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RESUMEN 

 

La heterogeneidad tumoral conduce a la resistencia a la quimioterapia en el 

tratamiento del cáncer; así, los esfingolípidos tienen un rol fundamental en el destino celular 

y la señalización del estrés.  

En este proyecto de tesis, se analiza el metabolismo de los esfingolípidos y el flujo 

autofágico para estudiar las interacciones quimioterapéuticas en el modelo celular de cáncer 

de pulmón (A549) y de mama (MCF-7).  

Se utilizaron células cargadas con un análogo de esfingomielina fluorescente 

(BODIPY) y una sonda para rastrear el flujo autofágico (mCherry-EGFP-LC3B), con el fin 

de evaluar la citotoxicidad cuando las células se exponen a quimioterapia (epirrubicina, 

cisplatino y paclitaxel) junto con inhibidores de la vía de los esfingolípidos y moduladores 

de la autofagia. 

Las células de cáncer de mama MCF-7 no lograron mostrar internalización del 

análogo fluorescente, por lo que se determinó que los resultados restantes del proyecto se 

iban a generar únicamente basados en las células A549. 

El enfoque de modelo celular se basó en biosensores de esfingolípidos fluorescentes 

y un modelo matemático de mezclas Gaussianas (GMM) del perfil de heterogeneidad celular 

para mapear la influencia de la quimioterapia en la vía de los esfingolípidos e inferir posibles 

interacciones sinérgicas.  

Los resultados mostraron sinergias significativas, especialmente cuando se combina 

la quimioterapia epirrubicina con inductores de autofagia (rapamicina y torin), lo que reduce 

la viabilidad celular. El cisplatino, otro fármaco quimioterapéutico, también tuvo sinergia 

con un inhibidor de la ceramidasa. Por su parte, el agente anti-cáncer paclitaxel mostró 

principalmente efectos antagónicos.  

El modelo de mapeo planteado sugiere que la combinación de quimioterapias con 

inductores de autofagia aumenta la formación de vesículas, posiblemente relacionadas con la 



xi 

 

acumulación de ceramida, lo que desencadena la muerte celular. Sin embargo, el modelo in 

silico propuso la acumulación de ceramida en los autofagosomas, y el análisis cinético 

experimental proporcionó evidencia de colocalización de esfingolípidos en los 

autofagosomas. Es por lo anterior que, se requieren más estudios para identificar los 

esfingolípidos específicos que se acumulan en los autofagosomas.  

Estos hallazgos ofrecen información sobre estrategias potenciales para superar la 

resistencia a la quimioterapia dirigidos a la vía de los esfingolípidos. 

Palabras clave: cáncer; vía de los esfingolípidos; BODIPY; LC3/m-Cherry; sinergismos; 

autofagia. 
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ABSTRACT  

 

Tumor heterogeneity leads to drug resistance in cancer treatment with the crucial role 

of sphingolipids in cell fate and stress signaling. This thesis aimed to analyze the sphingolipid 

metabolism and autophagic flux to study chemotherapeutic interactions on the A549 lung 

cancer model and MCF-7 breast cancer model.  

Loaded cells with fluorescent sphingomyelin analog (BODIPY) and mCherry-EGFP-

LC3B were used to track autophagic flux and assess cytotoxicity when cells are exposed to 

chemotherapy (epirubicin, cisplatin, and paclitaxel) together with sphingolipid pathway 

inhibitors and autophagy modulators.  

The MCF-7 breast cancer cells failed to show internalization of the fluorescent 

analog; thus, it was determined that the subsequent results of the project were going to be 

generated based on the A549 cells only.  

The cell model approach employed fluorescent sphingolipid biosensors and a 

Gaussian Mixture Model of cell heterogeneity profiles to map the influence of chemotherapy 

on the sphingolipid pathway to infer potential synergistic interactions.  

Results showed significant synergy, especially when combining epirubicin with 

autophagy inducers (rapamycin and torin), reducing cell viability. Cisplatin also synergized 

with a ceramidase inhibitor. However, paclitaxel often led to antagonistic effects.  

The mapping model proposed, suggests that combining chemotherapies with 

autophagy inducers increases vesicle formation, possibly linked to ceramide accumulation, 

triggering cell death. However, the in silico model proposed ceramide accumulation in 

autophagosomes, and kinetic analysis provided evidence of sphingolipid colocalization in 

autophagosomes. Further research is needed to identify specific sphingolipids accumulating 

in autophagosomes.  
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These findings offer insights into potential strategies for overcoming chemotherapy 

resistance by targeting the sphingolipid pathway. 

