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Abreviaturas

CE: Colesterol esterificado

Cer: Ceramida

CERasa: Ceramidasa

CL: Cardiolipina

CUR: Curcumina

DES: Dihidroceramida desaturasa
DG: Diglicerol

DhSph: Dihidroesfingosina

FA: Acidos grasos

FAMES: Acidos grasos metil esterificados
FB: Fumonisina B1

FC: Colesterol libre

GalCer: Galactosilceramida
GluCer: Glucosilceramida

GT: GT-11

HexCer: Hexosilceramida

HPTLC: Cromatografia en capa fina de alta

resolucion

LacCer: Lactosilceramida
MG: Monoglicérido

MYR: Miriocina

PC: Fosfatidilcolina

PE: Fosfatidiletanolamina
PG: Fosfatidildiglicerol

PI: Fosfatidilinositol

S$1P: Esfingosina 1 fosfato
Shp: Esfingosina

SM: Esfingomielina

SMasa: Esfingomielinasa
SMS: Esfingomielina sintasa
SPT: Serin-palmitoiltransferasa
Sulf: Sulfatido

TG: Triglicérido

TLC:Cromatografia ~ en  capa  fina

Palabras clave: esfingolipidos, ruta biosintética, TLC, curcumina, ceramidas, ceramida sintasa.
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Resumen

Las ceramidas son una clase de lipidos caracterizada por la presencia de una base
esfingoide en su estructura y que biolégicamente desempefia una gran variedad de funciones
bioldgicas. La sintesis de ceramidas es un proceso altamente regulado a nivel celular, existiendo
un equilibrio entre sintesis y degradacion en el que participan diversas actividades enzimaticas.
En este trabajo hemos desarrollado una metodologia para estudiar la sintesis de ceramidas y
otros esfingolipidos en cultivos celulares. Para ello hemos combinado la cromatografia de capa
fina de alta resolucion con la realizacion de marcajes isotdpicos radiactivos y la deteccion de su
incorporacion en las diferentes clases de esfingolipidos. Una vez desarrollada la técnica, la
hemos empleado para estudiar el efecto del tratamiento de un polifenol: la curcumina, en la
sintesis de ceramidas en un modelo celular. A tenor de nuestros resultados, la curcumina
aumenta la sintesis de ceramidas y hexosilceramidas. Ademas, hemos demostrado que la accion
de la curcumina parece mediada por activacion de la enzima ceramida sintasa y que no tiene un

efecto especifico en otras enzimas la enzima dihidroceramida desaturasa.

Abstract

Ceramides are a class of lipids that is characterized by the presence of a sphingoid base in
their structure. They play a biologically relevant role in a great variety of biological functions.
Ceramides synthesis is a highly regulated process at the cellular level, with a balanced
equilibrium between synthesis and degradation pathways where several enzymatic activities are
involved. In this work we have developed a methodology to study the synthesis of ceramides and
other sphingolipids in cell cultures. To this purpose, we have combined High Performance Thin
Layer Chromatography (HPTLC) with isotopic radioactive labelling and the detection of its
incorporation in different classes of sphingolipids. Once the technique was well established, we
have used it to study the effect of treatment with a polyphenol, called curcumin, on the synthesis
of ceramides on a cell model. On the basis of our results, curcumin increase the synthesis of
ceramides and hexosilceramides. Furthermore, we have demonstrated that the action of
curcumin seems to be mediated by activation of ceramide synthase. Additionally, curcumin does
not seem to have a specific effect on other enzymes such as dihydroceramide desaturase.



1. INTRODUCCION

1.1 Clasificacion de los lipidos.

Los lipidos son moléculas organicas que tienen en comun su naturaleza hidréfoba, siendo
solubles en disolventes organicos como cloroformo, benceno y alcoholes (etanol, isopropanoal,
etc.). Son moléculas que tienen importancia en una gran cantidad de procesos biologicos. Por
citar algunas de sus funciones, pueden actuar como reserva energética (Richard et al, 2016), son
responsables de mantener la integridad estructural de las diferentes organelas (Zhu et al, 2016),
al ser el componente mayoritario de las membranas celulares (O'Connor & Klauda, 2011) y
ejercen funciones reguladoras actuando como ligandos de receptores nucleares, como es en el
caso de algunos esfingolipidos (Dyckman, 2017) y de las hormonas esteroidicas (Cheskis,
2004).

Los lipidos pueden clasificarse segun presenten unidos a su estructura molecular acidos
grasos, diferenciandose de esta manera en lipidos saponificables: triglicéridos (TG), ésteres de
colesterol (CE), esfingomielina (SM), efc; y lipidos no saponificables: colesterol, acidos grasos
libres, eicosanoides, etc.

Los &cidos grasos son compuestos sintetizados mediante la condensacion de moléculas de
malonil-CoA por accion de la acido graso sintasa (Joshi, 1998). Son biomoléculas formadas por
una cadena hidrocarbonada lineal cuyo numero de carbonos suele variar entre 14-24 y que
pueden contener enlaces carbono-carbono simples (acidos grasos saturados) o dobles enlaces
(&cidos grasos insaturados; siendo los &cidos grasos con méas de un doble enlace acidos grasos
polinsaturados) y que contienen un grupo carboxilo terminal. Los acidos grasos pueden aparecer
libres, pero en su mayoria estan unidos mediante enlaces éster o amida a otros alcoholes o
polioles (glicerol, colesterol y esfingosina) para formar otros lipidos. Los lipidos pueden también
dividirse en dos categorias:

Lipidos simples: Aquellos que al hidrolizarse producen uno o dos tipos de productos

primarios no saponificables. Por ejemplo, los monoglicéridos, diglicéridos y triglicéridos al
hidrolizarse liberan acidos grasos y glicerol (figura 1). Otra molécula que se clasifica como un
lipido simple es el colesterol, siendo este un esterol derivado del esterano.
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Figura 1: Estructura molecular y principales moléculas de los lipidos simples (1A) y ejemplos de la estructura molecular de
acidos grasos (1B), siendo el &cido estearico saturado y el acido oleico insaturado.

