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Resumen

En las ultimas décadas los esfingolipidos de las membranas celulares han atraido un interés reno-
vado por sus notables efectos bioldgicos, en concreto por su capacidad para actuar en procesos de
senalizacion celular implicados en diversas cascadas metabolicas. Los esfingolipidos presentan afi-
nidades especiales hacia otros lipidos y en algunos casos pueden inducir segregacion lateral de fases
y heterogeneidades en la membrana. Por ello las interacciones lipido-lipido que involucran a esfin-
golipidos, particularmente a las ceramidas, han adquirido especial relevancia. Este trabajo se centra
en los estudios mas recientes, de nuestro laboratorio y de otros, mostrando como esfingolipidos sen-
cillos biolégicamente activos pueden modular las propiedades fisicas de las membranas a través de
interacciones lipido-lipido, tanto entre ellos como con otros lipidos como el colesterol.

Abstract

Sphingolipids in biological membranes have attracted a renewed interest in the last decades because
of their remarkable biological effects, namely their capacity to act as metabolic signals in a variety
of regulatory cascades. Sphingolipids exhibit special affinities towards other lipids, and in some
cases they can induce lateral phase segregation and membrane heterogeneities. Thus lipid-lipid
interactions involving bioactive sphingolipids, such as ceramides, have become increasingly relevant.
This review focuses on the recent studies in the field, and how simple bioactive sphingolipids can
modulate the biophysical properties of membranes through lipid-lipid interactions, either between
them or with other lipids such as common phospholipids or cholesterol.

INTRODUCCION

Los esfingolipidos de las membranas celulares han es-
tado en el centro de atencion de la biofisica durante
las ultimas décadas por sus notables efectos biologi-
cos en diversos procesos celulares. A pesar de haber
sido descubiertos hace mas de un siglo, a finales del
siglo XIX, por J.L.W. Thudichum (1), fueron consid-
erados como lipidos estructurales que durante mucho
tiempo no atrajeron particular interés. En 1972,
Pascher y colaboradores describieron la primera es-
tructura 3D de un esfingolipido (2). Sin embargo, no
fue hasta los afios 80 cuando se descubrid el efecto bi-
oloégicamente activo de distintos esfingolipidos, com-
pletando la descripcién de diferentes rutas metaboli-
cas (3), descubriendo enfermedades relacionadas con
los esfingolipidos (4) y, mas importante, definien-
do su funcién como moléculas de senalizacion celu-
lar (5-7). Mds recientemente, se ha abierto un nuevo
campo de investigacién en lo referente a sus propie-
dades biofisicas en las membranas (8-10).

Los esfingolipidos son una amplia familia de lipidos
que se caracterizan por ser derivados de la esfingo-
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sina, (2S, 3R, 4E)-2-amino-octadec-4-en-1,3-diol en
la nomenclatura sistematica actual, y que segtin otra
nomenclatura mds antigua, aunque muy extendida,
tendria una configuracion D-eritro-trans (Figura 1).
Se conocen también diversos analogos de esfingosi-
na en la naturaleza, tales como la fitoesfingosina o
la dihidroesfingosina. Todos ellos se denominan col-
ectivamente como esfingoides. Pueden describirse a
su vez varias subfamilias de esfingolipidos dependi-

Sphingosine Sphingosine-1- P
2
N\/\/W\/\%\vn M/\/\/\/\A&‘n:d"—o
Ceramide Ceramide-1- P

Fig 1. Estructuras moleculares de esfingolipidos sencillos con sus nom-
bres en inglés [10].
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endo de qué componentes estén unidos a la esfingo-
sina de base. Por ejemplo, si hay una cadena acilica
(proveniente de un acido graso) unida a la esfingo-
sina a través de un enlace amida, tendriamos una ce-
ramida. Si a su vez se le anade también un grupo fos-
focolina al hidroxilo C1 de la ceramida, tendriamos
una esfingomielina. Los grados de variabilidad au-
mentan considerablemente si tenemos en cuenta que
la cadena acilica puede estar o no insaturada (una o
mas veces) y que puede tener longitud variable (de 2
a 28 atomos de carbono). Ademads, existe la posibili-
dad de que la cabeza polar unida al hidroxilo C1 ten-
ga mayor complejidad, como es el caso de los cere-
brésidos y gangliosidos que exhiben glicidos o cade-
nas de glicidos, que en ocasiones contienen también
acido sidlico. Mas recientemente, en la ultima década
ha habido estudios que han explorado diversas posib-
ilidades de modificacién de la cadena de esfingosina,
lo que ha llevado a definir nuevas subfamilias como
los dihidroesfingolipidos (11) y los desoxiestingolipi-
dos (12), cada uno de los cuales con sus propiedades
y efectos distintos. De estas subfamilias se describen
nuevos miembros cada afio y solo unos pocos de ellos
han sido atn caracterizados.