Keywords: cancer; sphingolipids pathway; BODIPY; LC3/m-Cherry; synergisms; 

autophagy. 
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Equations). 

OMS: Organización Mundial de la Salud. 

P: Fagóforo (del inglés: Phagophore). 
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PAC: Paclitaxel. 

pacCer: Ceramida bifuncional(del inglés: Photoactivatable and Clickable Ceramide). 

pacFA: Ácido graso bifuncional (del inglés: Photoactivatable and Clickable Fatty Acid). 

pacGlu-Cer: Glucosilceramida bifuncional (del inglés: Photoactivatable and Clickable 

Glucosyl-ceramide). 

pacSM: Esfingomielina bifuncional (del inglés: Photoactivatable and Clickable 

Sphingomyelin). 

pacSo: Esfingosina bifuncional (del inglés: Photoactivatable and Clickable Sphingosine). 

PDMP: Inhibidor de la glucosilceramida sintasa (del inglés: Glucosyl-ceramide synthase 

inhibitor). 

PI: Yoduro de propidio (del inglés: Propidium Iodide). 

PM: Membrana plasmática (del inglés: Plasma Membrane). 

RAP: Rapamicina (del inglés: Rapamycin). 

RPMI: Medio de cultivo RPMI-1640 (del inglés: Roswell Park Memorial Institute medium). 

S1P: Esfingosina 1- fosfato (del inglés: Sphingosine-1-phosphate). 

S1PP: Esfingosina 1- fosfato fosfatasa (del inglés: Sphingosine-1-phosphate phosphatase). 

SKI: Inhibidor de esfingosina quinasa II (del inglés: Sphingosine kinase II inhibitor). 

SL- Bif: Esfingolípido bifuncional (del inglés: Bifunctional Sphingolipids). 

SL: Esfingolípido(s) (del inglés: Sphingolipids). 

SM: Esfingomielina (del inglés: Sphingomyelin). 

SMasa: Esfingomielinasa (del inglés: Sphingomyelinase). 
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SM-BOD: Análogo de esfingomielina marcado con BODIPY (del inglés: Fluorescent 

Sphingomyelin analog labeled with BODIPY). 

So: Esfingosina (del inglés: Sphingosine). 

SPA: Espautina-2 (del inglés: Spautin-2). 

SPC: Esfingosil-fosforil colina (del inglés: Sphingosine phosphorylcholine). 

SphK: Esfingosina quinasa (del inglés: Sphingosine kinase). 

SPT: Serina palmitoil-transferasa (del inglés: Serine palmitoyltransferase). 

TNBC: Cáncer Triple Negativo (del inglés: Triple Negative Breast Cancer). 

TOR: Torin-2. 

TryPLE: Tripsina (del inglés: Trypsin). 

UV: Ultravioleta. 

WT: Forma “común” o “normal” de la población celular (del inglés: Wild-Type). 
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CAPÍTULO I. INTRODUCCIÓN 

 

El cáncer es una enfermedad compleja influenciada por múltiples factores genéticos 

y ambientales; se caracteriza por la replicación descontrolada de células que tienen la 

capacidad de invadir diferentes tejidos a través de metástasis. Las células cancerosas son 

receptoras de señales que se transmiten al interior de la célula y al núcleo para modular genes 

asociados con el aumento en la agresividad del tumor, angiogénesis, supervivencia o 

proliferación celular (1). 

Este grupo de enfermedades posee opciones terapéuticas que incluyen cirugía, 

radioterapia y quimioterapia. En el caso de las drogas quimioterapéuticas, estas son limitadas 

principalmente por la resistencia y la heterogeneidad tumoral, que convierte al tumor en un 

sistema robusto. La inestabilidad genómica del cáncer propicia la heterogeneidad 

intratumoral, esto le confiere mayor robustez al tumor a través de la variabilidad en el patrón 

de resistencia a los medicamentos entre las células individuales, siendo la resistencia a la 

quimioterapia el principal obstáculo para un tratamiento eficaz de los pacientes con cáncer 

(2).  

La heterogeneidad fenotípica de las células de cáncer en cultivo predice la capacidad 

de respuesta a la quimioterapia, dado que los patrones de heterogeneidad permiten separar 

las poblaciones más sensibles y resistentes (3). A pesar de que se ha observado una amplia 

diversidad fenotípica, se ha logrado caracterizar la respuesta heterogénea de células 

tumorales contra grupos de fármacos (4). 

Aunque en la actualidad existen muchos fármacos prometedores para diferentes 

blancos terapéuticos contra el cáncer, la heterogeneidad tumoral continúa siendo una barrera 

importante para determinar cuál es la terapia más eficiente para cada paciente (5).  

