han sido
identificados in vitro con posible papel en apoptosis incluyendo
Bcl-2, PKCa, c-jun, proteinas SR y Akt (revision en Pettus et al.,
2002). Las proteinas de la familia de Bcl-2 son reguladores
cruciales en la muerte celular que controlan la permeabilidad de
la membrana externa de la mitocondria. La fosforilacién vy
defosforilacion por quinasas y fosfatasas es el principal
mecanismo por el que se regula la funcion de miembros de la
familia de Bcl-2 tanto con actividad anti-apoptotica (Bcl-2,Bcl-xL,
Mcl-1) como pro-apoptética (Bad, Bax, Bim) (Garcia et al.,
2003). Factores de supervivencia inducen fosforilacion de Bad,
inactivando su funcién pro-apoptoética. La desfosforilacion de Bad
por PP1 por lo tanto, induce apoptosis (Garcia et al, 2003). Por
el contrario PP2A podria desfosforilar Bcl-2 convirtiéndolo en una
molécula pro-apoptética (Garcia et al ,2003).

Otro mecanismo por el cual la ceramida puede inducir apoptosis
es la regulacién del potencial redox. Se ha demostrado que tanto
la ceramida como sus derivados glicosilados pueden inducir
estrés oxidativo celular a través de disfuncion mitocondrial,
sobreregulacion de la NO sintasa, activacion de la NADPH
oxidasa y desregulacion de enzimas antioxidantes.
Recientemente ha sido demostrado que la activacion de la
NADPH oxidasa asociada a membrana mediada por ceramida es
dependiente de la activacién de PKCC (Reinher et al, 2005).

Datos recientes indican que la ceramida puede inducir apoptosis,
al menos en parte, a través de un efecto directo en la
mitocondria que induce la salida de proteinas desde el espacio
intermembrana de la mitocondria al citoplasma. A
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concentraciones fisioldgicas, la ceramida puede formar
auténticos poros de membrana permeables a proteinas que han
sido visualizados mediante microscopia electrénica (Siskind,
2005; Siskind et al., 2006).

Ademads, la ceramida también actia como mensajero en la
respuesta inflamatoria. Recientemente se ha observado que se
produce interaccion directa de la ceramida con la fosfolipasa A2
citosdlica (cPLA2) incrementando su actividad (Huwiler et al.,
2001).

La ceramida-1-fosfato puede ser producida por una ceramida
quinasa dependiente de ATP (CERK), que fue clonada por
Sugiura y representa una nueva clase de quinasas (Sugiura et
al., 2002). Esta quinasa es altamente especifica para la ceramida
y su actividad es dependiente de iones Mg?* (Wijesinghe et al.,
2005) y de iones Ca?* a través de su unién a calmodulina.

C1P generada por CERK, ha sido implicada en diferentes
procesos celulares como respuesta inflamatoria, fagocitosis,
inhibicion de apoptosis, mitogénesis (Gomez-Mufioz A, 2004) y
mecanismos de patogenia inducidos por agentes infecciosos. C1P
media la liberacion de acido araquiddnico por PLA2, que es el
primer paso para la biosintesis de eicosanoides. Estos
compuestos son mediadores de la respuesta inflamatoria y estan
implicados en la patogénesis de numerosas enfermedades
incluyendo cancer, enfermedades cardiovasculares o asma.
Recientemente se ha observado como C1P produce |la
translocacién de cPLA2 a las membranas intracelulares y activa
cPLA2 directamente a través de su interaccidon con el dominio
CalLB/C2 (Pettus et al ,2004), lo que convierte a cPLA2 en una
enzima diana de la accién de C1P.