ESFINGOSINA

El efecto bioldgico de la esfingosina fue descrito pri-
meramente por Hannun y cols. (5), quienes indicaron
que el mas sencillo de los esfingolipidos era capaz de
inhibir la proteina quinasa C en plaquetas humanas.
Los parametros moleculares (drea molecular, poten-
cial de superficie, presién de colapso y contribucién
del momento dipolar) de la esfingosina fueron medi-
dos por (13) en monocapas en la interfase aire/agua.
La esfingosina tiene un comportamiento tensioactivo
anfifilico (14). En la configuracién protonada, a pH
6,0, la esfingosina exhibe una transicion termotrépica
ordenado-desordenado a 30 °C. Esta transicion cam-
bia a 39 °C a pH 10 (15). El pK, de la esfingosina se
ha descrito en un rango desde 8,9 - 9,1 (15) hasta
6,6 (16), quiza dependiendo de la concentracién o del
entorno lipidico. Ademas, Sasaki y cols. (16) indican
que hay una transicion estructural en la red de puen-
tes de hidrogeno de la esfingosina que pasan de ser
intra- a ser inter-moleculares. Esta transicion es de-
pendiente de pH ya que aparece en el rango de 6,7
a 9,9. Suponiendo una naturaleza parcialmente cat-
iénica a pH neutro, la esfingosina ha sido utilizada
para preparar liposomas cargados positivamente, que
pudieran interactuar con diversas macromoléculas,
incluyendo DNA vy varias enzimas (17). La carga neta
positiva es algo inusual en un lipido (Tabla 1) y po-
dria ser biolégicamente relevante a la hora de inter-
actuar con fostfolipidos negativamente cargados en las
membranas, ya que hay procesos como la fusidn sen-
sible al pH (18) o la formacién de pares ionicos de
lipidos catiénicos y aniénicos que parecen ser impor-
tantes en procesos celulares (19). En este mismo con-
texto, puede ser también relevante la interaccion elec-
rostatica entre la esfingosina y lipidos con carga neta
negativa, que pueden ser especialmente abundantes
en algunas membranas, como la fosfatidilserina en la
monocapa interna de la membrana plasmatica.

Esfingolipid. Propiedad Referencia
Esfingosina Carga neta positiva a pH fisiologico [15,16]
Aumenta la permeabilidad celular [14, 20, 23, 24]
Rigidifica las cadenas acilicas de las bicapas (14,23
Facilita formacion de fases cubicas [2a]
Esfingosina-1-P Soluble en agua (c.m.c. 12 pM) [27]
Estabiliza la estructura lamelar lipidica [27]
Ceramidas Aumentan el orden de cadena lipidica [28-30]
Segregan lateralmente en dominios rigidos [29,31-33,42, 63]
Aumenta permeabilidad de membrana [34-39]
Induce el flip-flop lipidico [35,4041]
Facilita ion de fases hex les Hu [30,32]
Aumenta el volumen libre en bicapas [43,44]
Ceramida-1-P Forma bicapas por si misma [45]
pKa sensible a la composicion lipidica [45]

Tabla 1. Propiedades biofisicas principales de esfingolipidos sencillos

Una propiedad interesante de la esfingosina es su ca-
pacidad para permeabilizar membranas para solutos
pequenos (Tabla 1). Esto fue demostrado por Siskind
y cols. (20) utilizando métodos electrofisioldgicos, y
también por Contreras y cols. (14), midiendo el flu-
jo de solutos acuosos inducido por esfingosina en
liposomas y membranas de ‘fantasmas’ (membra-
nas de eritrocito reconstruidas). Estos altimos au-
tores interpretaron el efecto como un resultado de
las propiedades rigidificantes de la esfingosina, an-
teriormente descritas (15, 21). Este fendmeno esta-
bilizaria los dominios gel en membranas, aumenta-
do sus temperaturas de transicion y la cooperativi-
dad de las mismas. Por tanto, la coexistencia de do-
minios gel y fases fluidas en membranas plasmati-
cas seria la causante de la permeabilizacidn.