Lipidos complejos: Al hidrolizarse producen tres 0 mas tipos de compuestos primarios no

saponificables por molécula. Se clasifican en:
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que se une al grupo fosfato de la molécula de acido fosfatidico.



Glicerofosfolipidos: Se caracterizan por presentar en su estructura una molécula de glicerol al

que se le han esterificado dos acidos grasos y un grupo fosfato, formando una molécula de &cido
fosfatidico (figura 2). Dependiendo de la naturaleza del alcohol o aminoalcohol (etanolamina,
colina, serina, inositol, glicerol) al que se encuentre unida el acido fosfatidico se habla de:
fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilserina (PS), fosfatidilinositol (PI) y
fosfatidildiglicerol (PG).
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Figura 3: Estructura molecular y ruta de sintesis de los principales esfingolipidos y caracterizacion de las enzimas que
intervienen en ella. Inhibidores de ruta de sintesis y sustrato especifico sobre el que actuan en rojo.

Esfingolipidos: Son moléculas caracterizadas por ser derivados de una base esfingoide, que
en mamiferos mayoritariamente es esfingosina (Sph) o esfinganina (dihidroesfingosina, DhSph),
participando ambas moléculas en procesos de sefializacién molecular (Ozybayraktar, 2009).
Siguiendo la ruta de sintesis de esfingolipidos (figura 3), la DhSph se forma por condensacion de
una molécula de palmitoil-CoA y una serina, reaccion que es catalizada por la SPT [1] (serin-
palmitoiltransferasa). Esta DhSph, a través de la ceramida sintasa [2] (CERS), es acilada
formandose de esta manera la dihidroceramida (DhCer). Cabe destacar que la CERS posee 6
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isoformas (Chalfant & Del Poeta, 2010) (CERS1, CERS2, CERS3, CERS4, CERS5 y CERS6)
con diferente afinidad en cuanto a la longitud de los acidos grasos incorporados. Este hecho
explica que distintos tejidos tengan diferente composicion de esfingolipidos. Por ejemplo, el
cerebro expresa mayoritariamente CERS1 (tiene mayor especificidad por acidos grasos de
longitud C18:0-18:1) CERS4 (especificidad por C18:0-20:0) en todos los tejidos y la CERS6
(especificidad por C14:0-16:0-18:0) en intestino.

Posteriormente la DhCer, a través de una dihidroceramida desaturasa [3] (DES), forma la
ceramida (Cer). Las ceramidas desempefian importantes funciones para el mantenimiento de la
curvatura de las membranas celulares (Burghert et al, 2017) y participan en la diferenciacion
(Bieberich, 2012) y proliferacion celular (Sofi et al, 2017), y se han relacionado con la apoptosis
(Che et al, 2017).

La sintesis de ceramidas es un importante encrucijada y punto de regulacién metabdlica
(Giles et al, 2017), pues a partir de la Cer se forman una gran variedad de esfingolipidos. Por
accién de la esfingomielina sintasa [4] (SMS) se sintetiza esfingomielina (SM) que resulta de la
unién de una fosforilcolina a la ceramida. La SM esta presente en todas las membranas celulares
animales (Saghy et al, 2015), siendo especialmente relevante en las vainas de mielina de las
neuronas. Asi mismo a partir de la ceramida se sintetizan la glucosilceramida y
galactosilceramida (GluCer y GalCer, colectivamente denominadas hexosilceramidas) por
incorporacion de una hexosa (glucosa o galactosa) tras la accién de la UGCG [5] (UDP-glucosa
ceramida glucosil-transferasa) o la UGT8 [6] (UDP glicosiltransferasa 8). A su vez las
hexosilceramidas son precursores de sulfatidos (derivados de GluCer) y lactosilceramidas
(derivados de GalCer).

La concentracion celular de esfingolipidos se encuentra en un constante equilibrio entre la
sintesis y la degradacion (Kitatani et al, 2008), y existen enzimas responsables de este ultimo
proceso. Asi, por accién de la CERasa [7] (ceramidasa) se cataliza la desacilacion de la
ceramida a Sph. La Sph puede, posteriormente, pasar a S1P (esfingosina 1 fosfato) a partir de la
enzima SPK [8] (esfingosina quinasa). La S1P tiene gran relevancia en la sefializacién molecular
tanto en la membrana plasmatica como en la activacion de mastocitos al unirse a su receptor de
tipo 2 (Chumanevich et al, 2017).

La afinidad de las diferentes enzimas de sintesis y degradacidn no es totalmente especifica
de sustrato. Por ejemplo, se ha observado que la CERS [9] cuyo sustrato preferente es la DhCer,
es capaz de introducir un acilo en la Sph'y sintetizar ceramida (Lim et al, 2016). De igual manera,
si bien el sustrato natural de la DES es DhCer, la misma enzima puede actuar sobre DhSph y

general Sph (Mikami et al, 1998) Esta falta de especificidad en las enzimas de biosintesis de

7



esfingolipidos es fundamental para comprender la accién de los inhibidores de la sintesis de

ceramidas y la acumulacion de determinados esfingolipidos.

1.2 Compartimentalizacion celular de la sintesis de esfingolipidos.

La sintesis “de novo” de las ceramidas se localiza en el reticulo endoplasmatico (figura 4).
Una vez sintetizadas, las ceramidas son transportadas desde el reticulo endoplasmatico al
aparato de Golgi donde se produce la sintesis del resto de esfingolipidos. Si el transportador
utilizado es el CERT (proteina de transferencia de ceramidas), la ceramida tendra como objetivo
la sintesis de esfingomielina (SM) a partir de la enzima esfingomielina sintasa (SMS). Una vez
sintetizada, la SM es transportada a la membrana plasmatica (figura 4). Si la ceramida es
transportada al Golgi mediante transporte vesicular (Gault et al, 2010), la ceramida dara lugar a
hexosilceramidas (GluCer y GalCer). Una vez alli, parece existir un transportador especifico de
GluCer por accion de la proteina transportadora FAPP2 (Mattjus et al, 2007) cuyo destino es el
trans-golgi, donde se produce la sintesis de otros glucoesfingolipidos complejos (GSL), como

lactosilceramidas y gangliésidos (Halter et al, 2007).