Otras acciones bioldgicas de C1P incluyen la inhibicién de la
apoptosis y la induccion de la supervivencia celular. El
mecanismo por el cudl C1P ejerce este efecto probablemente sea
la inhibicién directa de la esfingomielinasa acida (aSMasa) ya
que se ha demostrado que la ceramida puede inhibir in vitro a
esta enzima (Gomez.-Mufioz et al, 2004). La bajada de niveles
de ceramida llevaria a promover la activacién de otras sefiales
celulares inductoras de la supervivencia celular. En este sentido,
se ha demostrado que la C1P induce activaciéon de la via
PI3K/PKB, la cual es el principal mecanismo por el que
promueven supervivencia celular los factores de crecimiento
(Gémez.-Mufioz et al, 2005). El mismo grupo ha mostrado que la
C1P estimula la sintesis de ADN vy la division celular en
fibroblastos (Gémez.-Mufoz et al, 1997).

Por otro lado, descubrimientos recientes muestran que C1P
inhibe la lecitin-colesterol acil transferasa (LCAT) in vitro, la cual
es responsable de la sintesis de muchos ésteres de colesterol
presentes en el plasma humano que son componentes criticos
del transporte reverso del colesterol (Subbaiah et al., 2006).
Como los niveles de ceramida en plasma se incrementan durante
la inflamacidn, los autores concluyen que la actividad de la LCAT
podria estar alterada durante el proceso inflamatorio lo que
posiblemente podria posiblemente modoficar las propiedades
aterogénicas de las lipoproteinas (Subbaiah et al. 2006).

La esfingosina-1-fosfato se genera a partir de la esfingosina por
la accidon de las esfingosina kinasas 1 y 2 (SphK1l y SphK2).
SphK1 es una enzima de supervivencia cuya expresion esta
aumentada en muchas células malignas. La inhibiciéon de la
actividad de estas enzimas conlleva un bloqueo de Ila
proliferacién e induccién de la apoptosis en células cancerigenas,
por lo que los inhibidores de SphK1 podrian tener un importante
potencial terapéutico (French et al., 2006). Sin embargo, SphK2



Figura 6. Mecanismos de transduccién activados por los receptores de S1P.

parece tener un papel opuesto, ya que su sobreexpresion inhibe
el crecimiento celular (Maceyka et al., 2005).

Una vez generada, la S1P puede actuar tanto intracelularmente
como segundo mensajero, como extracelularmente, uniéndose a
receptores de membrana de los que es un ligando especifico. Se
han descubierto transportadores especificos que podrian
exportar la S1P desde el interior celular al medio extracelular. Se
han caracterizado 5 subtipos de receptores de Sl1lp que
pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas g
(GPCR) y que se han denominado: S1P;, S1P,, S1P3, S1P, y S1Ps
(Sanchez and Hla, 2004; Rosen and Goetzl, 2005). Las vias de
sefializacion intracelular activadas por estos receptores son
diversas ya que estan acoplados a diferentes subtipos de
proteinas G (Figura 6).

Una de las vias de sefializacién mas estudiadas es el aumento de
calcio intracelular que se produce tanto por acoplamiento a
fosfolipasa C (PLC) a través de G4 como de forma independiente
de PLC (Coussin et al., 2003; Zhou and Murthy., 2004).

Ademas los receptores de S1P acoplados a Gj,/13 pueden activar
la GTPasa monomérica Rho, la cudl es un importante regulador
del citoesqueleto y de la movilidad celular (Lepley D et al.,
2005). Las respuestas mitogénicas y de supervivencia de S1P
son principalmente activadas por los receptores S1P acoplados a
proteinas G; que regulan las vias de PI3K/Akt y Ras/ERK.

Otro posible mecanismos de actuacion de los receptores S1P es
la transactivacion de receptores de factores de crecimiento. Por
ejemplo, ha sido recientemente demostrado que el receptor
S1P3 estad involucrado el la transactivacion del receptor EGFR
inducida por estrégenos (Sukocheva et al., 2006).
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Ademas de estas vias, S1p también actla de forma intracelular
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Por ultimo, es necesario citar, el papel bioldégico que ejerce la
ceramida modificando las propiedades fisicoquimicas de las
membranas bioldgicas. La esfingomielina estd principalmente
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membrana generando ceramida. La formacion de ceramida por
la activacién de A-SMasa ha sido recientemente relacionada con
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