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RESUMEN

Los organismos regulan su numero de células a través de un balance entre la
division y muerte celular. Con respecto a este ultimo, existen diversos mecanismos de
muerte celular, como la apoptosis, autofagia y necrosis, presentando cada uno
caracteristicas morfologicas y moleculares diferentes. Se ha considerado a la necrosis como
un mecanismo de muerte celular “accidental” y, por tanto, menos regulado. Sin embargo
existen evidencias de que la necrosis también puede ser considerada un tipo de muerte
celular programada. Es asi que las ceramidas, precursores de los esfingolipidos eucariontes,
han sido reconocidas como importantes segundos mensajeros implicados en el
gatillamiento de procesos apoptotico/necrdticos en diversos tipos celulares. Recientemente
se ha descrito que células de linfoma B humano (linea celular A20) al ser estimuladas con
ligando de Fas en presencia de ceramidas van a un destino de muerte necrotico. Ademas de
esto, se ha descrito una relacion entre estrés oxidativo y la generaciéon de ceramidas,
relacion que se encontraria intimamente ligada a procesos de sefializacion de muerte
celular.

Con estos datos se postuldo que las ceramidas intervienen en la decision apoptdtico-
necrotica en células epiteliales. Utilizando métodos de citometria de flujo y ensayos
enzimaticos se encontrd que las ceramidas aumentaron la muerte por necrosis en el tiempo
tanto para células HeLLa como para HTC, este aumento es dosis dependiente.

Acido flufendmico, un inhibidor inespecifico de canales catidnicos no selectivos
involucrados en regulacion del volumen celular por estrés oxidativo, en conjunto con
ceramidas no cambi6 el porcentaje de muerte por necrosis y aumentd la poblacion
apoptotica. Al reemplazar el Na® extracelular por el cation monovalente NMDG" no se
observ¢ diferencia entre los porcentajes de las distintas poblaciones celulares. La aplicacion
en conjunto de H,O, con ceramidas aument6 la muerte celular, pero s6lo a altas
concentraciones (10 mM). El efecto de ceramidas sobre la apoptosis se ensayo utilizando el
inhibidor genérico de caspasas zVAD-fmk. No hubo cambios significativos en los
porcentajes de muerte celular. Efectos similares se observaron al depletar los depdsitos
intracelulares de calcio.

Estos resultados permiten concluir que las ceramidas inducen muerte celular necrotica
de manera tiempo y dosis dependiente.

X



SUMMARY

Organisms regulate their number of cells through fine a balance between cell
division and cell death. In respect to cell death, diverse mechanisms exist, such as
apoptosis, autophagia and necrosis, presenting each one different morphologic and
molecular characteristics. Necrosis has been considered as a mechanism of "accidental"
cell death and therefore, less regulated. Nevertheless, evidences exist of which necrosis
can be also considered as a type of programmed cell death. For example, ceramides,
precursors of sphingolipids in euchariotic cells, have been recognized as important
second messengers implicated in the development of apoptotic/necrotic processes in
diverse cell types. It has been recentely described that human lymphoma B cells (A20
cell line),upon stimulation with Fas ligand in the presence of ceramides, induce necrotic
cell death. Also, it has been described a relationship between oxidative stress and the
generation of ceramides which are intimately linked to cell death signaling processes.

Based on this information, it was postulated that ceramides take part in the
apoptotic-necrotic decision in epithelial cells. Using flow citometry and enzymatic
assays we found that ceramides increased cell death by necrosis in HeLa and HTC cells
in a dose-dependent manner.

Flufenamic acid, a non specific inhibitor of nonselective cation channels involved in
regulation of the oxidative stress-dependent cell volume, used in conjunction with
ceramides did not produce changes in the percentage of necrotic cell death and
increased the population of apoptotic cells. Upon replacement of external Na" by the
monovalent cation NMDG+, the percentage of different cell populations was not
altered. The application of ceramides with H202 produced an increase in the cell death,
but only at high concentrations of H202 (10 mM). The effect of ceramides upon
apoptosis was assayed using the generic caspase inhibitor zZVAD- fmk. No significant
changes were observed in the percentage of cell death. Similar effects were observed
when depleting the intracellular calcium stores.

These results allow us to conclude that ceramides induces necrotic cell death in a
time and dose-dependent manner.



I. INTRODUCCION
1.1 Muerte celular

Los organismos multicelulares mantienen sus células altamente organizadas, regulan su
nuimero rigurosamente a través de division y muerte celular. La apoptosis es el mecanismo
mas comun y mejor descrito de muerte celular fisiologica. También existen otros tipos de
muerte celular entre los que se cuentan a la autofagia [Daido et al., 2004, Scarlatti et al.,
2004] y la necrosis, definida esta Gltima como muerte celular “accidental” y por lo tanto
menos regulada [Lockshin et al., 2002].

Se ha considerado a la necrosis como una forma de muerte alternativa a la apoptosis o
muerte celular programada tipo I. En efecto, la necrosis presenta caracteristicas
morfoldgicas diferentes y es acompanada por una rapida permeabilizacion de la membrana
plasmatica. Sin embargo, evidencias recientes muestran que la necrosis causada por
condiciones extremas, también puede ser considerada como un evento fisiologico y
regulado [Proskuryakov et al., 2003]. Estimulos como ceramidas [Tepper et al., 1995],
citoquinas, isquemia, calor, irradiacion y patégenos, entre otros, pueden activar ambos tipos
de muerte en una misma poblacion celular (Figura 1.1). Més aun, vias de sefializacion
como las de los receptores de muerte celular, cascadas de quinasas o aquellas que
involucran funciones mitocondriales, participan en ambos procesos, y dado que pueden ser
moduladas se ha postulado la existencia de un switch entre apoptosis y necrosis [Todaro et
al., 2002]. Ademas varios mecanismos antiapoptoticos (proteinas Bel-2/Bcl-x, proteinas del
shock térmico) son igualmente efectivos en la proteccion de la apoptosis y necrosis. En
resumen, estos antecedentes indican que ambas formas de muerte parecen ser formas

especificas de la muerte celular programada [Hetz et al., 2005].



Para un mismo organismo, las consecuencias de las muertes celulares necrotica y
apoptotica son diferentes. En la necrosis, los constituyentes que salen al espacio
extracelular a través de la membrana plasmatica dafiada provocan una respuesta
inflamatoria. En cambio, durante la apoptosis estos productos son aislados de forma segura
por membranas (cuerpos apoptdticos) y luego son degradados por los macrofagos. Sin
embargo, la respuesta inflamatoria causada por la necrosis, puede ser adaptativa (p.e.:
emergencia de una fuerte repuesta inmune) bajo algunas condiciones patologicas, como
cancer o infeccion. Por otro lado, la interrupcion del fino balance entre necrosis y apoptosis
puede ser un elemento clave en el desarrollo de algunas enfermedades [Proskuryakov et al.,

2003].

1.2. Apoptosis

Se ha definido como un proceso altamente regulado y conservado a lo largo de la
evolucidén que se caracteriza por la autodestruccion celular, conducente a la eliminacion
selectiva de una célula sin dafio alguno en las células vecinas. En este proceso hay un
desmantelamiento progresivo del contenido celular por absorcion dentro de los tejidos y
que se ha asociado con cambios morfoldgicos caracteristicos que incluyen disminucion del
volumen celular, formaciéon de evaginaciones en la membrana, condensacién de la
cromatina, fragmentacion del ADN y desmantelamiento de los organelos [Yu et al., 2001].
A diferencia de las células necroticas, la membrana plasmatica mantiene completamente su
integridad hasta su remocion, evitando asi el vaciamiento de su contenido intracelular y el
desarrollo de un estado inflamatorio (Figura 1.2). Cabe hacer notar que la apoptosis “in

vitro” conlleva finalmente a la permeabilizacion de la membrana plasmatica (necrosis



secundaria), lo cual no ocurre “in vivo” pues las células apoptdticas son digeridas por
macrofagos o por células circundantes (Figura 1.2) [Kroemer et al., 1998].