SM I/

Lipoprotein
Secreted | | POPrOte! ,"l
SMase
Cer /S]P
. Secreted\sgﬁf‘%’
bod CDase Secreted SK

Neutral SMase SM l b

CDase Cer"""—' g ‘Pasma membrane

D GSL

G 9
—  SM
S?)h Cer Neutral Cer
/ SMase
SK
GS/
R Endocytic
-J/SQA vesicle e~ @
/GSL\ ! Acid M)
| *.  'SMase |Lysosome T \
u ¥

Sp\“*,:aa' Cy

> dhsp
S
t—— \C
Sph = Cer &
/ Nucleus \

Figura 4: Localizacion celular de los lugares de sintesis de los principales esfingolipidos en los distintos organulos celulares
(Obeid & Hannun, 2008).



Como mencionamos anteriormente, existe un equilibrio entre la sintesis y la degradacion de
esfingolipidos. La degradacion de los esfingolipidos procedentes de la membrana plasmatica,
que a su vez proceden de las vesiculas endociticas, se produce por fusion con los lisosomas y la
accién de diferentes amidasas y fosfodiesterasas. Las esfingomielinas pueden ser degradadas a
Cer por accién de la esfingomielinasa &cida, aunque existe también una enzima que actta a pH
neutro con actividad citosolica (Okazaki et al, 1989). La Cer se degrada en el lisosoma a Sph y
es transformada en el citosol a S1P, o bien reciclada en el reticulo o0 a la mitocondria para
generar esfingolipidos. Los mecanismos concretos por los que se regula el destino de los

diferentes cargos de Cer a cada organulo son desconocidos.

1.3 Inhibidores de la ruta de sintesis de ceramidas.

Un inhibidor enzimatico es un compuesto que impide que una o varias enzimas determinadas
catalicen; actuando sobre ellas de forma especifica de tal manera que inhibe la sintesis del
producto de la enzima contra la que actla. En este estudio hemos utilizado tres inhibidores que

actlan en los primeros pasos de la ruta de sintesis de ceramidas.
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Figura 5.Estructura molecular de los principales inhibidores de la ruta de sintesis de esfingolipidos.

La Miriocina (figura 5) es una molécula aislada del hongo MyceliasteriliaEs un inhibidor de
sintesis de la enzima serin-palmitoiltransferasa (Li et al, 2014) e impide la sintesis de
dihidroesfingosina. Se ha demostrado que tiene actividad imunosupresora.

La fumonisina B1 (figura 5) es una micotoxina perteneciente a la familia de las fumonisinas,
que son producidas por varias especies de hongos como Fusarium VerticilloigeBusarium
moniliformé&a fumonisina B1 es un inhibidor competitivo de la ceramida sintasa (Merrill et al,

1993), al poseer una estructura que compite con el centro activo de union de la DhCer.



El GT-11 (figura 5) es un analogo sintético de la DhCer que actia inhibiendo de forma
competitiva a la enzima dihidroceramida desaturasa, y produce acumulacion de DhCer. No
obstante, su inhibicién no es completamente especifica pues se ha demostrado que, a ciertas
concentraciones, puede inducir acumulacion de S1P, que inhibe a su vez SPT (Triola et al,
2004).

1.4 Efecto del polifenol curcumina en la sintesis de esfingolipidos.

Los polifenoles son una serie de moléculas sintetizadas por las plantas, caracterizadas por la
presencia de mas de un fenol en su estructura molecular. Las unidades fendlicas caracteristicas
de este tipo de moléculas son resultado de la ruta del &cido shikimico (Rodrigues et al, 2015) del

metabolismo secundario de las plantas.
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Figura 6. Estructura molecular de la curcumina. Se muestran las dos formas tautoméricas de la curcumina.

La curcumina es un polifenol procedente de la planta de la curcuma que presenta dos
tautémeros de su estructura molecular (figura 6), la -keto y la -enol. Presenta dos anillos
aromaticos, que son fenoles unidos por dos grupos carbonilo insaturados.

Diferentes estudios han demostrado que la curcumina tiene efectos anti-proliferativos en
cultivos celulares (Shakor et al, 2015) y modelos animales (Lim et al, 2015). Aunque debatibles
(Nelson et al, 2017), se han atribuido efectos beneficiosos de la administracion de curcumina en
diversas patologias como Alzheimer y cancer. Estudios previos han demostrado que polifenoles
como el resveratrol y la curcumina tiene efectos en la ruta de sintesis de esfingolipidos. En
células HL60 (promielocitos), la curcumina es un inhibidor de la SMS (Kizhakkayil et al, 2012) y
parece activar la esfingomielinasa neutra (Shakor et al, 2015). Ambas acciones conducen a la
acumulacion de ceramidas en el interior de la célula y promueven la apoptosis (Yu et al, 2012).
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2. Objetivos

Los objetivos del presente trabajo son:

1) Validar una metodologia para estudiar la “sintesis de novo” de las diferentes clases de

esfingolipidos.

2) Estudiar los cambios inducidos por el tratamiento con curcumina en la sintesis de

esfingolipidos en un modelo celular.

3. Material y Métodos

3.1 Reactivos y estandares.

Estandares de clase de HexCer, S1P, LacCer, Cer, Sulf, PE, PC, PS, PG, TLC 40 mix que
contiene; PC, FC, &cido oleico, colesterol oleato, y TLC 71 que contiene cardiolipina, PC, PE, PI,
PS, CL y PG; todos fueron adquiridos a Larodan. Las clases de CE, TG, MG, DG, FAMES
(ésteres metilicos de acidos grasos) y FA (acido araquiddnico y acido oleico) fueron comprados a
Nucheck-prep. El estandar de FC (colesterol libre) fue adquirido a la casa comercial SIGMA.
DhCer (N-C17:0-D-eritro-Dihidroceramida) y DhSph (D-erytho-Sphinganine, C20) se compraron
a Matreya LLC.

Inhibidores de sintesis de esfingolipidos: GT11, Fumonisina B1y Miriocina de Sigma.

Moléculas con marcaje radioactivo: Palmitato (1C) de Perkin Elmer.