Lo anterior, explica que la célula se comporta como un sistema de red complejo e 

interconectado donde las señales de estrés celular son transmitidas y sensadas por diferentes 

vías. Por lo tanto, las alteraciones a vías enteras de señalización, en particular aquellas 
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altamente interconectadas con otras, representan sensores muy prometedores para reportar la 

respuesta diferencial a la quimioterapia. 

En particular, las interconversiones de los esfingolípidos (SL), que incluye: ceramida 

(Cer), ceramida 1-fosfato (C1P), esfingomielina (SM), glucosilceramida (Glu-Cer), 

esfingosina (So) y esfingosina 1-fosfato (S1P), son determinantes en el destino celular, la 

progresión y la sensibilidad a los fármacos contra el cáncer, como ha sido previamente 

estudiado (6). Es por lo anterior que la modulación de la vía de los esfingolípidos puede ser 

usada para generar estrategias de tratamiento y para combatir esta enfermedad (7). 
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CAPÍTULO II. MARCO TEÓRICO 

 

2.1 Cáncer: generalidades y estadísticas 

El cáncer es una de las enfermedades que presenta más altos índices de mortalidad 

alrededor del mundo, siendo una carga importante para todos los sistemas de salud (8–10). 

Esta enfermedad se asocia con el envejecimiento y el estilo de vida de la población (11).  

El cáncer está asociado con la proliferación desregulada de células tumorales; en lugar 

de responder adecuadamente a las señales que controlan el comportamiento celular normal, 

las células cancerosas crecen y se dividen sin control (12). De hecho, las células cancerosas 

pueden invadir tejidos y órganos normales y eventualmente diseminarse por todo el cuerpo 

(12, 13). La inflamación sistémica no específica por metástasis es la principal causa de 

mortalidad por cáncer (9).  

El cáncer presenta más de 200 variantes distintas que afectan a más de 60 órganos del 

cuerpo humano. En algunos casos, los individuos pueden tener tumores in situ que pueden 

permanecer siempre inactivos; sin embargo, el 90% de todas las muertes relacionadas con el 

cáncer son causadas por metástasis. Las intervenciones terapéuticas generalmente sólo son 

efectivas en una etapa temprana del desarrollo del cáncer. Por lo tanto, es fundamental 

detectar tumores premalignos o premetastásicos cuando están restringidos a un determinado 

órgano para brindar un tratamiento eficaz y mejorar la probabilidad de sobrevida. Por lo 

tanto, la detección temprana, sensible y eficaz del cáncer que prevalece en diferentes órganos 

a través de sus biomarcadores específicos es uno de los temas más considerados de la 

investigación científica moderna en el tema (8).  

Durante la dinámica de esta enfermedad, el cáncer se vuelve cada vez más 

heterogéneo y, como resultado de esta heterogeneidad, el tumor podría incluir una colección 

diversa de células que albergan características moleculares distintas (4, 14). La 

heterogeneidad celular confiere robustez al tumor frente a la quimioterapia, y esta propiedad 

de la quimiorresistencia sigue siendo el principal obstáculo para el tratamiento eficaz de los 

pacientes con cáncer (2, 15).  
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Por su parte, la secuencia de ADN puede cambiar debido a errores de copia 

introducidos por las ADN polimerasas durante la replicación. La importancia del daño y la 

reparación del ADN se hizo evidente porque los carcinógenos son mutágenos y provocan un 

cambio en la secuencia del ADN (16). Por tanto, los carcinógenos se dirigen al material 

genético, contribuyendo a la evolución de las células cancerosas hacia fenotipos más 

malignos (17).  

Cada año, la Sociedad Estadounidense del Cáncer estima el número de nuevos casos 

de cáncer y muertes en los Estados Unidos (EE.UU) y compila los datos más recientes sobre 

la aparición y los resultados del cáncer en la población, utilizando datos de incidencia 

recopilados por los registros centrales de cáncer (hasta 2020) y datos de mortalidad 

recopilados por el Centro Nacional de Estadísticas de Salud (hasta 2021). En 2024, se prevé 

que se producirán 2.001.140 nuevos casos de cáncer y 611.720 muertes por cáncer en EE.UU. 

La mortalidad por cáncer siguió disminuyendo hasta 2021, evitando más de 4 millones de 

muertes desde 1991 gracias a la reducción del tabaquismo, la detección más temprana de 

algunos cánceres y mejores opciones de tratamiento tanto en el entorno adyuvante como en 

el metastásico (18).  