Aunque existen dos grandes mecanismos iniciadores del proceso de muerte celular
por apoptosis, todos ellos convergen en la activacion de la cascada proteolitica de las
caspasas. La via de apoptosis tipo I o extrinseca es gatillada por la union de ligandos a
receptores miembros de la superfamilia de receptores de muerte Fas (APO-1/CD95) y
TNFRI1 (receptor del factor de necrosis tumoral tipo 1). Esta union induce el reclutamiento
de proteinas adaptadoras, activando una cascada de transduccion que conduce al
reclutamiento y procesamiento de procaspasa-8 a su forma activa (caspasa-8) [Darios et al.,
2003, Hengartner et al., 2000]. En este punto se desencadena la cascada proteolitica que
desemboca en la activacion de caspasa-3, llevando a cabo la ejecucion de la apoptosis. La
via de apoptosis tipo II o intrinseca es usada por las células en respuesta a sefiales de
muerte extracelulares o dafios intracelulares (dafo al ADN), que influyen directa o
indirectamente en el potencial de membrana mitoncondrial y en su capacidad oxidativa. Se
produce una pérdida irreversible de los contenidos de la matriz mitocondrial y de proteinas
que forman parte integral de la membrana, ademas de la liberacion de moléculas altamente
letales para la célula que inician la apoptosis cuando se liberan al citosol (citocromo c,
factor inductor de la apoptosis (AIF), endonucleasa G y proteinas Smac/Diablo). Esto
gatilla una cascada de senales distinta de la producida en la via tipo I, que conduce al
procesamiento de procaspasa-9 a caspasa-9 y la posterior activacion de caspasa-3, proteasa
critica en la ejecucion de las etapas tardias del proceso apoptdtico [Hengartner et al.,

2000).



1.3. Necrosis
Comienza con un deterioro en la homeostasis celular caracterizada por un influjo de
agua y de iones extracelulares, resultando en el aumento de volumen de organelos celulares
(especialmente mitocondrias) y de la célula. Este proceso termina con la pérdida de la
integridad de la membrana plasmatica, liberando su contenido citoplasmatico al medio
extracelular, generando una intensa respuesta inflamatoria [Leist et al., 1997]. Los eventos
implicados en la necrosis inducida por alguna condicion patoldgica (hipoxia, estrés
quimico, dafio oxidativo), se inician con una inhibicioén de la fosforilacion oxidativa por un
desacoplamiento de la membrana mitocondrial y como consecuencia una disminucion de
ATP y pH intracelular asociado a un aumento en la formacion de radicales libres, aumento
de Na' y Ca”" citosolico y aumento de volumen celular hasta provocar lisis de la membrana
plasmatica (Figura 1.2) [Leist et al., 1997; Simon et al., 2002]. Estos eventos pueden
gatillarse por la activacion de variados receptores (receptores de factor de necrosis tumoral,
FAS, TRAIL, purinérgicos y exitoreceptores); o por dafio en el ADN inducido directa
(radiacion, antineoplasicos) o indirectamente a través de estrés oxidativo. El dafio en el
ADN puede causar activacion de PARP, con la consecuente disminucion de NAD" y ATP,
conduciendo a necrosis debido a un déficit de energia. La estimulacioén de los receptores,
estrés oxidativo y dafio al ADN activarian distintas vias de transduccion, en las cuales se
verian involucradas proteinas quinasas JNK, p53, proteinas de la familia Bcl-2, PARP,
proteasas, ROS, Ca®" , ceramidas y mitocondrias (Figura 1.3) [Mimeault, 2002;
Proskuryakov et al., 2002].
Ca”" y ceramidas son dos segundos mensajeros que participarian en la necrosis mediada
por receptores. El bloqueo del influjo de calcio o amortiguacion de su eflujo desde

depositos intracelulares puede prevenir la necrosis causada por exitotoxinas. El papel de las



ceramidas como segundo mensajero en muerte celular esta atin en discusion, puesto que su
acumulacion en la célula durante el proceso podria ser en lugar de un efector, una

consecuencia [Hetz et al.,2002; Proskuryakov et al., 2002].
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Figura 1.1 Necrosis es una respuesta celular regulada al estrés. Dependiendo del
tipo y condiciones extracelulares, tipo e intensidad del estimulo y otros factores, hay
distintas respuestas celulares al estrés entre las que se incluye a la muerte celular
necrotica (modificado de [Proskuryakov et al., 2003]).
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Figura 1.2 Caracteristicas morfolégicas de ambos tipos de muerte celular:
necrética y apoptética. Se muestran las diferencias entre muerte necroética (panel
superior) y apoptotica (panel inferior). En la necrosis se observa aumento del volumen
celular y ruptura de la membrana plasmatica con la consecuente liberacion de
contenido citoplasmatico. En apoptosis, se observa encogimiento, fragmentacion del
ADN vy formacion de vesiculas. Se observa también necrosis secundaria (derecha,
abajo) cuando las vesiculas liberan su contenido intracelular
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Figura 1.3 Un posible escenario molecular de muerte celular necrética. Pueden
observarse variados receptores implicados en el gatillamiento de necrosis, asi como la
participacion que tendria dafio en el ADN nuclear. (modificado de [Proskuryakov et
al., 2003]).

1.4. Estrés oxidativo, canal cationico no selectivo y su relacion con necrosis

Estudios realizados en células HTC (cultivo secundario de células de hepatoma de rata)
mostraron que el estrés oxidativo inducido con H,O, (I mM) disminuye inicialmente el
volumen celular, seguido de un incremento adaptativo en el volumen como respuesta
mediante la activacion de una permeabilidad para Na" [Schlenker et al.,2000]. En este
mismo tipo de células se identificd un canal catiénico no selectivo (CCNS), permeable a
cationes monovalentes y muy poco permeable a cationes divalentes, activado por [Ca®']; y
bloqueado por [ATP]; de manera dependiente de la concentracion [Simon et al., 2002].

Condiciones similares a las que se presentan frente a un proceso de muerte necrdtica

inducida por condiciones fisiopatologicas de estrés oxidativo, situacion que involucra la



activacion del canal (en células sanas se encuentra silente). Recientemente se ha descrito
ademas que en células HTC, el CCNS seria especificamente activado por OH® [Simon et
al., 2004]. Los CCNS se encuentran ampliamente distribuidos en una variedad de tejidos y
se han encontrado algunos activados por [Ca*’]; y bloqueados por ATP, como el
mencionado anteriormente [Chen et al., 2001, Lidofsky et al., 1997]. Otro antecedente que
permite relacionar el CCNS con el proceso de muerte necrdtica inducido por estrés
oxidativo es el estudio realizado por Barros y cols en la linea celular Clon 9 de hepatocito
de rata donde se encontré6 un CCNS activado por Calfostina C (generador de ROS),
produciendo una entrada masiva de Na' seguido de influjo de agua y posterior muerte
celular [Mukherjee et al., 2002]. El proceso de muerte y la actividad del canal pueden
atenuarse usando acido flufenamico, un inhibidor inespecifico del CCNS [Barros et al.,

2001; Roman et al., 1999].