Polifenol utilizado: Curcumina de Sigma.
Placas de TLC utilizadas:

- Placa de TLC (20x20 cm) de vidrio de silicagel con granulacion de 25 um de

Merck sin indicador fluorescente.
- Placa de HPTLC (20x10 cm) de vidrio de granulacién 5 pum; con silicagel de 60
de Merck.
Tanqgues de TLC/HPTLC
- Tanque de cristal de 23x10 cm de Merck.
- Tanque de cristal de 15x10 cm de CAMAG.
Agente revelador: CuSO 4 disuelto en H20 al 10% y H3PO4 al 8%.
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Equipos: Nebulizador para rociado de TLC aplicador de bandas de TLC (LINOMAT 5) de
CAMAG. Escaner de fluorescencia/fosforescencia (Typhoon 9400) de Amersham BioSciences.

Kit de valoracién de proteinas: Pierce BCA ProteinAssay Kit de ThermoScientific.

Reactivos generales de laboratorio:

Se han utilizado diferentes reactivos como cloroformo, &cido fosférico (85-90%), y cloruro de
manganeso que fueron adquiridos a Sigma. Metanol, n-propanol y acetonitrilo que fueron
adquiridos a Fisher BioReagents. Acetato de metilo y borato sédico se compraron a ACROS
Organics. Tolueno fue comprado a Scharlau y sulfato de cobre, 2-propanol y acido acético de
Merck.

3.2 Desarrollo y revelado de las placas de TLC y HPTLC.

Todas las placas de TLC y HPTLC deben ser acondicionadas antes de utilizarse. Para ello,
se realiza un pre-desarrollo vertical de las placas de TLC o HPTLC, en un tanque de cristal de
23x10 cm con 25 mL de CIzCH/MeOH 1:1 vol:vol (fase mdvil) con papel de filtro en su interior
para tener un microambiente en el interior del tanque. Las placas se desarrollan hasta un 75-
80% de la altura de la placa. Se sacan las placas del tanque y se secan en la campana de gases
durante 10 min, para activarlas posteriormente en el horno a 110°C durante 10 min. En el caso
de que se tenga que afadir borax a las placas, después de realizar el pre-desarrollo, se rocian
las placas hasta que queden completamente cubiertas con borax 70mM (en metanol), se deja
secar y se activan a 100° durante 10 min.

En el objetivo 1, hemos desarrollado tres metodologias de separacion de clases de lipido
distintas:

Método TLC 1

Este método se emplea para separar clases de S1P, SM, SHP, LacCer, Sulf, HexCer, y Cer,
sin embargo no separa los FA de las Cer.

Se depositan las muestras y/o estandares de clase de lipido (en concentraciones variables y
generalmente disueltas en ClsCH) empleando para ellos un equipo LINOMAT 5 (CAMAG) en las
placas de TLC/HPTLC.

Se realiza un desarrollo vertical de la placa en un tanque de cristal 23x10 cm con 25 mL de
fase movil (tolueno/metanol 7:3 vol:vol) hasta que el frente mévil alcance una altura de 15-16 cm

de la placa. Se saca del tanque y se deja evaporar en la campana de gases 10 min.

12



Método TLC 2

Este método se emplea para separar clases de S1P, SM, SHP, LacCer, Sulf, HexCer y Cer.
Ademas separa las Cer de los FA.

Una vez depositadas las bandas con los extractos de lipido, es necesario realizar dos
desarrollos verticales consecutivos para lograr una dptima separacion de las clases. El primer
desarrollo se realiza con 25 mL de tolueno/metanol 9:1 vol:vol hasta que el frente alcanza una
altura de 5 cm. Se sacan las placas y se dejan secar 10 min para realizar un segundo desarrollo
con 25 mL de tolueno/metanol 7:3 vol:vol hasta que el frente alcanza 15-16 cm de la altura de la
placa.

Método TLC 3

Este método se emplea para separar y distinguir entre ceramidas y dihidroceramidas.

El extracto de lipidos se deposita en placas de HPTLC impregnadas con borax. Las placas se
desarrollan en 25 mL de Cls;CH/MeOH 9:1 vol:vol hasta que el frente alcance 15-16 cm de la
altura de la placa.

Revelado de las placas de TLC y HPTLC

Para revelar las placas, éstas son rociadas con la solucién de revelado (CuSOs disuelto en

H.0 al 10% y H3PO4 al 8%) mediante un nebulizador de CAMAG. Posteriormente, las placas son
calcinadas a 170° durante 15 min, hasta que sean visibles las bandas correspondientes a las
muestras lipidicas.

En el caso de que los extractos lipidicos hayan sido marcadas con radioactividad y se hayan
afiadido a las placas de TLC/HPTLC para realizar un desarrollo cromatografico; las placas se
dejan fijas en un casette con un film detector de radioactividad. Estas se dejan una semana para
que la sefial radioactiva penetre en el film y es revelado mediante el escaner a 633 nm (Typhoon

9400 de Amesham BioSciences).

3.3 Cultivos celulares.

Se empled la linea celular C6 (ATCC® CCL-107™) que deriva de un glioma de rata. Las
células se cultivan a 37° con 5% de CO2 en el medio de cultivo HAM’s F12 con L-glutamina
(GlibcoLife Technologies), al que se le afadio aminoécidos no esenciales (MEM, Gibco), 50
Mg/mL de gentamicina, 100 pg/mL de estreptomicina, 100 unidades/mL de penicilina (Gibco), 0.1
mM de piruvato (Gibco) y 10% de suero bovino fetal (FBS). Para los experimentos, el FBS es

sustituido por 10% de suero bovino fetal deslipidado (LPDS).

13



3.4 Experimentos de seguimiento de la sintesis de esfingolipidos con palmitato
radiactivo.

Las células C6 (ATCC® CCL-107™) a una densidad de 100.000céls/mL son incubadas en
medio de cultivo, en botellas de 25 cm?, durante 24h. 2 horas antes del experimento, el medio se
retira y se sustituye por LPDS. Seguidamente, las células se tratan con los inhibidores (miriocina
0.1uM, fumonisina B1 50uM y GT-11 10uM) salvo los controles, durante 30 min. Después se
afiade la curcumina a 30 PM o vehiculo (DMSO) y la solucién de palmitato marcado
(acomplejado con BSA a 2uCi/mL). El periodo de incubacién de los experimentos fue de 4h.
Tras dicho periodo las células se lavan con PBS, se rascan y se centrifugan a 2000 rpm durante
5 min. El sedimento de células se lisa con tampdn de lisis sin detergentes (Trizma base 50 mM,
NaCl 125 mM, NaF 5.3 mM, NaP 1.4 mM, EDTA N2 1mM, ph 7.5). Se sénica a 30% durante 30
seg cada muestra mediante un sonicador de varilla de P Selecta y se realiza una valoracion de

proteinas.