Estudios centrados en el uso de vesiculas unilame-
lares gigantes (GUVs) han revelado que la esfingo-
sina da lugar a diferentes patrones de formacion de
dominios en funcién de los lipidos presentes (22).
En una matriz de glicerofosfolipidos, la esfingosi-
na segrega en dominios de tipo gel, de acuerdo con
Contreras y cols. (14), mientras que la presencia de
colesterol aumenta la miscibilidad y disuelve esos
dominios en funcién de la concentracion de coles-
terol presente (22). Dos manuscritos mas recien-
tes han arrojado mas luz sobre el fendmeno de per-
meabilizacion inducida por esfingosina. Zupancic
y cols. (23) encontraron, gracias a técnicas de fluo-
rescencia, que la esfingosina facilitaba la formacion
de fases gel, ya que rigidificaba las bicapas forma-
das por fosfatidilcolina o mezclas de fosfolipidos
y colesterol (Chol). Estos autores también encon-
traron que en liposomas preparados para mimeti-
zar el entorno acidico liposomal, se necesitaron
concentraciones de esfingosina mas altas (o tem-
peraturas mds bajas) para formar las fases gel (23).
La otra contribucion, de nuestro laboratorio (24),
indica que la interaccién de la esfingosina con fos-
folipidos con carga neta negativa (por ejemplo bi-
capas que contengan dcido fosfatidico acompana-
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do de lipidos zwitterionicos y cholesterol) genera
una liberacién de contenidos liposomales mas ré-
pida que las neutras, y por lo tanto esa interacciéon
induce una permeabilizaciéon mas rdpida. Ademas,
experimentos de *’P-NMR y de dispersién de rayos
X demostraron la capacidad de la esfingosina para
facilitar la formacién de intermediarios de fases
no-lamelares (ctubicas) en membranas cargadas
negativamente. En resumen, la esfingosina parece
inducir la permeabilizacién a través de un mecanis-
mo que difiere segun la carga eléctrica neta de los
lipidos que la acompafian en la membrana, y que es
mas eficiente si dicha carga es negativa.

La enfermedad de Niemann-Pick tipo Cl estd
causada por un almacenamiento aberrante de esfin-
gosina en lisosomas y endosomas tardios, con una
homeostasis alterada de los niveles de calcio (25).
Estas membranas tienen una cantidad alta de lipi-
dos cargados negativamente, especialmente fosfati-
dilinositol-3,5-bisfosfato y acido lisobisfosfatidico
(26). Los datos de Jiménez-Rojo y cols. (24) apor-
tan un posible mecanismo patogénico para la des-
regulacion del calcio inducida por esfingosina en
esta enfermedad.

CERAMIDAS

Las ceramidas como sefalizadores metabdlicos

Estructuralmente, las ceramidas (Cer) estin compues-
tas por una cadena de acido graso, de longitud, insa-
turacion e hidroxilacion variable, unida mediante un
enlace amida al grupo amino en C2 de la esfingosina.
La cadena acilica de la Cer puede variar desde 2 a 28
carbonos, pero las mas habituales en mamiferos estan
entre C16 y C24. Estos acidos grasos son normalmente
saturados o monoinsaturados, y en ocasiones pueden
contener un grupo hidroxilo en la posiciéon C2 (acido
graso a-hidroxi) o en el carbono terminal (w-hidroxi).

La modulaciéon del metabolismo de esfingolipidos es
una estrategia prometedora para la terapia contra el
cancer, entre otras enfermedades (46, 47). En ocasio-
nes estas terapias incluyen ceramidas de cadena cor-
ta tales como Cer C6 (48), ya que son mads solubles en
entornos acuosos e incluso la Cer C2 esta siendo estu-
diada por ese motivo (49). Estudios mas recientes su-
gieren que Cer y otros esfingolipidos también pueden
tener un papel en los procesos de mitosis celular (50)
y en el glaucoma (51). Por tanto, puede considerarse a
los esfingolipidos (especialmente Cer) y sus compues-
tos derivados como una familia de reguladores de efec-
tos metabdlicos complejos y aun insuficientemente es-
tudiados.