1.5. Ceramidas.

Las ceramidas (N-acilesfingosinas) son los precursores de la mayoria de los principales
esfingolipidos eucariontes, como esfingomielina (SM) o glucosilceramida [Hannun 2002].
Funcionalmente, han sido reconocidas como importantes segundos mensajeros implicados
en el gatillamiento de procesos apoptotico/necrdticos en muchos tipos celulares normales y
cancerigenos [Mimeault, 2002].

Las ceramidas “naturales” presentes en la membrana plasmdtica de células de
mamiferos estan constituidas por una base de cadena larga y un acido graso unido a amida
con cadenas de acilo que varian desde los 16 a los 24 atomos de carbono de largo (Fig. 1.4)

[Jietal, 1995, Ogretmen et al., 2002].



Los niveles intracelulares de ceramidas son regulados por medio de tres mecanismos

principales (Fig 4).

Pueden resultar de la condensacion de palmitoil CoA con L-serina via sintesis “de
novo”. Las enzimas involucradas en este tipo de sintesis se encuentran localizadas
principalmente en el reticulo endoplasmatico y en la mitocondria (Fig 5) [Pyne et
al., 2000; Okazaki et al., 1998].

Pueden producirse por medio de esfingomielinasas (SMasa) que hidrolizan la
esfingomielina presente en la membrana plasmatica. Se han descrito al menos 5
isoformas de esfingomielinasas, que se diferencian por su ubicacion celular,
dependencia de Mg*" y pH optimo de catalisis [Goiii et al., 2002; Okazaki et al.,
1998].

Su acumulacién celular depende de los niveles de expresion y actividades de
ceramidasas (acidica y neutra/alcalina). Esta enzima hidroliza las ceramidas a
esfingosina, quien a su vez sirve como sustrato para la esfingosina quinasa que la

transforma a esfingosina-1-fosfato (Fig 4) [Ferlinz et al., 2001, Koch et al., 1996].

En general, el aumento en los niveles de ceramidas celular en los compartimientos

acidicos, concomitante con la activacion de SMasa acidica (aSMasa) y/o inhibicion de

ceramidasas acidicas inducida por diversos estimulos externos, resulta en la estimulacion de

vias de sefializacion apoptodtico/necrdtico; mientras que la acumulacion de ceramidas

derivada de la estimulacion de SMasa neutral (nSMasa) o de la inhibicién de ceramidasa

neutral pareciera estar involucrada en otras respuestas celulares [Mimeault 2002, Payne et

al., 1999].



También se ha indentificado que en algunos tipos celulares, la activacion de nSMasa
por el factor de necrosis tumoral o puede llevar a la citotoxicidad inducida por generacion

de ceramidas [Veldman et al., 2001].

Ceramidas y muerte celular.

Desde hace 20 afios se conoce que la exposicion de las células a ceramidas exdgenas
de cadena corta estimulan su apoptosis [Ji et al., 1995]. Recientemente, se ha descrito que
las ceramidas inducen muerte celular por necrosis en células de la linea A-20 de linfoma-B,
al ser estimuladas con ligando de Fas [Hetz et al., 2002] y que promueven caracteristicas
necroéticas en células foliculares de la tiroides [Todaro et al., 2002]. Estos antecedentes dan
pie para un nuevo enfoque hacia las ceramidas y su ampliamente estudiada relacion con

muerte celular apoptdtica a una relacion con muerte celular necrética.

Ceramidas, muerte celular y estrés oxidativo.

Los mecanismos por los cuales las ceramidas activan los procesos de muerte celular
no estan del todo claro. Se sabe que ellas bloquean el citocromo III a nivel mitocondrial, lo
que interrumpe el flujo de electrones y genera radical superoxido [Garcia-Ruiz et al., 1997]
y que incrementan el dafio oxidativo inhibiendo la habilidad de atrapar ROS a través de
proteolisis de catalasa dependiente de caspasa-3 [Iwai et al., 2003].

Ultimamente Andrieu-Abadie y cols. (2001) describieron que el estrés oxidativo y la
generacion de ceramidas se encuentran intimamente relacionadas en el proceso de
sefalizacion de muerte celular, concluyendo que los agentes apoptodticos gatillan la

produccion tanto de ROS como de ceramidas; la apoptosis inducida por estrés oxidativo



gatilla la via SM/ceramida; y que las ceramidas actuan directamente

transporte de electrones estimulando la produccion de ROS.
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1.6 Hipotesis.

Las ceramidas intervienen en la decisién apoptotico-necrotica en células epiteliales.

1.7 Objetivos especificos.

Caracterizar las relaciones entre tiempo de exposicion y concentracion de ceramidas
exogenas con la induccidn de necrosis en células HTC y HeLa.

Determinar, mediante el uso de inhibidores de las vias apoptdticas, si el tipo de
necrosis inducida por ceramidas es primaria o secundaria.

Determinar si la sensibilidad de las células a las ceramidas dependen del estado
redox celular.

Determinar si la remocion de Na " extracelular en los cultivos celulares y/o el uso de
bloqueadores del canal cationico no selectivo implicado en necrosis de células

epiteliales evitan el destino necrético de las células.
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II. MATERIALES Y METODOS

2.1  Reactivos

Solo se utilizaron reactivos con grado de pureza analitica. El medio de cultivo
(DMEM), suero fetal de bovino (SFB), antibidticos y anfotericina B fueron provistos por
Gibco, (Grand Island, N.Y., E.E.U.U.). Ceramidas y dihidroceramidas C2 y C6 se
adquieren a BIOMOL Research Lab. Inc., (Plymouth Meeting, USA). Acido flufenamico
(FFA) fue adquirido en Sigma, (St. Louis, E.E.U.U.) Anexina V-FITC y diluyente isotonico
para citometro fueron adquiridos en BD Biosciences. El Kit LDH-P UV 44 se adquiri6 a
Wiener Lab, (Rosario, Argentina). BAPTA-AM y zVAD-fink se adquieren en Calbiochem.
Todas las sales y solventes organicos e inorganicos se adquieren en Merck, (Darmstadt,

Alemania).

2.2 Cultivo celular

Las células HTC y HeLa (adquiridas en American Type Cell Culture) fueron
mantenidas en medio de cultivo Eagle modificado (DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) con alto contenido de glucosa, suplementado con 5% “/, de SFB inactivado, 100
U/ml penicilina, 100 pg/ml estreptomicina y Anfotericina B, en una atmosfera

humidificada a 37°C, 5% CO..

2.3  Tratamientos farmacologicos
Las células se encontraban a un 80-90% confluencia al momento de su utilizacion.
Un dia antes de la aplicacion de los farmacos, el medio DMEM/SFB 5% fue cambiado por

DMEM/SFB 2%. Los tratamientos farmacologicos se aplicaron directamente sobre el

12



medio de cultivo, durante el cual, las células fueron incubadas con el/los reactivos
necesarios a las concentraciones y tiempos de trabajo a 37 °C y 5% CO; en ambiente
humidificado. En caso de que los reactivos estuvieran disueltos en DMSO, este no supero el
0,1% de concentracion final en el medio de cultivo.

Para los experimentos que requerian medio libre de sodio, en lugar de DMEM se
utilizd solucion isotonica salina balanceada de Earle (Earle’s Balanced Salt Solution,
EBSS) o EBSS modificada (EBSS-NMDG) (tabla 1). Ambas soluciones se ajustaron a pH
7,4 y su osmolaridad se determiné con un Micro-Osmometro modelo 2MO (Advanded

Instrument INC).