Estos avances se ven amenazados por la creciente incidencia de 6 de los 10 tipos 

principales de cáncer. Las tasas de incidencia aumentaron durante 2015-2019 entre un 0,6% 

y un 1% anual para los cánceres de mama, páncreas y cuello uterino y entre un 2% y un 3% 

anual para los cánceres orales asociados al virus del papiloma humano, cáncer de próstata, 

de hígado, de riñón y melanoma. Las tasas de incidencia también aumentaron entre un 1% y 

un 2% anual para el cáncer de cérvix (entre personas de 30 y 44 años) y colorrectal (<55 

años) en adultos jóvenes. El cáncer colorrectal era la cuarta causa de muerte por cáncer tanto 

en hombres como en mujeres menores de 50 años a finales de los años 1990, pero ahora 

ocupa el primer lugar entre los hombres y el segundo entre las mujeres (18).  

Según los reportes más recientes publicados el 1 de febrero de 2024 (Figura 1) por el 

Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cáncer (CIIC) de la Organización Mundial 

de la Salud (OMS), 10 tipos de cáncer representaron en conjunto alrededor de dos tercios de 

los nuevos casos y muertes en todo el mundo en 2022; los datos incluyen 185 países y 36 
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tipos de cáncer. Al 2022, de los 10 tipos de cáncer reportados como más frecuentes, los 

principales son cáncer de pulmón, mama y colorrectal (19, 20). 

El cáncer de pulmón se reportó como el más frecuente en todo el mundo con 2,5 

millones de nuevos casos, lo que representa el 12,4% del total de nuevos casos. En segundo 

lugar, se reportó el cáncer de mama femenino (2,3 millones de casos; 11,6%), seguido del 

cáncer colorrectal (1,9 millones de casos; 9,6%), el cáncer de próstata (1,5 millones de casos; 

7,3%) y el cáncer de estómago (970 000 casos; 4,9%) (Figura 1-A1) (20).  

Según los reportes de OMS, el cáncer de pulmón fue la principal causa de muerte por 

cáncer (1,8 millones de muertes, que representan el 18,7% del total de muertes por cáncer), 

seguido del cáncer colorrectal (900 000 muertes; 9,3%), el cáncer de hígado (760 000 

muertes; 7,8%), el cáncer de mama (670 000 muertes; 6,9%) y el cáncer de estómago (660 

000 muertes; 6,8%). La reaparición del cáncer de pulmón como el tipo más frecuente de esta 

enfermedad se puede deber, probablemente, a la persistencia del consumo de tabaco en el 

continente asiático (Figura 1-A2) (19, 20). 

Los datos publicados por la Agencia Internacional de Investigación en Cáncer a 

febrero 2024, estiman que en 2022 hubo 20 millones de nuevos casos de cáncer y 9,7 millones 

de muertes (Figura 1-B1 y 1-B2). El número estimado de personas que estaban vivas a los 5 

años siguientes a un diagnóstico de cáncer era de 53,5 millones (Figura 1-B3). Las 

estadísticas muestran que alrededor de 1 de cada 5 personas desarrollará cáncer a lo largo de 

su vida; aproximadamente 1 de cada 9 hombres y 1 de cada 12 mujeres mueren a causa de la 

enfermedad (19).  
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Figura 1. Clasificación de incidencia y mortalidad del cáncer. (A) Incidencia y Mortalidad 

a nivel global. (A1) Incidencia de los diferentes tipos de cáncer más importantes a nivel 

global, basado en el nuevo número de casos, todas las edades y ambos sexos. (A2) Mortalidad 

de los diferentes tipos de cáncer más importantes a nivel global, basado en el número de 
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muertes, todas las edades y ambos sexos. (B) Incidencia, mortalidad y prevalencia a del 

cáncer a nivel continental. (B1) Incidencia de cáncer segmentado por continente, basado en 

datos de ambos sexos. (B2) Índice de mortalidad del cáncer a nivel continental, basado en 

datos de ambos sexos. (B3) Índice de 5 años de prevalencia del cáncer por continente, basado 

en datos de ambos sexos. Fuente: adaptado de la página web Globocan 2022 de Global 

Cancer Observatory de la Organización Mundial de la Salud (OMS) (A, B) (20). 

 

2.2 Cáncer de pulmón y mama: características 

En el desarrollo de esta tesis, se usaron dos tipos de líneas celulares: células de cáncer 

de pulmón (A549) y células de cáncer de mama (MCF-7), por lo que, a continuación, se 

describirán las características más relevantes de los dos tipos de cáncer. 