Las ceramidas han atraido mucha atencién por su pa-
pel bioldégicamente activo anteriormente citado, que
incluye procesos tan diversos como apoptosis, parada
del ciclo celular, senescencia, diferenciacién, media-
cion de la respuesta inmune y detencion del crecimien-
to (52-54). De hecho, se conoce desde hace décadas su
papel como mediadores del metabolismo de esfingoli-
pidos, ademas de ser componentes minoritarios de las

ESFINGOLIPIDOS SENCILLOS CON ACTIVIDAD BIOLOGICA
Félix M. Godi Urcelay
Afio 2018 - niimero 135 (01) - péginas 65a 71

ANALES RANM

membranas. Sin embargo, sus potentes efectos en la se-
fializacion celular se descubrieron en los anos 80 (5-
7,55). Ademds, los niveles de Cer en los mamiferos son
bajos y estan confinados mayoritariamente a las mem-
branas ya que las ceramidas tienen un elevado carac-
ter hidrofébico que las hace insolubles, y ello explica
su abundancia en el stratum corneum, la barrera que
impide la evaporacion del agua a través de la piel (56).

Ceramidas: propiedades biofisicas

Resultados obtenidos por varios laboratorios sugie-
ren que algunos de los efectos bioldgicos de Cer estan
mediados por sus peculiares propiedades biofisicas,
aunque esto aun no ha sido confirmado totalmente.
De hecho, en los tltimos 15 afios, los estudios en sis-
temas modelo han facilitado muchos datos en lo re-
ferente al comportamiento de Cer en membranas, es-
pecialmente para Cer de cadena larga y saturada. En-
tre otros efectos, cantidades muy bajas de Cer (2-3%
molar) son suficientes para generar la segregacion la-
teral de una fase gel enriquecida en Cer, en presen-
cia de un amplio exceso de fosfolipidos de membrana
(57), mientras que concentraciones de Cer superio-
res al 33% molar causan inestabilidad en las vesiculas,
que no llegan a formarse (58). Para mantener a la Cer
lejos del contacto con el agua en la interfase membra-
nal, las moléculas de Cer tienden a ocupar los espa-
cios de la region de cadenas acilicas, lo que aumenta
el empaquetamiento intermolecular y reduce la mo-
vilidad molecular.