2.4  Determinacion de actividad de LDH
La actividad de la enzima Lactato Deshidrogenasa se determindé mediante el Kit
LDH-P UV A4 espectrofotométricamente, cuantificando la desaparicion de NADH (Abs.

340 nm), basandose en la siguiente reaccion:

(1) Piruvato+ NADH + H" —*2 5 I. — lactato + NAD*

2.4.1 Protocolo.

Se extrajeron alicuotas del medio de cultivo de las células en tratamiento cada una
hora (incluyendo tiempo 0), las que fueron mantenidas a 4°C hasta el momento de su
lectura (LDHy ). La cantidad de enzima total (LDHr) en cada placa se obtuvo de la alicuota
obtenida luego de agregar digitonina 10 uM por 15 min. La absorbancia de las muestras se

determino segun instrucciones del fabricante.
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2.4.2 Analisis de datos.
El resultado se expresa como % LDH liberada, calculado segin la siguiente
ecuacion:

() %LDH, = (LDH, x100)
LDH,

LDH; corresponde a la cantidad de LDH determinada para cada muestra y LDHrt es la
cantidad obtenida al utilizar digitonina. El1 %LDH obtenido es directamente proporcional a
la cantidad de células muertas por necrosis. Los datos fueron normalizados restando a cada

uno el %LDH basal (tiempo 0).

2.5  Citometria de flujo
2.5.1 Protocolo.
Las células tratadas se recolectaron (luego de ser sometidas a tripsinisacion), fueron

mantenidas en hielo, centrifugadas a 5000x g durante 5 min a 4 °C y resuspendidas en 50

uL de Tampon de Union (10 mM Hepes/NaOH, pH 7.4; 140 mM NaCl; 2.5 mM CaCl,)
frio. A la suspension se agrego 5 uL de Ioduro de Propidio (PI) 50 ug/mL disuelto en PBS,
o5 uL de PI y 2,5 uL de AnexinaV-FITC (N° Cat. 65874X). Las muestras agitaron
suavemente y se mantuvieron en oscuridad por 15 min. a temperatura ambiente (20 - 25°C).
Se agregaron 200 pL de Tampon de Union a cada tubo, y se mantuvieron en hielo hasta el
momento de su adquisicion. Las células fueron mantenidas en hielo durante todo el
proceso, excepto por el tiempo durante el cual se incubaron con las sondas fluorescentes. El
proceso completo, desde que se empiezan a recolectar las células hasta que se adquieren
debe durar como méximo 1 hora, de modo de no ver afectada la viabilidad celular por

agentes externos independientes al experimento.
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2.5.2 Adquisicion y andlisis de datos

Las muestras se adquirieron en un citometro BECTON DICKINSON FACSort
utilizando el programa CellQuest version 3.3 para Mac OS 9.1, a una velocidad de
adquisicion entre 100 a 500 eventos por segundo hasta completar 10.000 eventos por
muestra. Los resultados se expresaron como porcentaje de células con respecto al total
adquirido, considerando tres tipos de poblaciones celulares diferentes para cada muestra,
células vivas (negativas para ambas sondas), células apoptoticas (AnexinaV-FITC
positivas, IP negativas) y células necroticas (positivas para ambas sondas), cada porcentaje
fue determinado utilizando las ventanas adecuadas en un histograma en el que se grafico la
distribucion de eventos obtenida en el canal para IP (FL3). La posicion de las ventanas se
determiné previamente en un grafico de puntos (Dot Plof) IP (FL3) v/s Anexina V (FL1)y
posteriormente correlacionada al histograma mediante el programa Paint-A-Gate version
3.0.2 PPC para Macintosh. El analisis de datos se realiz6 sobre los porcentajes obtenidos de

esta forma.

2.5.3 Controles
Para cada adquisicion, se utilizd6 como control un tubo con células no tefiidas con las
sondas fluorescentes para ayudar a calibrar los controles y variables de adquisicion de

datos.

2.6  Analisis estadistico
Los resultados son expresados como la media =+ SEM (error estandar). La
homogeneidad de las varianzas fue determinada mediante el test de Barlett, se verificd

ademds el ajuste a una distribucion normal. Se determiné la existencia de diferencias
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significativas entre grupos de datos utilizando la prueba t de Student para muestras no

pareadas con el programa GraphPad InStat version 3.05 para Windows 95/NT, GraphPad

Software, San Diego California USA, www.graphpad.com.

Tabla 2.1 Composicion de las soluciones balanceadas de Earl (EBSS) y

EBSS modificada. Soluciones (mM) Earle’s Balanced Salt solution (EBSS),
pH 7.4, Isotdnicas.

EBSS molfilii"lscida

NaCl | - 114,3
NMDG - Cl 1143 | -
KCl 5,37 5,37
CaCl, 0,18 0,18
MgSO, 0,81 0,81
NaHCO; 26,19 26,19
NaH,PO, 1,01 1,01
Glucosa-D 0,055 0,055
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III. RESULTADOS

3.1 Efecto de ceramidas sobre distintas lineas celulares: tiempo y dosis
dependencia.

Con el objeto de establecer el tiempo de exposicion necesario de las células a
ceramidas, para observar un efecto sobre la muerte celular necrética, se realizaron
experimentos de medicion de actividad enzimatica de LDH en los cultivos celulares de las
lineas A20, HeLa y HTC, en presencia de ceramidas C2 y C6 en sus formas activa e
inactiva (Dihidroceramida C2/C6; dhCerC2/C6; figura 3.1). Tal como se observa en la
figura, el tratamiento con ceramidas C2 o C6 no tuvo efectos significativos sobre la muerte
celular necrética en células A20 en todos los tiempos estudiados. Por otro lado, se observo
un aumento significativo en la muerte celular necrotica ya a las seis horas de incubacion,
tanto en células HeLa como HTC; el cual se mantiene en forma sostenida durante todos los
tiempos posteriores estudiados.

El siguiente paso fue estudiar en detalle el efecto de Ceramida C2 sobre células
HTC. Para ello se hicieron experimentos de concentracion respuesta a distintos tiempos de
incubacion, las células tratadas fueron analizadas con técnicas de citometria de flujo, con
las cuales es posible distinguir las distintas poblaciones celulares de interés (células vivas,
apoptoéticas y necroticas; figuras 3.2 y 3.3). En la figura 3.2 podemos observar que a todas
las concentraciones usadas existe un aumento de la muerte celular en el tiempo. También se
observa que a cada tiempo existe una dosis dependencia. A partir de las 4 horas y a
concentraciones de 50 y 100 uM se observa una aparente disminucion de la poblacion de

células necrdticas a favor del aumento en la poblacion de células apoptoticas. Esta
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variacion se muestra cuantificada en detalle en la figura 3.3. Como control se utilizd

dhCerC2 a la concentracion de 100 uM, que corresponde a la mayor concentracion de

CerC2 utilizada.