3.5 Extraccion de lipidos de los extractos celulares.

Los lipidos de los extractos celulares, tipicamente a una concentracion de 0.5-0.8 pg/uL, se
extraen mediante el método de Folch (Folch et al, 1957). Se ajusta el volumen de extracto a 500
uL con NaCl 0,9%, se afiade CI3CH/MeOH 2:1 vol:vol y se deja en agitacion 2h. Se centrifuga a
2000 rpm y mediante pipetas pasteur se extrae la fase inferior. Se afiade CI3CH, se vuelve a
centrifugar a 2000 rpm y se extrae una segunda fase inferior. Por ultimo, se realiza un lavado
afiadiendo MeOH/H20 1:1 vol:vol, se centrifuga a 2000 rpm y se extrae la fase inferior.

El extracto de lipidos totales, se evapora en corriente de nitrogeno y se realiza una
metanolisis (Ichihara et al, 2010) para lisar los fosfolipidos y extraer sélo los esfingolipidos. Para
ello, sobre el extracto se afiaden 650 pL de MeOH y 25 pL de KOH acuoso al 25%, dejandose
incubar 1h a 37°. Se afiade 50 uL de &cido acético 4.5 M, 425 pL de H20 y 1.5 mL de CIsCH. La

mezcla resultante se extrae mediante el método de Folch previamente descrito.

3.6 Cromatografia de HPLC de clases lipidicas con deteccion dual de radiactividad y
dispersion de luz.

La separacion de Cer/DhCer, HexCer, Sph y SM, se realiz6 empleando cromatografia de
liquidos de alta presién (HPLC) segun una metodologia previamente desarrollada (Chamorro et

al, 2013). Para la deteccion de las clases marcadas radiactivamente, realizamos una divisién del
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flujo saliente procedente de la columna mediante un divisor de flujo (Splitter-ASI) a razén (1:10
vol:vol). Una parte del flujo (1/10) se dirige a un detector evaporativo de dispersion de luz (ELSD)
lo que permite confirmar por comparacién con estandares de clase su identidad. El resto del flujo
(9/10), se mezcla con fluido de centelleo (Ultima-flo™, Perkin Elmer) a razon de 3 mL/min y
dirigido a un detector de radiactividad (Berthold LB 509 Radioflow detector), programado para el
seguimiento de C.

El método cromatogréfico descrito no es capaz de separar las ceramidas de
dihidroceramidas. Para poder determinar la accion de la curcumina sobre la actividad DES fue
necesario realizar un aislamiento de la fraccién que contiene ambas clases. Para ello, el flujo
procedente de la columna (9/10) fue desviado a un colector de fracciones (Agilent-1200 FC), en

lugar de ser dirigido al detector de radiactividad. La fraccion de Cer/DhCer eluye en un tiempo de

6-8 minutos.
4. RESULTADOS
4.1 Metodolog?2a wutilizada para estudiar | ¢

esfingolipidos.

En primer lugar fue necesario optimizar las condiciones de desarrollo para HPTLC (fase
estacionaria, solvente de desarrollo y sistema de revelado). La técnica de TLC (cromatografia en
capa fina), separa los diferentes lipidos segun su polaridad en funcion de su interaccion con una
fase estacionaria. En nuestro caso la fase estacionaria elegida es silicagel 60. El solvente de
desarrollo debe ser elegido en funcion de la polaridad del lipido para lograr unas condiciones de
separacion apropiadas. Tras realizar diferentes pruebas con placas de TLC de distintas
dimensiones y tamafio de particula, las que mejor resultado dieron fueron placas de HPTLC
(High Performance Thin Layer Chromatography, silicagel 60). Estas placas tienen un tamafio de
particula muy fino (5 um) lo que aumenta su resolucion.

La eleccién de la fase mévil depende de la naturaleza de los lipidos a separar. En nuestro
caso, tras realizar varias pruebas, elegimos una mezcla de Tol/MeOH en proporcion 7:3 vol:vol.
Como se puede observar en la figura 1, obtuvimos una buena separacion de las distintas clases
de esfingolipidos salvo para LacCer y Sulf. Ademas, se puede apreciar que la técnica es
cuantitativa, siendo la intensidad de las bandas proporcional a la cantidad de lipido aplicada.
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Figura 1. Analisis de la migracion de esfingolipidos y de la variacidon cuantitativa de su sefial
mediante el método TLC 1. Soluciones de estandares de cada clase (20 pg) fueron aplicadas en una
placa de HPTLC (5 um), desarrolladas en Tol/MeOH 7:3 vol:vol y reveladas con CuSOa4. Un mix (M) de las

mismas clases se aplicé en cantidades variables (2.5 a 15 pg) para verificar la proporcionalidad de la
metodologia.

En muestras bioldgicas, los esfingolipidos aparecen junto con otras clases de lipidos como
fosfolipidos y otros lipidos neutros. Por ello es fundamental conocer la migracién de otras clases
de lipidos para evitar una incorrecta identificacién de las bandas cuando se analiza un extracto
de lipidos de composicion desconocida. Por ello, comparamos la migracién de las bandas de
esfingolipidos con la de otras clases (figura 2). Puede observarse, que los acidos grasos (FA)
migraban en la misma posicion que las Cer, mientras que la PE, la CL y la PG migran con el

mismo tiempo de retencion que HexCer, LacCer y Sulf.
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Figura 2. Migracion de fosfolipidos y lipidos neutros con el método TLC 1. Soluciones de estandares
de cada clase (10 pg) fueron aplicadas en una placa de HPTLC, desarrolladas en Tol/MeOH 7:3 vol:vol y
reveladas con CuSO4. Un Mix1 (S1P, SM, Sph, LacCer, Sulf, HexCer y Cer) se aplicé en la primera calle (10
Hg) para verificar e identificar la migracion de los esfingolipidos. Ademas se afiadieron 10 pg de TLC40 (PC,
FA, FC y colesterol oleato) y TLC71 (PE, PG, PS, Pl y PC) para identificar posibles lipidos interferentes con
las bandas de esfingolipidos. La banda rojiza es debida a la oxidacién del tolueno.