2.2.1 Cáncer de pulmón 

Como se mencionó anteriormente, el cáncer de pulmón es la principal causa de muerte 

por cáncer en todo el mundo (19). Las estimaciones muestran que 234.580 personas serán 

diagnosticadas con enfermedad pulmonar en 2024 en EE.UU (21, 22). 

Esto implica que, 1 de cada 16 personas será diagnosticada con cáncer de pulmón a 

lo largo de su vida, específicamente: 1 de cada 16 hombres y 1 de cada 17 mujeres (Figura 

2-A); es decir, el cáncer de pulmón mata 3 veces más hombres que el cáncer de próstata en 

todo el mundo y 3 veces más mujeres que el cáncer de mama en EE.UU (23).  

El principal factor de riesgo ante el cáncer de pulmón es el fumado, siendo 

responsable del 80% de las muertes por esta enfermedad pulmonar. El 20% restante de los 

diagnósticos por cáncer de pulmón son en personas que nunca han fumado, esto indica que 

anualmente 46.000 personas no fumadoras pueden tener este diagnóstico en EE.UU (24). 

Otros factores de riesgo reportados son: asbestos, radiación, aire contaminado, 

metales (arsénico, cromo, cadmio), algunas sustancias químicas orgánicas y la exposición al 

gas radón. Adicionalmente, los antecedentes familiares y los factores genéticos también 

juegan un rol importante en el desarrollo de la enfermedad (23). 
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Figura 2. Principales características del cáncer de pulmón. (A) Mortalidad del cáncer de 

pulmón en hombres y en mujeres. (B) Inversión estimada de financiamiento en investigación 

por muerte debido a cáncer para el 2024. (C) Mortalidad anual estimada por cáncer. (D) 

Tratamientos contra el cáncer avalados a lo largo de las décadas. Fuente: adaptado de la 

página web Lung Cancer Research Foundation (A – D) (23). 

 

 Según los datos reportados por la Fundación de Investigación de Cáncer de Pulmón 

de EE.UU 654.620 personas han sido diagnosticadas con cáncer de pulmón en algún 

momento de sus vidas. Se estima que se pierden 125.070 vidas anualmente por esta 

enfermedad en EE.UU (Figura 2-B, (23). 

Anualmente, el cáncer de pulmón cobra tantas vidas como el cáncer de mama, 

páncreas y próstata combinados (Figura 2-B). No obstante, estos 3 tipos de cáncer reciben, 

en promedio, 3 veces más financiamiento para investigación que el cáncer de pulmón (Figura 

2-C, (21)). La investigación conlleva mejores opciones de tratamiento y mayor sobrevida de 

pacientes. 

Aunque los datos parecen alarmantes, los avances en el tratamiento y la detección 

temprana de la enfermedad han mostrado un constante descenso el número de nuevos 

diagnósticos de cáncer de pulmón y la tasa de mortalidad está disminuyendo aún más rápido 
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(Figura 2-D). Desde el 2006, la incidencia de casos diagnosticados ha disminuido un 2.5% 

anual en hombres y un 1% anual en mujeres (23).  

2.2.1 Cáncer de mama 

Según The National Breast Cancer Foundation (EE.UU, 2024), el cáncer de mama es 

una enfermedad en la que se forman células malignas en el tejido mamario. Hay distintos 

tipos de cáncer de mama que pueden afectar tanto a hombres como a mujeres, los que 

destacan (25): 

1. Carcinoma Ductal In Situ (DCIS: Ductal Carcinoma In Situ): Es un tipo de cáncer de 

mama no invasivo, en el que se han detectado células anormales en el revestimiento 

del conducto de leche materno. Es un carcinoma muy temprano y altamente tratable, 

porque las células atípicas no se han diseminado fuera de los conductos. Es 

importante la detección y tratamiento para evitar su propagación al tejido mamario 

circundante (Figura 3-A). 

2. Carcinoma Ductal Invasivo (IDC: Invasive Ductal Carcinoma): Es un tipo de cáncer 

mamario invasivo, donde las células anormales se han dispersado de los ductos hacia 

otras partes del tejido. Las células de cáncer invasivas pueden diseminarse hacia otras 

partes del cuerpo (Figura 3-B). El IDC es el tipo de cáncer de mama más común, 

siendo responsable del 70 – 80 % de todos los diagnósticos de cáncer de mama; 

además, es el tipo de cáncer de mama más común que afecta a hombres. 

3. Carcinoma Lobular In Situ (LCIS: Lobular Carcinoma In Situ): Es una afección en 

la que se encuentran células anormales en los lóbulos del tejido mamario y no se han 

diseminado fuera de éstos. Es altamente tratable y no es común que ocurra cáncer 

invasivo; sin embargo, esta condición potencia el riesgo de desarrollar cáncer de seno. 