% actividad de LDH (U/L)

Ceramida C2 50 uyM

Ceramida C6 50 pM

100 100 -
30 4 A20 30 - A20
60 - 60 4
40 4 40 -
20 4 20 -
lem sl Clam @ J—mm =i (] =l
100 4 100
80 - HeLa 80 4 HeLa
g § § § §
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40 4 40 -
§
20 4 I 20 4
0 - T T T 0 4 T T T
100 - 100 -
80 HTC 80 - HTC
¥ ¥ § ¥
60 4 ¥ 60 -
%
40 4 40 - §
20 4 20 -
0 - 0 “ T v
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tiempo (h) tiempo (h)

Figura 3.1 Curso temporal de la muerte celular necrética

inducida por ceramidas. Porcentajes de

actividad de la enzima lactato deshidrogenada (LDH) presente en el medio extracelular a distintos
tiempos (6, 12, 18 y 24 horas). Tres lineas celulares diferentes (A20, Hela y HTC) fueron expuestas a
ceramidas C2 (panel izquierdo) y C6 (panel derecho) 50 uM en sus formas activa e inactiva. Las
columnas blancas representan la condicion control; las columnas negras ceramidas en su forma activa y
las columnas grises ceramidas en su forma inactiva (dihidroceramidas). Los datos se graficaron como
media (£SEM); n=3, * = p<0.05, ¥ = ** = p<0.01, § = *** = p<0.001
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2 hrs 4 hrs 8 hrs 16 hrs 24 hrs

10 uM

25 UM

50 uM

100 uM

dhCerC2 100 uM

Figura 3.2 Efecto de Ceramida C2 en células HTC. Panel superior: dosis respuesta (0, 10, 25, 50 y 100 uM;
de arriba hacia abajo) y efecto en el tiempo (2, 4, 8, 16 y 24 horas; de izquierda a derecha) de células HTC
expuestas a Ceramida C2. Panel inferior: efecto en el tiempo de dihidroceramida C2 100 uM. Se presentan
graficos de puntos, del canal FL1 (eje x, anexina V) contra el canal FL3 (eje y, ioduro de propidio), de muestras
individuales representativas del comportamiento observado. En el grafico correspondiente a 25 uM a las 16
horas se detallan en rojo las distintas poblaciones celulares consideradas; v: células vivas; a: células apoptdticas;
n: células necroéticas.
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Figura 3.3 Efecto de Ceramida C2 en linea celular HTC. Dosis respuesta (0, 10, 25, 50 y 100 pM) y
efecto en el tiempo (panel izquierdo 1, 2, 3 y 4 h; panel derecho 5, 8, 16 y 24 horas) de células HTC
expuestas a Ceramida C2 (CerC2) y dihidroceramida C2 (dhCerC2). Se grafico, en el eje x las
concentraciones usadas de Cer/dhCerC2, y en el eje y el promedio de los porcentajes obtenidos de los
histogramas de células marcadas con loduro de Propidio (1 evento corresponde a 1 célula). Las
columnas blancas corresponden al porcentaje de células vivas, las columnas grises al porcentaje de
células apoptoticas y las columnas negras al porcentaje células necrdticas. El procedimiento para la
obtencion de los porcentajes se detalla en materiales y métodos. n>3 en barras con error estandar, * =
p<0.05, ¥ = ** = p<0.01, § = *** =p<0.001; la significancia de los resultados se determiné comparando
la muestra con la condicién control (0 uM, en presencia del vehiculo)
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Se estudio también el efecto de Ceramida C6 sobre células HTC a distintos tiempos.
En la figura 3.4 se ejemplifica la dosis respuesta de ésta a las 2 y 5 horas de incubacion. En
el primer caso no se observa un incremento significativo de muerte celular, sin embargo a
las 5 horas si se aprecia un aumento tanto en el porcentaje de células apoptoticas y
necroéticas de manera dosis dependiente.

Continuando con la caracterizacion del efecto de ceramidas, se estudid la respuesta
a distintos tiempos de células A20 y HeLa. En la figura 3.5 se muestran graficos de dosis
respuesta a las dos horas para células A20 y a las 24 horas para células HeLa. En ellos
podemos observar un aumento significativo del porcentaje de células apoptoticas y
necroticas, el cual es dependiente de la concentracion, tanto para ceramida C2 como para

ceramida C6.

g 100 2h Figura 3.4 Efecto de Ceramida
) - - T — C6 en células HTC.
T 80 T Dosis respuesta (0, 25, 50, 75 y 100
g‘ T uM) a las 2 horas y dosis respuesta
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Figura 3.5 Efecto de Ceramidas en células A20 y HeLa: Respuesta de células A20 a las 2 horas (panel A) y de
células Hela a las 24 horas (panel B) expuestas a concentraciones ascendentes (0, 25, 50 y 100 uM) de
CerC2/dhCerC2 (izquierda) y a Cer/dhCerC6 (derecha). Se grafico, en el eje x las concentraciones usadas de
ceramida, y en el eje y el promedio de los porcentajes de las distintas poblaciones celulares marcadas con Ioduro
de Propidio. Columnas blancas: porcentaje de células vivas; columnas grises: porcentaje de células apoptoéticas;
columnas negras: porcentaje de células necroticas. El procedimiento para la obtencion de los porcentajes se detalla
en materiales y métodos. n>3 en barras con error esténdar. ¥ = ** = p<0.01, la significancia de los resultados se
determiné comparando la muestra con la condicion control (en presencia del vehiculo)
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3.2 Participacion del canal cationico no selectivo en la muerte celular inducida
por ceramidas.

Se estudid la participacion del CCNS en la muerte celular necrética inducida por
ceramidas, para esto, se utilizo el bloqueador no especifico para este canal 4acido
flufendmico. En la figura 3.6 se grafica la respuesta de células HelLa al ser expuestas a

acido flufenamico (control), se observa un aumento en el porcentaje de células apoptoticas.

Acido flufenamico, 24 horas.
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Figura 3.6 Efecto de acido flufenamico en células HeLa: Respuesta de
células HeLa expuestas durante 24 horas a distintas concentraciones (0,
25,50, 100 y 150 uM) de acido flufenamico. n > 3 para barras con error
estandar.

Posteriormente se estudio si dcido flufenamico varia la respuesta ya caracterizada de
células HTC (figura 3.7) y de células HelLa (figura 3.8) expuestas a ceramidas C2/C6
activas e inactivas. En la figura 3.7 se observa que el ac. flufendmico no inhibe el destino

necroético de las células HTC inducido por CerC2, mas atn, se observa un aumento en el
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porcentaje de células apoptdticas con la consecuente disminucion de células vivas para
todas las concentraciones de CerC2. Por el contrario, la aplicacion de dhCerC2 en presencia
de acido flufendmico no indujo ningun tipo de muerte celular.

Al caracterizar el efecto de acido flufenamico en células HeLa (figura 3.8) se
observo que a diferencia de la respuesta vista en células HTC, hay un posible cambio en el
destino de muerte celular necrética a bajas concentraciones (25 uM) tanto de Ceramida C2
como de Ceramida C6, sin embargo este efecto no se repite a concentraciones mayores. Se
observa ademds que acido flufendmico per se, estaria aumentando el porcentaje de células
apoptdticas; efecto que se incrementa al coincubar con las dihidroceramidas

correspondientes.
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Figura 3.7 Efecto del Acido
Flufenamico sobre la respuesta de
células HTC a Ceramida C2.