Con el propdsito de evitar la co-migracidn con estas clases, modificamos las condiciones de
nuestro método y decimos realizar un doble desarrollo de las placas, segun se describe en el
método TLC 2. Como vemos en la figura 3, aplicando este método, no hay co-migracién de las
bandas de HexCer con PE, CL y PG, pero puede existir co-migracion con LacCer y Sulf. No
obstante, esta interferencia puede evitarse si realizamos una hidrélisis basica de los extractos
lipidicos. La metanolisis rompe los enlaces éster de las moléculas de fosfolipido liberando los FA,
pero mantiene intactas las moléculas de esfingolipidos que tiene los FA unidos mediante enlaces
amida. Como puede observarse, los FA no interfieren con la migracion de Cer en el método
TLC2 (Figura 3).
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Figura 3. Migracién de esfingolipidos y fosfolipidos mediante el Método TLC 2. Se aplicaron 10 ug de

estandares lipidicos en una placa de HPTLC, que fue desarrollada primero en Tol/MeOH 9:1 vol:vol y luego

en Tol/MeOH 7:3 vol:vol. Fueron reveladas con CuSO4. Se afadié ademas 10 pg de un Mix1 (SM, Sph,

Sulf, HexCer y Cer), de TLC 40 (PC, FA, FC y colesterol oleato) y de TLC 71 (PC, PI, PS, PG, CLy PE). La

banda de FA no es visible debido a un proceso de oxidacion posterior al revelado.

Por lo tanto, escogimos este método de desarrollo (Método TLC 2) como método idéneo para

analizar la sintesis de esfingolipidos.

4.2 Separacion de Cer y DhCer

El método TLC 2 no permite separar Cer y DhCer que se diferencian solo en un doble
enlace. Para lograr su separacion, es necesario realizar una impregnacion previa de las placas
con 70 mM de borato sddico (BOsNaz) disuelto en metanol. El borato interacciona con el doble
enlace de la cadena de esfingosina de las ceramidas pero no con la esfinganina que constituye
las moléculas de DhCer. Como puede observarse (figura 4), el método TLC 3, separa de forma
dptima las moléculas de Cer (pueden observarse hasta 7 bandas Cer) de las de DhCer. Es
importante sefialar que este método es solo aplicable si se tiene un extracto purificado de
Cer/DhCer. Para ello, es preciso realizar una purificacion previa por HPLC como se indica en el

apartado de la metodologia (apartado 3.6).
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Figura 4. Migracion de ceramidas y dihidroceramidas mediante el método TLC 3. Se aplicaron 10 ug

de estandares de Cer y DhCer en una placa de HPTLC que fue desarrollada en CI3CH/MeOH 9:1 vol:vol y
revelada con CuSO4.

4.3 Estudiar los cambios inducidos por el tratamiento con curcumina en la sintesis de
esfingolipidos en un modelo celular.

Una vez establecida la metodologia necesaria para poder analizar la sintesis de
esfingolipidos, pudimos analizar los efectos del polifenol curcumina en la ruta biosintética de
esfingolipidos en células C6. Para ello, disefiamos un experimento de sintesis de esfingolipidos
en presencia de curcumina y diferentes inhibidores de la sintesis de esfingolipidos. El esquema

basico de modelo experimental es el que se muestra en la figura 5.

Seanadenlos g4 a5ade CUR (30
inhibidores Myr

Incubaciéndelas Se retira el medio(0.1 uM), FB (50 E’:I)myitato 14C/ BSA
célulasCé6 en el decultivoyse uM)yGT-11 (10 4 incubacion. Lisadode ol
medio de cultivo.  afiade LPDS. HUM). Isado de las celulas.

l | L |
—

t=-24h t=-2h t=-30 min t=0 t=4h

Figura 5. Disefio de los experimentos con células C6. Esquema de los tiempos de tratamiento a partir de
los cuales se le han suministrado a las células los inhibidores GT-11, Fumonisina B1 (FB) y miriocina (Myr)
asi como la curcumina (Cur) y el palmitato marcado con “C a distintas concentraciones.

Para seguir la sintesis de esfingolipidos se marca las células con acido palmitico
(uniformemente marcado con '4C). El palmitato es asimilado por las células para sintetizar

esfingosina y otros intermediarios que pueden ser seguidos mediante el revelado de la
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radiactividad emitida por cada clase de esfingolipido separada segun la metodologia descrita en
el objetivo 1.

Puede observarse (Figura 6A) como la curcumina induce un incremento de la sefial de las
bandas correspondientes a: Cer, HexCer y un descenso en Sph. La adicion de inhibidores
miriocina, fumonisina B1 y GT-11, inhibidores de la SPT, CERS y DES, provocé un descenso en

la sintesis de Cer y HexCer (Figura 6B).
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Figura 6. Efecto de la curcumina en la sintesis de esfingolipidos por HPTLC. Las células fueron
incubadas durante 4 h con [**C] palmitato en presencia de curcumina y distintos inhibidores. Los
extractos lipidicos fueron desarrollados seguin el método TLC 2 y la radioactividad incorporada en cada
clase de lipido revelada en un escaner de fosforescencia Typhoon segun lo descrito en materiales y
métodos. La identidad de cada banda fue confirmada mediante la aplicacion de un estadar (Mix 1) en una
de las calles que fue revelado con CuSOa4. A) Efecto de la curcumina en células C6. B) Efectos de la
curcumina en células C6 en presencia de distintos inhibidores de la sintesis de esfingolipidos.
Abreviaturas: CNT (control), Cur (curcumina, 30 uM) MYR (Miriocina, 0.1 uM), FB (Fumonisina B1, 50
uM) y GT (GT-11, 10 pM). Mix 1 (ng) (control de estandares de esfingolipidos revelados mediante
CuSO04).