La separacion de Cer en dominios fue descrita prime-
ro por Huang y cols. (29), que estudiaron la estructu-
ra de bicapas compuestas por [U-?H]DPPC y cerami-
da de cerebro bovino utilizando la espectroscopia *H-
NMR. Estos autores observaron que la adicion de Cer
inducia separacién de fase lateral de las bicapas en
regiones gel y liquido-cristalinas (fluidas), con la Cer
situada preferentemente en la fase gel. Otros estudios
de H-NMR llevados a cabo por Leung y cols. (59),
combinados con datos calorimétricos, aportaron una
descripcion completa de la miscibilidad e inmiscibili-
dad de las mezclas esfingomielina/ceramida a lo largo
de un amplio rango de temperaturas y composiciones.
El uso de un fosfolipido asociado a pireno, una sonda
fluorescente que es sensible a la movilidad lateral y a
la concentracién local de fluoréforo en la membrana,
permitié a Holopainen y cols. (28) detectar microdo-
minios enriquecidos en Cer en membranas de fosfa-
tidilcolina fluidas (Tabla 1). La formaciéon de domi-
nios mediada por Cer también fue descrita por una
combinacién de calorimetria diferencial de barrido y
espectroscopia infrarroja, utilizando ceramidas natu-
rales (de cerebro y huevo) y algunos lipidos sintéticos
(32). La calorimetria se utilizé para detectar las tran-
siciones gel-fluido. Los dominios, cuando se forman,
se ‘funden’ a su respectiva temperatura de transicion
gel-fluido (T ), por lo que se pueden detectar facil-
mente. Chiantia y cols. (60) utilizaron una combina-
cion de microscopia de fuerza atdmica, espectrosco-
pia de correlacion de fluorescencia y fluorescencia
confocal para observar dominios de tipo gel enrique-
cidos en ceramida en bicapas soportadas de esfingo-
mielina/DOPC/colesterol/ceramida en estado liqui-
do-ordenado. Estudios de monocapas han revelado
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aspectos interesantes de la formacién de dominios
en films monomoleculares de fosfolipidos. Estudios
de epifluorescencia de monocapas de esfingomieli-
na permitieron seguir en tiempo real la formacion
de dominios mediante la acciéon de una esfingomie-
linasa anadida a la subfase acuosa. Con ello demos-
traron que la formacion de Cer inicialmente altera
la topografia de superficie induciendo separacion de
fase de dominios en fases liquido-condensadas (en-
riquecidas en Cer) y liquido-expandidas (enriqueci-
das en esfingomielina) (33). La fase enriquecida en
Cer crece a ritmo constante seglin avanza la reaccion
de hidrolisis hasta el ‘punto de percolacién, cuando
los dominios condensados se juntan en uno conti-
nuo que contiene la fase expandida. En este punto, la
velocidad de reaccion se detiene rapidamente, indi-
cando que la organizacién supramolecular en domi-
nios tiene gran influencia en la actividad enzimati-
ca a nivel molecular local. También es significativa
la observacién (33) de que la topografia de super-
ficie derivada de una reaccidon de esfingomielinasa
es diferente a la obtenida mediante la mezcla previa
de esfingomielina y ceramida en la misma propor-
cion, lo que indica que los resultados también de-
penden del modo de generar la superficie. Los do-
minios de Cer en vesiculas, en lugar de en monoca-
pas, fueron descritos por Sot y cols. (31), utilizan-
do calorimetria diferencial de barrido (DSC) y mi-
croscopia de fluorescencia. Los resultados de DSC
indicaron para esfingomielina de huevo una tran-
sicion estrecha centrada en 39 °C. La ceramida de
huevo, incluso a proporciones bajas (5% mol) tuvo
el efecto de ensanchar la transicion y desplazarla
hacia temperaturas mas altas. Mas importante, las
endotermas de las muestras con Cer tenian un per-
fil claramente asimétrico, indicando la formacién
de dominios esfingomielina/ceramida de alto pun-
to de fusion.

Ademads, se observaron GUVs utilizando micros-
copia de fluorescencia y la sonda fluorescente
1,1’-dioctadecil-3,3,3’3 - tetrametilindocarbociani-
na perclorato (DiIC ,) que se ubica preferentemente
en las fases mas fluidas de un entorno de membra-
na heterogéneo. Las vesiculas de esfingomielina, sin
Cer, mostraban una fluorescencia uniforme, mien-
tras que aquéllas que contenian Cer mostraban areas
oscuras, que correspondian a dominios rigidos enri-
quecidos en Cer. El aumento paulatino de la concen-
tracion de Cer caus6 un aumento equiparable de las
areas oscuras, que perdieron su forma circular. El fe-
nomeno de la separacién de fase de Cer a dominios
laterales en un entorno de fosfolipidos ha sido revi-
sado en detalle (61).

La presencia y estabilidad de estos dominios enri-
quecidos en Cer afecta al orden de los otros lipidos
presentes en la membrana, dado que los dominios
estan enriquecidos en Cer pero también incluyen
proporciones variables de los demas lipidos presen-
tes en el sistema. Este efecto causa permeabilizacion
de la membrana y liberacién del contenido vesicu-
lar (37, 62). Los mecanismos de este efecto no son
conocidos del todo, y mientras que se ha sugerido
la existencia de canales/poros de Cer a través de los
dominios (62), la formacion espontdanea de poros en
el dominio enriquecido en Cer deberia superar una

gran barrera de energia entrépica para que las molé-
culas se reorganizasen en un poro toroidal. Por tan-
to se ha propuesto una hipotesis alternativa segun
la cual el flujo de solutos ocurriria debido a defec-
tos estructurales (29, 32), causados por los dominios
enriquecidos en Cer en la interfase entre el dominio
y la fase continua. El distinto grado de empaqueta-
miento molecular de ambas fases y la diferencia de
grosor (63) causarian un emparejamiento ineficiente
en la frontera de la interfase (10). La tendencia de las
Cer a formar fases no-lamelares podria ser un factor
adicional en la desestabilizacién de la bicapa, facili-
tando asi la liberacién de contenido vesicular (32).
Montes y cols. (37) encontraron que la formacion de
ceramida en vesiculas unilamelares grandes (LUVs),
que contenian dextranos funcionalizados con fluo-
resceina, causaba la liberacién de dextranos de masa
molecular ~20 kDa, mayor que la del citocromo ¢
(cuya salida desde la mitocondria es un paso rele-
vante para la cascada de sefalizacion de muerte ce-
lular). Los autores compararon la liberacién de con-
tenidos de la ceramida generada mediante esfingo-
mielinasa con la liberacién causada por ceramida
externamente afladida, y comprobaron que la gene-
raciéon mediante esfingomielinasa producia una li-
beraciéon mds rapida y efectiva (37).