Respuesta de células HTC tratadas con
Ceramida C2 (0, 25, 50 y 100 uM) o
dihidroceramida C2 (100 uM) durante 4
horas en presencia o ausencia de acido
flufenamico 100 uM. En cada grafico,
de izquierda a derecha, el primer grupo
de barras corresponde a células control
(-/-), el segundo a células tratadas sélo
con ac. flufenamico (-/+), el tercer
grupo a células tratadas solo con
Cer/dhCerC2 (+/-), y el altimo grupo a
células tratadas con ambos farmacos.
Columnas blancas: células vivas,
columnas grises: células apoptdticas y
columnas negras: células necréticas. El
procedimiento para la obtencion de los
porcentajes se detalla en materiales y
métodos. n>4 en barras con error
estandar. * = p<0.05, la significancia de
los resultados se determind comparando
la muestra con la condicién control.
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Figura 3.8 Efecto del acido flufenamico sobre la respuesta de células Hela a Ceramidas C2/C6. Respuesta de
células Hela tratadas con Cer/dhCerC2 (columna izquierda) o C6 (columna derecha) por 24 horas, en presencia o
ausencia de acido flufenamico 100 uM. En cada grafico, de izquierda a derecha, el primer grupo de barras
corresponde a células control (-/-), el segundo a células tratadas s6lo con ac. flufendmico (-/+), el tercer grupo a
células tratadas solo con Cer/dhCer C2 (+/-), y el Gltimo grupo a células tratadas con ambos farmacos. Columnas
blancas: células vivas, columnas grises: células apoptoticas y columnas negras: células necroticas. El procedimiento
para la obtencion de los porcentajes se detalla en materiales y métodos. n>3 en barras con error estandar. ¥ = ** =
p<0.01, la significancia de los resultados se determin6 comparando la muestra con la condicién control.
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Como una segunda aproximacion para estudiar la relacion de necrosis inducida por
ceramidas con el CCNS, se estudid en células HTC el efecto de Ceramida C2 en ausencia
de Na' extracelular. Los resultados de estos experimentos se muestran en la figura 3.9,
dénde no se observan diferencias significativas entre las poblaciones celulares obtenidas
frente a la incubacion con CerC2 en presencia o ausencia de Na' extracelular a ninguna de

las concentraciones utilizadas.
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Figura 3.9 Efecto de ausencia de Na' en el medio sobre la respuesta de células HTC a ceramida C2.
Respuesta de células HTC expuestas a ceramida C2/dihidroceramida C2 (0, 10, 25, $0 y 100 pM)
durante 4 horas en medio de cultivo completo (DMEM), en “Earl’s Balanced Salt Solution” (EBSS,
columna izquierda) o en EBSS modificada (EBSSm, sin Na"). Se graficé el promedio de los porcentajes
de las poblaciones celulares. Columnas blancas: porcentaje de células vivas; columnas grises: porcentaje
de células apoptoticas; columnas negras: porcentaje de células necroticas. El procedimiento para la
obtencion de los porcentajes se detalla en materiales y métodos. n>3 en barras con error estandar. * =
p<0.05, ¥ = ** = p<0.01, la significancia de los resultados se determin6é comparando la muestra con la
condicion control (DMEM).
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3.3 Efecto del cambio del estado redox celular sobre la muerte celular inducida
por ceramidas.

El estado redox celular se modificd aplicando peroxido de hidrogeno (H,O,) al
cultivo de células (HTC). La figura 3.10 muestra la caracterizacion del efecto de H,O, a
concentraciones y tiempos diferentes. En base a estos resultados se determin6d que la
concentracion Optima de trabajo, en que se induce estrés oxidativo sin provocar muerte
celular masiva es 1 mM H,O; durante una hora (figura 3.10, paneles A y B), ya que ademas
se observa que a tiempos mayores a dos horas ya no se induce muerte celular.

Una vez determinadas las condiciones de trabajo, se estudio el efecto de Ceramida
C2 en células pre-tratadas durante una hora con H,O, 1 mM (figura 3.11, panel A). Se
observa que en células tratadas con ambos estimulos (CerC2 + H,0,) existe un aumento en
el porcentaje de células necréticas con respecto a células tratadas s6lo con CerC2, y una
muy leve disminucion en el porcentaje de células apoptoticas con respecto a células
tratadas solo con H,0O,, manteniéndose la tendencia de la respuesta de células tratadas solo
con CerC2 (muerte celular mayoritariamente necrdtica), mientras que células
oxidativamente estresadas tratadas con dhCerC2 mantienen la tendencia de la respuesta de
células tratadas so6lo con H,O, (muerte celular mayoritariamente apoptotica). Se utilizo
como control positivo de muerte celular el mismo tratamiento pero utilizando peréxido de

hidrégeno a una concentracion mayor (10 mM; figura 3.11, panel B).
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Figura 3.10 Efecto de estrés oxidativo inducido por peréxido de hidrégeno (H,0,) en células HTC.
Panel A: Dependencia de la concentracion (1 y 10 mM) de células HTC expuestas a H,O, durante 15, 30 y 60
minutos. Panel B: Tiempo dependencia de células HTC incubadas con 1 o 10 mM H,0,. Se grafico el
promedio de los porcentajes de las poblaciones celulares. Columnas blancas: porcentaje de células vivas;
columnas grises: porcentaje de células apoptdticas; columnas negras: porcentaje de células necroticas. El
procedimiento para la obtencion de los porcentajes se detalla en materiales y métodos n>3 en barras con error
estandar. * = p<0.05, ¥ = ** = p<0.01, § = *** = p<0.001, la significancia de los resultados se determiné
comparando la muestra con la condicion control (0 pM)
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Figura 3.11 Efecto de estrés oxidativo sobre la muerte celular inducida por ceramidas en células
HTC. Respuesta de células HTC preincubadas con H,O, durante 1 hora, sometidas a tratamiento
farmacolégico con ceramida C2 50 uM por dos horas. Panel A: H,O, 1 mM. Panel B: H,0, 10 mM.
Columnas color sélido: Ceramida C2 50 uM. Columnas color degradado: Dihidroceramida C2 50 uM.
Columnas blancas: porcentaje de células vivas; columnas grises: porcentaje de células apoptdticas;
columnas negras: porcentaje de células necroticas. El procedimiento para la obtencion de los
porcentajes se detalla en materiales y métodos. n>3 en barras con error estandar. ¥ = ** = p<0.01, la
significancia de los resultados se determiné comparando la muestra con la condicion control (H202 (-)
Cer (-), en presencia del vehiculo).
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3.4 Efecto sobre la muerte celular inducida por ceramidas al intervenir en las

vias de muerte celular apoptoticas.

Se utilizé6 zVAD-fmk (inhibidor genérico de caspasas) en conjunto con ceramidas

para determinar el tipo de muerte celular necrotica inducida por ellas. En la figura 3.12 se

grafica la respuesta al tratamiento de células HTC frente a Ceramidas C2 y C6 75 uM en

sus formas activas e inactivas que han sido preincubadas con zZVAD. Puede observarse que

zVAD no provoca ningun cambio significativo en la respuesta frente a ceramidas.
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Figura 3.12 Efecto de zVAD
sobre la muerte celular
inducida por ceramidas.

Respuesta de células HTC a
CerC2 / dhCerC2 y a CerC6 /
dhCerC6 por dos horasen
presencia o ausencia de zVAD
10 puM. Las células fueron
preincubadas con zVAD desde
media hora antes a la adicion de
ceramidas. Columnas blancas:
células vivas; columnas grises:
células apoptoéticas; columnas
negras: células necroticas. n>3
en barras con error estandar. La
significancia de los resultados
se determin6 comparando las
muestras zVAD-/Cer+ con las
muestras zVAD+/Cer+ .