Para verificar si el efecto de la curcumina pudiera estar directamente relacionado con un

efecto sobre la actividad DES, analizamos los cambios sobre la sintesis de Cer y DhCer (Figura
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7). Para ello, tratamos las células con el GT-11 (inhibidor de DES) en presencia y ausencia de
curcumina (Figura 8). Una vez obtenidos los extractos lipidicos, separamos la fraccion de
Cer/DhCer por un método HPLC previamente desarrollado en el laboratorio (véase la
metodologia) y la fraccion correspondiente fue segun el método TLC 3.

B

1004 A

80 ~

M

Cer/DhCer

60

40 1 DhCer

HexCerr

20 ~

0 4
6 8 10 12 14 16 18

Fraccion
colectada

<
SIS
NS

Figura 7. Efecto de la curcumina en la actividad de la dihidroceramida desaturasa. Las células fueron
incubadas durante 4h con [*C]palmitato en presencia de curcumina y GT-11. A) Los extractos lipidicos
fueron inyectados en un HPLC vy la fraccidn correspondiente a Cer/DhCer colectadas segun lo descrito en

materiales y métodos. B) Las fracciones correspondientes a cada condicién fueron aplicadas y

desarrolladas siguiendo el método TLC 3 y reveladas es un escaner de fosforescencia. Las bandas de Cery

DhCer fueron identificadas por similitud con un estandar de Cer y DhCer. Abreviaturas: CNT (control), CUR

(curcumina, 30 pM), GT (GT-11, 10 pM) y Cer + DhCer (ceramida 10 pg y dihidroceramida 15 pg), revelado

mediante CuSOa.

Puede observarse que la Cur aumenta la sintesis de Cer y ligeramente de DhCer, mientras
que el tratamiento con GT-11 bloquea sintesis de Cer, acumulandose més DhCer (que no
pueden resolverse en el método TLC 2). El tratamiento combinado de Cur+GT-11 incrementa
aun mas el nivel de DhCer, manteniéndose el bloqueo por GT-11. Estos resultados descartan
que Cur sea un inhibidor de DES y apuntan a que tiene un efecto activador sobre enzimas
previas de la sintesis de ceramidas (SPT o CERS).

Para explorar esta posibilidad, examinamos el efectos del tratamiento con los inhibidores
MYR, FB y GT en la sintesis de dihidroesfingosina/esfingosina (la metodologia no permite
separar ambas moléculas entre si). Como se observa en la figura 8, el tratamiento con Cur
reduce la cantidad de Sph/DhSph y solo el tratamiento con FB revierte el efecto. Por tanto,

parece que Cur pudiera actuar aumentando la actividad CERS.
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Figura 8. Efecto de la curcumina en la sintesis de esfingosinay dihidroesfingosina. Las células fueron
incubadas durante 4h con [4C] palmitato en presencia de curcumina y distintos inhibidores. Los extractos
lipidicos fueron desarrollados por HPLC acoplado a detector de radiactividad, segun lo descrito en el
apartado de metodologia. La metodologia no permite separar Sph de DhSph. Abreviaturas: Control (CNT),
Curcumina (CUR, 30 uM), Miriocina (MYR, 0.1 uM), Fumonisina B1 (FB, 50 pM) y GT-11 (GT, 10 uM) . **
p<0.01 (CNT vs CUR), # p<0.05, (CUR vs FB+CUR).

5. Discusion

5.1 Metodolog?a wutilizada para estudi

de esfingolipidos.

La separacion cromatografica de los principales esfingolipidos se antoja dificil, debido a que
son un grupo lipidico bastante amplio, no sélo por la cantidad de clases distintas de moléculas
que podemos encontrar, sino también por la variabilidad molecular dentro de cada clase de
esfingolipido (Chalfant & Del Poeta, 2010). Por esta razén, elegimos HPTLC al ser una técnica
versatil, que segun la literatura nos permite separar y analizar esfingolipidos y otras clases
lipidicas como fosfolipidos, glicéridos y colesterol (Fuchs et al, 2011). Utilizamos tanto placas de
TLC de vidrio con tamafio de grano de 0.25 um como placas de HPTLC de 5 um.
Experimentalmente, observamos mayor capacidad de separacion y resolucion de bandas en las
placas de HPTLC, lo que nos hizo decantarnos por estas ultimas. Para revelar las bandas de
lipido, decidimos emplear una solucion oxidante de H3PO4/CuSQO4 (descrito en métodos, en
Revelado de placas de TLC y HPTLC), que una vez aplicado a las placas de TLC, oxida los
lipidos y les confiere un color oscuro permitiendo su visualizacion (Fried, 2004).
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La eleccion de la fase mévil para el desarrollo de las placas de TLC, es el factor clave a la
hora de lograr una buena separacién de las distintas clases de esfingolipido. Inicialmente
intentamos una separacion de las diferentes clases de esfingolipidos empleando una fase de
desarrollo compuesta por acetato de metilo/n-propanol/ClsCH/MeOH/0.25%KCI (50:50:50:20:18
vol:vol:vol:vol:vol) (Yamaiji et al, 2016). Este sistema (datos no mostrados) permite una buena
separacion de las clases de esfingolipidos como Sulf, LacCer, HexCer y SM de fosfolipidos, pero
no permite separar adecuadamente Cer de los lipidos neutros como CE y TG. Por este motivo
decidimos emplear como solvente de desarrollo de Tol/MeOH 7:3 vol:vol (AvantiRPolar Lipids Inc,
2017), que nos permite separar los diferentes esfingolipidos entre si y las ceramidas de otros
lipidos neutros (figura 1 de resultados). El Unico inconveniente a tener presente, es que este
solvente de desarrollo no separa bien LacCer y Sulf. Para nuestro propésito de estudiar los
cambios en la sintesis de esfingolipidos en células C6, este hecho no tiene trascendencia,
puesto que son células que no sintetizan Sulf.