A diferencia del DCIS, el LCIS no se considera cáncer sino una condición de la 

mama. 

4. Cáncer Lobular Invasivo (ILC: Invasive Lobular Cancer): Es un cáncer de mama 

invasivo que inicia en los lóbulos de la mama y se disemina al tejido normal 

circundante; asimismo, puede propagarse a través del sistema sanguíneo y linfático a 

otras partes del cuerpo. El ILC es el segundo tipo más común de cáncer de mama 

(más del 10% de los cánceres de mama son ILC) y, además es posible que no siempre 
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aparezca claramente en una mamografía y sea necesario un estudio por resonancia 

magnética. 

5. Cáncer Triple Negativo (TNBC: Triple Negative Breast Cancer): Este tipo de cáncer 

implica que el receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico hormonal (HER2), los 

receptores de estrógeno y los receptores de progesterona no están presentes en las 

células de cáncer de mama. Dado que las células tumorales carecen de los receptores 

necesarios, los tratamientos comunes como la terapia hormonal y los medicamentos 

dirigidos al estrógeno, la progesterona y el HER2 son ineficaces. El tratamiento más 

eficaz para este tipo de cáncer es la quimioterapia; de hecho, el cáncer de mama triple 

negativo puede responder incluso mejor a la quimioterapia en las primeras etapas que 

muchas otras formas de cáncer. 

6. Cáncer de mama inflamatorio (IBC: Inflammatory Breast Cancer): Ocurre cuando 

las células cancerosas se infiltran en la piel y los vasos linfáticos de la mama. 

Representa del 1% al 5% de todos los casos de cáncer de mama, se considera poco 

común y agresivo. Además, es más difícil de diagnosticar que otros tipos de cáncer 

de mama y tiende a diseminarse más rápidamente (Figura 3-C). 

7. Cáncer de mama metastásico (MBC: Metastatic Breast Cancer): Es la etapa 4 del 

cáncer de mama, indica que se ha propagado desde la ubicación original en la mama 

a otras partes del cuerpo. Se le llama metastásico cuando el cáncer de mama recurre, 

o regresa, a otra parte del cuerpo meses o años después del diagnóstico y tratamiento 

inicial del cáncer de mama; cuando el primer diagnóstico de cáncer de mama es 

metastásico, se denomina cáncer de mama metastásico de novo (Figura 3-D).  

El IDC representa el 85% de los casos de cáncer de mama y suele propagarse hacia 

huesos, pulmones, hígado y cerebro. Por su parte, el ILC es responsable del 12% de 

los cánceres de mamay suele diseminarse a útero, ovarios, estómago, intestinos y, en 

algunos casos, a cerebro. 
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Figura 3. Tipos principales de cáncer de mama. (A) Carcinoma Ductal In Situ (DCIS: Ductal 

Carcinoma In Situ). (B) Carcinoma Ductal Invasivo (IDC: Invasive Ductal Carcinoma) y su 

diferencia con DCIS. (C) Cáncer de mama inflamatorio (IBC: Inflammatory Breast Cancer). 

(D) Cáncer de mama metastásico (MBC: Metastatic Breast Cancer). Fuente: adaptado de la 

página web National Breast Cancer Foundation (EE.UU, 2024) (A – D) (25). 

 

Según los reportes de la OMS, las células del cáncer de mama comienzan dentro de 

los conductos lácteos y/o los lóbulos productores de leche de la mama. La forma más 

temprana (in situ) no pone en peligro la vida y puede detectarse en etapas tempranas. Las 

células cancerosas pueden diseminarse al tejido mamario cercano (invasión), a los ganglios 
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linfáticos cercanos u otros órganos (hacer metástasis), creando bultos o engrosamiento de las 

mamas y poniendo en riesgo la vida de la paciente (26). 

Según el Instituto Nacional de Cáncer de Estados Unidos (NIH: National Cancer 

Institute), uno de los principales padecimientos en mujeres de EE.UU es el cáncer de mama, 

únicamente precedido por el cáncer de piel. Los reportes indican que los padecimientos de 

esta enfermedad incrementan a medida que las mujeres envejecen y, adicionalmente, el 

cáncer de mama suele ocurrir con más frecuencia en mujeres de tez blanca que en mujeres 

de tez morena; sin embargo, las mujeres de tez morena mueren de cáncer de mama con más 

periodicidad que las mujeres blancas (27).  