Se estudié también la dosis dependencia de células HTC a zVAD-fmk (figura 3.13)
y el efecto de éste sobre la muerte celular apoptotica inducida por ligando de Fas (control
positivo, figura 3.14). En esta figura se observa que zVAD-fmk inhibid, al menos en parte,
la muerte celular inducida por ligando de Fas. Se utilizaron ademas como control, para

estos experimentos células A20, ya que ya se a descrito su respuesta a Ceramidas, ligando

de Fas y zVAD-fmk. (datos no mostrados)

zZVAD, 2 horas y media

100 « Figura 3.13 Efecto de zVAD
- en células HTC.
sod 1 o Dosis dependencia (0, 5, 10 y
25 uM) de células HTC
604 expuestas durante 2 horas y
30 minutos a zVAD. n>3, la
404 significancia de los resultados
se determind comparando la
204 muestra con la condiciéon en
presencia del vehiculo
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Figura 3.14 Efecto de zVAD-fink sobre la muerte celular inducida por ligando de Fas.
Respuesta de células HTC tratadas con Fas-Flag 100 ng/mL por 17 horas, y efecto del inhibidor
genérico de caspasas zVAD-fink a las concentraciones de 10 y 50 pM sobre esta respuesta. Barras
blancas: células vivas; barras grises: células apoptoticas; barras negras: células necréticas. n>3 en
barras con error estandar. ¥ = p<0.05, la significancia de los resultados se determindé comparando
la muestra “Fas” con la muestra “zVAD/Fas”.
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Otra forma de intervenir las vias de muerte apoptoticas fue realizando experimentos
de remocién de Ca’’ intracelular, usando el quelante BAPTA-AM e incubandolos con
CerC2, tanto en células HTC (figura 3,15-A) como en células A20 (fig. 3,15-B). Se observo
un aumento tanto en la muerte celular inducida por necrosis como por apoptosis, sin
embargo la aplicacion de BAPTA-AM aumentd por si solo el porcentaje de células
necroéticas en ambos casos. Estos efectos no son diferentes de los observados al coaplicar

dhCerC2 / BAPTA-AM
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Figura 3.15 Efecto de BAPTA-AM sobre la muerte celular inducida por ceramidas. Respuesta de
células HTC (A) y A20 (B) tratadas con Cer/dhCerC2 50 uM por 2 h en presencia o ausencia de
BAPTA-AM 100 pM. Columnas color soélido: Ceramida C2 50 pM. Columnas color degrado:
Dihidroceramida C2 50 pM. Columnas blancas: porcentaje de células vivas; columnas grises:
porcentaje de células apoptdticas; columnas negras: porcentaje de células necréticas. El procedimiento
para la obtencion de los porcentajes se detalla en materiales y métodos. n = 6 panel A; n =3 panel B .
La significancia de los resultados se determiné comparando la muestra BAPTA(-)/Cer(+) con la

muestra BAPTA(+)/Cer(+).
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IV. DISCUSION

4.1 Efecto de ceramidas sobre distintas lineas celulares

Recientemente, se ha descrito que las ceramidas inducen muerte celular por necrosis
en cé¢lulas de linfoma-B inmortalizadas (linea celular A20), al ser estimuladas con ligando
de Fas. Por lo que la necrosis se relaciond con un incremento tardio de ceramidas en este
sistema [Hetz et al., 2002].

Los resultados obtenidos mediante la medicion de la actividad de LDH muestran un
aumento de muerte por necrosis en el tiempo tanto para células HeLLa como para HTC. Sin
embargo no se observaron cambios al medir la actividad enzimatica en células A20; a pesar
que existen evidencias que muestran que ambos tipos de ceramidas inducen necrosis en esta
linea celular [Hetz et al., 2002]. Este resultado podria deberse a problemas en el manejo de
las células para las condiciones requeridas en el experimento.

A pesar de que los experimentos con LDH muestran que tanto las células HeLa
como HTC son buenos modelos de trabajo para estudiar necrosis inducida por ceramidas, al
momento de realizar los experimentos mediante citometria de flujo, se decidi6 trabajar
principalmente con células HTC debido a su facil manejo y buena reproducibilidad.

En estos experimentos se observa que la poblacion de células necréticas aumenta en
forma dosis dependiente a todos los tiempos estudiados. Existe también un aumento en la
poblacion de células apoptdticas, pero esto se observa sdlo a altas concentraciones (100
uM) y a tiempos cortos de exposicion a CerC2 (hasta 5 horas). A tiempos mayores (16 y 24

horas) y altas concentraciones existe una disminucion en el porcentaje de células necroticas
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a favor del aumento del porcentaje de células apoptoticas, esto estaria sugiriendo un cambio
en el destino de muerte celular de necrosis a apoptosis.

Por otro lado, al examinar en detalle los porcentajes de poblacion apoptotica, se
observa una disminucion de la dosis dependencia en esta poblacidn a tiempos superiores a 5
h en beneficio del aumento de la poblacion necrética (sumado a la disminucion de la
poblacion de células vivas). Comportamientos de similares caracteristicas han sido
descritos en la literatura por Todaro y cols. (2002) donde se observa un cambio en el
destino de muerte apoptdtica a muerte necrotica a partir de las 4 horas. Para la total
comprension de este comportamiento seria necesario realizar experimentos a tiempos
menores a 1 hora de exposicion a ceramida C2.

Podemos ver también que, a tiempos muy largos, dhCeramida C2 también induce
muerte celular (apoptdtica y necrotica). Esto puede deberse a un efecto inespecifico, ya que
al ser estructuras lipidicas, pueden intercalarse en la membrana plasmatica provocando su
desestabilizacion [Siskind et al., 2002; Tepper et al., 2000].

Al revisar las respuestas a ceramida C2 en las otras dos lineas celulares estudiadas
(HeLa y A20) podemos decir que son similares a la observada para células HTC,
especialmente en relacion a la aparicion de una poblacion necrética de manera dosis y
tiempo dependiente, y que, al menos para células HeLa, seria diferente de lo descrito en

literatura [Jiang et al., 2000]

4.2 Participacion del canal cationico no selectivo en la muerte celular necrética
inducida por ceramidas.
Una serie de trabajos recientes han implicado al CCNS como el principal

responsable del influjo de Na' en el aumento del volumen celular necrético [Barros et al.,
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2001; Lidofsky et al., 1997; Simon et al., 2002]. Por esto, se determind ver si la necrosis
inducida por ceramidas tendria relacion con este canal. Para esto se usaron dos
aproximaciones experimentales, el uso de un inhibidor y la remocion del Na® extracelular.

Si el objetivo es comprobar si un canal i6nico esta involucrado en algin proceso es
muy importante encontrar un inhibidor eficiente para ¢él. En el caso del CCNS, se han
descrito algunos inhibidores (Gd"”, amilorida y 4cido flufenamico), pero ninguno
especifico. Los tres han sido descritos como inhibidores del canal en células hepaticas, pero
en cé¢lulas HTC, el principal inhibidor es el &cido flufendmico [Barros et al., 2001, Roman
et al., 1999]. Desafortunadamente, el acido flufenamico no es muy especifico, (es también
un potente antinflamatorio) provocando una serie de otras respuestas en las células,
independientes de las que queremos estudiar.

En los experimentos presentados en esta tesis, podemos observar que al utilizar
acido flufenamico en conjunto con ceramidas no se aprecia inhibicion de la muerte celular
por necrosis. Ademas, existe un aumento en la poblacion apoptdtica, lo que nos estaria
dando cuenta de efectos inespecificos causados por el acido flufenamico. Este resultado se
correlaciona con otros resultados obtenidos en el laboratorio [Riveros 2004], en los que se
determind que 4cido flufendamico inhibi6 el aumento de volumen necrético inducido por
estrés oxidativo, pero no la muerte celular necrética.