Ademas del flujo de solutos anteriormente citado,
las Cer de cadena larga también presentan otros tres
efectos importantes: (i) aumentan la tendencia de
las bicapas a adoptar una curvatura negativa (como
la de una fase hexagonal invertida) (32, 64), (ii)
promueven el movimiento de lipidos de un lado a
otro de la bicapa (flip-flop) (40) y (iii) aumentan
los espacios de volumen libre en las bicapas (espa-
cios vacantes no ocupados por ninguna molécula)
(43, 44). Estas propiedades biofisicas cracteristicas
podrian estar relacionadas con el modo con el que
Cer induce la muerte celular (65) y podrian ser de
ayuda para adquirir una correcto comprension del
proceso. El caso del flip-flop lipidico es de especial
interés ya que la pérdida de la asimetria de bica-
pa es una de las caracteristicas de los procesos de
muerte celular. Por otra parte, Cer de cadena corta
se mezclan mucho mejor con los fosfolipidos, pro-
mueven una curvatura positiva y su efecto sobre la
permeabilidad de bicapa o el flip-flop son muy bajos
o inexistentes (30).

Notas finales: Papel biologico de los esfingo-
lipidos y biofisica de membranas

Uno de los aspectos mas complejos de la investiga-
cion en esfingolipidos es el establecer una correla-
cién directa y precisa entre sus efectos biolégicos
(sefializacion celular) y sus efectos biofisicos en las
membranas celulares. Este es un gran problema en
este momento ya que no sélo habria que contar con
las interacciones lipido-lipido sino también con las
interacciones lipido-proteina. Afortunadamente, es-
tas ultimas estdn adquiriendo cada vez mds atencion
y siendo objeto de mads estudios, y algunas proteinas
parecen ser capaces de seleccionar esfingolipidos
muy especificos, ignorando otros parecidos (66).
Esto abre una prometedora y novedosa area de in-
vestigacidn.
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Procesos como la muerte celular programada han
sido profundamente estudiados y han dado lugar a
numerosas publicaciones, sin embargo a pesar de
ello atin existen puntos oscuros en la materia, espe-
cialmente el como los lipidos y/o las proteinas in-
teraccionan durante el proceso (67-69). Otro punto
oscuro es el referido a los mecanismos implicados.
Por ejemplo, el papel de los dominios enriquecidos
en ceramida en la muerte celular sigue sin esclare-
cerse, ni como éstos interaccionan con las proteinas
para regular el proceso. Estos problemas vienen cau-
sados probablemente por el amplio nimero de com-
ponentes que existen en la cascada de sefalizacion
y en la maquinaria de la muerte celular y por tanto
hay muchas dificultades técnicas para identificar los
efectos de cada molécula por si misma. Para solucio-
nar ese problema se espera que nuevas técnicas ins-
trumentales, asi como los avances de la lipidémica
puedan ser de ayuda para identificar la funcion pro-
pia de cada componente.

En conclusion, los ultimos avances en el campo de
la biofisica indican que las interacciones lipido-lipi-
do pueden ser muy relevantes para la comprension
de las funciones bioldgicas de las membranas celu-
lares. Estos avances biofisicos se han producido en
sistemas modelo en la dltima década en el contex-
to de la senalizacion celular dirigida por esfingolipi-
dos. Los estudios futuros inmediato en esta materia
estudiardn modelos mas complejos, mas cercanos a
las membranas celulares reales, o llegaran a incluir
experimentos in vivo, y contribuirdn al desarrollo de
modelos en los que la relacién entre estructura (co-
existencia de fases lipidicas) y funcién (trafico de
membrana y sefalizacién celular) quede totalmen-
te clarificada.
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