Sin embargo, como observamos y describimos en la figura 2 de resultados, en el método
TLC 1 algunos fosfolipidos como PE, PG y CL presentan la misma migracion que HexCer,
LacCer y Sulf, mientras que los FA migraban de igual forma que la Cer. Para solucionar el
problema de la interferencia con los fosfolipidos se puede realizar una metanolisis con KOH en
condiciones suaves (37°C) (Ichihara et al, 2010). La metanolisis en condiciones suaves, rompe
los enlaces éster de los fosfolipidos, generando ésteres metilicos y acidos grasos, pero mantiene
intactas las moléculas de esfingolipidos al presentar enlace amida con los acidos grasos. Para
resolver la interferencia de FA con las Cer, realizamos un primer desarrollo durante 5 cm de las
placas con una mas mezcla apolar, Tol/MeOH 9:1 vol:vol, y una vez seca volver a desarrollar las
placas en Tol/MeOH 7:3 vol:vol. Aplicando esta método TLC 2 conseguimos una separacion
optima de S1P, SM, SHP, LacCer, Sulf, HexCer, Cer y ademas, FA y Fames (figura 3 de
resultados).

El método TLC 2 presentaba sin embargo una limitacion, la incapacidad de separar entre Cer
y DhCer que molecularmente se diferencian por un doble enlace, presente en la Cer y carente en
la DhCer (Chalfant & Del Poeta, 2011). Para separar estas moléculas se impregnaron las placas
con una solucién de borato sddico (70 mM) disuelto en MeOH. El idén borato interacciona
selectivamente con el doble enlace de la ceramida situado en la esfingosina, pero no con la
dihidroceramida que carece de este doble enlace, permitiendo su separacién (Schulze et al,
2000). Probamos con dos solventes de desarrollo, Tol/MeOH 9:1 vol:vol, que experimentalmente
nos habia proporcionado buenos resultados y ClsCH/MeOH 9:1 vol:vol que habia sido descrito

previamente como solvente iddneo para la separacion de estas especies moleculares (Johnson,
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2010). Confirmamos que este Ultimo solvente de desarrollo permite una mejor separacion de las

bandas de Cer y DhCer en comparacién al Tol/MeOH 9:1 vol:vol (figura 4 de resultados).

5.2 Estudio de los cambios inducidos por el tratamiento con curcumina en la sintesis
de esfingolipidos en un modelo celular.

Los resultados previos de los efectos del tratamiento con curcumina sobre la sintesis de
esfingolipidos son contradictorios. Se ha descrito previamente un incremento de ceramidas en
respuesta al tratamiento con curcumina en células HL60, que se asocia a un incremento en la
actividad SMasa neutra e inhibicién de la SMS (Shakor et al, 2014). Sin embargo, otros autores
han descrito que el tratamiento con curcumina tiene efectos inhibitorios sobre la actividad de la
dihidroceramida desaturasa (DES) disminuyendo la actividad hasta un 28% (Fabrias et al, 2012).
A tenor de nuestros resultados, la curcumina incrementa el flujo de la ruta de sintesis de
ceramidas, resultando en un incremento tanto en la cantidad de ceramidas y hexosilceramidas.
Sin embargo, el tratamiento con Cur es incapaz de revertir el bloqueo en la sintesis de Cer
impuesto por el tratamiento con GT-11, un inhibidor selectivo de la actividad DES (Triola et al,
2004), acumulandose. Este hecho descarta que el efecto de la curcumina en nuestro modelo
celular sea producido por un efecto directo sobre la DES.

Una vez descartado un efecto sobre la actividad DES, quisimos verificar si la curcumina
pudiera tener algun efecto sobre las enzimas previas a la sintesis de DhCer, es decir, sobre la
actividad SPT y CERS. Como hemos mencionado el tratamiento con Cur incrementa el flujo de
metabolitos en la ruta. La miriocina, un inhibidor distal de la SPT (Li et al, 2014), bloquea
completamente la accion de la curcumina, descendiendo la sintesis de esfingosina,
dihidroesfingosina (Sph/DhSph) y ceramidas. Sin embargo la curcumina revierte el efecto de la
fumonisina B1, inhibidor de la CERS (Merrill et al, 1993). Nuestra interpretacion es que el efecto
de Cur se produce directamente sobre la accién de la CERS. En apoyo de esta conclusion cabe
sefalar que la activacion de la CERS parece producirse via dimerizacion de la enzima CERS2 y
CERSS3, (Laviad et al, 2012) un fenémeno que es promovido por la accién de Cur. El mecanismo
molecular exacto por el cual se produce la dimerizaciéon y como la curcumina favorece este
fendmeno es desconocido. Por lo tanto, no podemos descartar algun efecto de la curcumina
sobre la accién de otras enzimas (esfingomielinasas y ceramidasas) (Shakor et al, 2015)
(Tirodkar et al, 2015) que participan en la ruta de reciclado (‘salvagepathway”) (Kitatani et al,
2008) y pudieran contribuir al “pool” total de ceramidas. Nuestra conclusién es que la accion de

la curcumina se produce a través de un efecto directo sobre la CERS.
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Sobre cual es el efecto de la acumulacion de ceramidas inducida por la curcumina en el
metabolismo celular, cabe destacar que el incremento de Cer induce apoptosis en cultivos
celulares (Jembrek et al, 2015). Por ello, se ha propuesto que podria servir de tratamiento
acompafante de otros agentes citotoxicos empleados contra determinadas neoplasias, como
cancer de prostata (Cao et al, 2017). También se ha descrito que el aumento de las ceramidas
induce la secrecion de exosomas (Trajkovic et al, 2008) y finalmente, se ha descrito que el
incremento de ceramidas aumenta la autofagia (Thayyullathil et al, 2014). La regulacién y
contribucion de la curcumina y otros polifenoles mediada por ceramidas a cada uno de estos

fendmenos es objeto futuro de trabajo en el laboratorio.

6. Conclusiones

1 Hemos desarrollado una metodologia que permite examinar la sintesis de ceramidas y otros
esfingolipidos en cultivos celulares.

1 El polifenol curcumina incrementa la sintesis de ceramidas y hexosilceramidas en un glioma
de rata.

1 La curcumina carece de efecto especifico (inhibicion o activacién) sobre la actividad
ceramida desaturasa.

1 El aumento en la sintesis de esfingolipidos producido por la curcumina se produce por un

incremento de la actividad ceramida sintasa.
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