El cáncer de mama rara vez ocurre en hombres. Debido a que los hombres con cáncer 

de mama generalmente tienen un bulto que se puede palpar, es probable que las pruebas de 

detección no sean útiles (27). Se estimó que, en 2023, hubo 2.800 nuevos casos de cáncer de 

mama invasivo en hombres. El riesgo de que un hombre sufra cáncer de mama a lo largo de 

su vida es de aproximadamente 1 entre 833; es decir, en EE.UU, menos del 1% de todos los 

cánceres de mama ocurren en hombres (28). 

Anualmente, se ha reportado que el cáncer de mama representa el 12,5% de todos los 

nuevos casos anuales de cáncer en todo el mundo, siendo el tipo de cáncer más común del 

mundo. Solo en EE.UU, se ha reportado que el 30% de todos los casos nuevos diagnosticados 

de cáncer se asocia con cáncer de mama en mujeres estadounidenses, cada año; esto implica 

que 1 de cada 8 (13%) mujeres estadounidenses desarrollan cáncer de mama invasivo a lo 

largo de su vida (28).  

En el año 2023, se estimó que 297.790 nuevos casos de cáncer de mama invasivo 

fueron diagnosticados en mujeres estadounidenses, aunado a los 55.720 nuevos casos de 

DCIS. No obstante, desde el año 2000 se ha reportado una disminución en las tasas de 

incidencia del cáncer de mama en EE.UU, asociado al uso de nuevas terapias como la terapia 

de reemplazo hormonal (HRT). El cáncer de mama sigue siendo una de las principales causas 

de muerte relacionada con el cáncer en las mujeres de EE.UU, sólo superada por el cáncer 

de pulmón (28). 
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Finalmente, la edad promedio de mujeres diagnosticadas con cáncer de mama es 62 

años; esto se refiere a que, el 50% de las mujeres con cáncer de mama son diagnosticadas 

con la enfermedad antes de los 62 años y el otro 50% se diagnostica después. Es menos 

común el diagnóstico de cáncer de mama en mujeres más jóvenes: aproximadamente 1 de 

cada 8 cánceres de mama invasivos se diagnostica en mujeres con menos de 45 años, mientras 

que aproximadamente dos de cada tres cánceres de mama invasivos se encuentran en mujeres 

de 55 años o más (18, 28). 

 

2.3 Membranas celulares 

2.3.1 Estructura y función de las membranas celulares 

Las membranas celulares son cruciales para la vida celular. La estructura y la función 

de las células dependen críticamente de las membranas, que no solo separan el interior de la 

célula de su entorno, sino que también definen los compartimentos internos de las células 

eucariotas, incluidos el núcleo y los orgánulos citoplasmáticos (Figure 4) (29, 30).  

La membrana plasmática (PM) encierra el contenido celular y mantiene las 

diferencias esenciales entre el citosol y el ambiente extracelular. En el interior de las células 

eucariotas, el retículo endoplasmático, el aparato de Golgi, la mitocondria y otras organelas 

poseen membranas que mantienen las características diferenciales entre el contenido de cada 

organela y el citosol (31). 

Por otra parte, los gradientes iónicos a través de membrana establecidos por la 

actividad de proteínas de membrana especializadas pueden ser usadas para la síntesis de ATP, 

para dirigir el movimiento transmembrana de solutos seleccionados o para producir y 

transmitir señales eléctricas (como ocurre en células nerviosas y musculares). En todas las 

células, la PM también contiene proteínas que actúan como sensores de señales externas, 

permitiendo a la célula cambiar su comportamiento en respuesta a cambios ambientales, 

incluyendo señales de otras células. Estas proteínas sensoras, transfieren la información a 

través de membrana (31). 
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Figura 4. Conformación estructural de las membranas celulares. (A) Microscopía electrónica 

de la membrana celular de un eritrocito, donde se evidencia la separación del interior con el 

exterior. (B) Visión bidimensional y (C) Visión tridimensional de la estructura de la 

membrana celular y la disposición general de los lípidos y proteínas que lo constituyen. 

Fuente: tomado del libro Alberts et al. (2007) (31).  

 

La formación de membranas biológicas se basa en las propiedades de los lípidos, y 

todas las membranas celulares comparten una organización estructural común: bicapas de 

fosfolípidos con proteínas asociadas, que se mantienen unidas por interacciones no 

covalentes. Las membranas celulares son dinámicas, su estructura es fluida y la mayoría de 

sus moléculas se mueven a nivel del plano de la membrana. La bicapa lipídica le da la 

estructura fluida a la membrana y funciona como una barrera relativamente impermeable ante 

el paso de moléculas solubles en agua. 