Al reemplazar el Na" extracelular por el cation monovalente NMDG' no se observé
diferencias entre los porcentajes de las distintas poblaciones celulares. Este resultado, en
conjunto con el obtenido para acido flufendmico nos permite descartar la participacion del

CCNS en la muerte celular necrética inducida por ceramidas.
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4.3 Efectos del cambio del estado redox celular sobre la muerte celular
inducida por ceramidas.

Entre las especies reactivas de oxigeno (ROS), presentes a niveles basales en el
citoplasma, el perdxido de hidrogeno (H,O;) esta relacionado con una serie de procesos
fisiologicos y fisiopatologicos dependiendo de la concentracion en la cual se encuentre.

El H,O,, por si solo, tiene un bajo poder oxidante, pero su efecto citotoxico
proviene de su rapida conversion a radical hidroxilo, especie oxidante mucho mas reactiva,
a través de la reaccion de Fenton [Halliwell et al., 2000, Rosser et al., 1995, Simon et al.,

2004] .

3) H,0, + Fe*" — Fe** + *OH + OH"

En este trabajo se utilizd6 H,O, para observar el efecto del estrés oxidativo en la
muerte celular inducida por ceramidas. Lo que se obtuvo fue que al utilizar altas
concentraciones de H,O, (10 mM), se observa un aumento en la muerte celular, incluso
frente a dihidroceramida Este comportamiento podria explicarse teniendo en cuenta que
puede existir un efecto sumatorio entre la capacidad de las ceramidas de modular la
estructura de la membrana [Blitterswijk et al., 2003] y la desestabilizacion de la membrana
por peroxidacion que provocan las especies reactivas de oxigeno.

Por el contrario, al utilizar una concentracion de peroxido de hidrogeno diez veces
menor, no hubo cambios significativos en los porcentajes obtenidos de las poblaciones
celulares. Este resultado podria tener dos explicaciones diferentes. (i) las especies reactivas
de oxigeno liberadas por la aplicacion de perdxido de hidrogeno no estarian sensibilizando

a las células frente al efecto producido por ceramidas, (ii) entre los efectos de las ceramidas
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descritos en la literatura se encuentra la produccion de ROS al interior de la célula, [Li et
al., 2002; Lecour et al., 2005; Therade-Matharan et al., 2005], que pueden bloquear el
citocromo III a nivel mitocondrial, interrumpiendo el flujo de electrones y generando
radical superéxido [Garcia-Ruiz 1997] por lo que la aplicacion de H,O, al medio no estaria
aportando nuevos componentes que sensibilicen a las células a un destino de muerte
celular.

Para comprender mejor los mecanismos involucrados en la relacion entre ceramidas
y estrés oxidativo en esta linea celular (HTC), seria interesante realizar experimentos de
inhibicion de los mecanismos de proteccion naturales de la célula contra estrés oxidativo,
utilizando por ejemplo un inhibidor de catalasa en presencia de ceramidas, o viendo si, en

este caso, existe produccion de ROS inducida por ceramidas.

4.4 Efecto sobre la muerte celular inducida por ceramidas al intervenir vias de
muerte celular apoptotica.

Desde hace 20 afios se conoce que la exposicion de las células a ceramidas exdgenas
de cadena corta estimulan su apoptosis [Ji et al., 1995]. Los resultados presentados en esta
tesis indican que ceramidas inducen muerte celular apoptotica, pero esta no es la respuesta
principal. Por el contrario, se encontrd que en las tres lineas celulares estudiadas, las células
se mueren primordialmente por muerte celular necrotica.

Con el fin de identificar si el tipo de muerte celular necrotico visto correspondia a
uno primario o a uno secundario, se utilizé el inhibidor de caspasas zVAD-fmk. El resultado
obtenido fue que zVAD-fink no logra inhibir el destino necroético inducido por ceramidas,

con lo que podemos concluir por lo tanto, que no se trataria de una necrosis secundaria.
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Ademas, y al contrario de lo esperado, zZVAD-fmk tampoco logra disminuir la poblacion
que se considera como apoptoética producida por la incubacion de las células con ceramidas.

Finalmente, y en relacién a los experimentos realizados quelando el Ca®’
intracelular, se indica en literatura que la sobrecarga de Ca’" o la perturbacion de su
compartamentalizacion esta estrechamente relacionada a procesos de muerte celular, como
la apoptosis, ejerciendo efectos en la integridad y componentes de la mitocondria. En base a
esto se ha mostrado que altas concentraciones de Ca®" inducen la apertura del MPTP,
disipacion del potencial de la membrana mitocondrial, disminucion de la produccion de
ATP y salida de citocromo c, el cual forma parte del apoptosoma que promueve la
activacion de las caspasas [Hajnoczky et al., 2003; Jaconi et al., 2000 ].

Ademas existen evidencias en las cuales la disminucién de Ca®" en depositos
intracelulares induce un aumento en la produccién de ceramidas, lo que deriva en la
induccién de apoptosis [Jayadev et al., 2000].

Lamentablemente, en el modelo de estudio utilizado, la incubaciéon con BAPTA-
AM en ausencia de ceramidas fue suficiente para provocar aumento en los porcentajes de
muerte celular, por lo que no se puede obtener informacidon concluyente acerca del efecto
del Ca®" en los mecanismos de muerte celular mediada por ceramidas.

Una explicacion razonable para este efecto, puede ser que el tiempo de incubacioén
utilizado para la realizacion del experimento haya sido demasiado largo (2 horas) y las

’ . .. . . 24 .
células no hayan sido capaces de sobrevivir tanto tiempo en ausencia de Ca™ intracelular.
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4.5 Aspectos generales en el uso de ceramidas de cadena corta

En términos generales, el uso de ceramidas de cadena corta como gatilladoras de
eventos especificos ha sido ampliamente discutido, ya que podrian, entre otras cosas, estar
actuando directamente desestabilizando la membrana celular [Tepper et al., 2000], o
formando canales en la membrana mitocondrial [Siskind et al., 2002]. Ademas, existe una
diferencia considerable en el nimero de dtomos de carbono entre las ceramidas producidas
de forma natural como segundos mensajeros (varian de 16 a 24 atomos de carbono)
[Mimeault 2002] vy las ceramidas consideradas de cadena corta (entre 2 y 8 4tomos de
carbono).

Apoyando la idea que las ceramidas de cadena corta efectivamente producen efectos
como mediadoras de procesos, se argumenta que sus analogos inactivos (dihidroceramidas)
no provocan las mismas respuestas que inducen las formas activas. Ademas de esto, se a
descrito que el tratamiento de células con ceramidas exdgenas resulta en la generacion de
ceramidas de cadena larga al interior de la célula [Ogretmen et al., 2002] y que por lo tanto
serian ellas en realidad quienes actuarian como mediadoras en las distintas respuestas
celulares que han sido descritas.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, seria recomendable corroborar los resultados
obtenidos en esta tesis por medio de, por ejemplo, la utilizaciéon de ceramidas naturales,
tanto para células HTC como HeLa, utilizando células A20 como control, puesto que en

esta linea el efecto ya se encuentra caracterizado [Hetz et al., 2002]
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V. CONCLUSIONES

En base al andlisis de los resultados obtenidos, se puede concluir que:

e Ceramida C2 y C6 inducen muerte celular necrotica en células HTC de manera
dependiente de la concentracion y el tiempo de exposicion.

e La muerte celular necrética inducida por ceramidas no tiene relacién con el canal
cationico no selectivo.

e La sensibilidad a las ceramidas en el modelo utilizado no varia al ser sometidas a
estrés oxidativo con H,O, 1 mM.

e La muerte celular necrética inducida por ceramidas es de tipo primaria.
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