Estas proteínas de membrana son responsables de muchas funciones especializadas: 

receptores que permiten que la célula responda a señales externas, transporte selectivo de 

moléculas a través de la membrana, transporte de electrones, la fosforilación oxidativa, entre 

otras. Asimismo, las proteínas de membrana controlan las interacciones entre las células de 

los organismos multicelulares (29) y desempeñan un papel vital en las membranas biológicas, 

ya que ayudan a mantener la integridad estructural, la organización y el flujo de material a 

través de las membranas (32).  
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Las proteínas transmembrana median las demás funciones de la membrana, 

transportando moléculas específicas a través de esta o catalizando reacciones asociadas a la 

membrana, como la síntesis de ATP (Adenosín Trifosfato). En la membrana plasmática, las 

proteínas transmembrana sirven de unión estructural con conexión al citoesqueleto a través 

de la bicapa lipídica hacia la matriz extracelular o a células adyacentes; otras funcionan como 

receptores para detectar y traducir señales químicas en el ambiente celular (31). 

Los lípidos que constituyen las biomembranas, por su parte, contribuyen al menos al 

50% de la masa total de la membrana, actúan como reservas de energía y juegan un papel 

relevante en la regulación de diversas funciones celulares al actuar como moléculas de 

señalización o como precursores de segundos mensajeros (1). 

Los lípidos bioactivos presentes en las membranas biológicas incluyen a algunos SL, 

como Cer, C1P, SM, So, S1P y Glu-Cer, los cuales presentan un papel importante en la 

regulación del crecimiento celular, la muerte, la senescencia, la adhesión, la angiogénesis y 

el tráfico intracelular. Para descifrar los mecanismos de estas funciones celulares variadas, 

es necesario comprender la vía compleja del metabolismo de los SL y los mecanismos que 

regulan la producción y la función de los lípidos (33). Es por lo anterior que la regulación de 

la vía de los SL es de gran importancia entre los investigadores para visualizar estrategias de 

tratamiento contra el cáncer. 

Además de los diversos tipos de lípidos que se producen en las membranas biológicas 

y las proteínas de membrana, los azúcares también son componentes importantes de su 

estructura. Los azúcares contribuyen a la estabilidad de la estructura biológica y se 

encuentran solo en un lado de la bicapa (en el espacio extracelular), unidos por enlaces 

covalentes a algunos lípidos y proteínas (32). 

2.3.2 Organización celular 

Como se mencionó anteriormente, la PM es un sistema complejo conformado por 

múltiples especies de lípidos y proteínas de membrana (31). Estos compuestos, forman una 

bicapa de aproximadamente 5 nm de ancho y, espacialmente, estos lípidos se distribuyen de 

forma asimétrica en la bicapa. Adicionalmente, la membrana contiene organizaciones 
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laterales enriquecidas en SL, colesterol y proteínas ancladas a glicosil-fosfatidilinositol 

(GPI), en las llamadas “balsas lipídicas”. (34). 

Los lípidos más comunes a nivel de membrana son los glicerofosfolípidos (GPL); sin 

embargo, la composición de cada bicapa lipídica difiere según el tipo de célula y la 

distribución en los tejidos. Los GPL están compuestos por cadenas de ácidos grasos 

hidrofóbicos unidos a diacilglicerol, generalmente están insaturados y centrados en la 

membrana y, presentan diversos grupos con cabezas hidrofílicas que constituyen la superficie 

interna y externa de la membrana. Asimismo, los GPL también pueden actuar como anclajes 

de almacenamiento para moléculas de señalización y sus precursores modulan las funciones 

de las proteínas vecinas, como receptores y transportadores (30, 35). 

Los esteroles, por su parte, son un subgrupo de esteroides compuestos de anillos 

fusionados con colas de hidrocarburos y grupos hidroxilo, que existen principalmente como 

colesterol en las células eucariotas. Estas moléculas se incorporan en bicapas lipídicas para 

proporcionar estabilidad a la membrana y pueden ser transformadas en moléculas con 

funciones biológicas, como las hormonas (35, 36). 

Finalmente, los SL están compuestos por cadenas de hidrocarburos N-acilo 

generalmente largas y saturadas, una base esfingoide y un grupo principal. Pueden reconocer 

señales ambientales y degradarse o sintetizarse según las necesidades celulares, 

desempeñando así papeles cruciales en la transducción de señales y la modulación del 

metabolismo celular (35, 36). De esta manera, la diversidad composicional de los lípidos de 

membrana puede actuar como códigos complejos o señales condicionales de las células y 

estos diferentes patrones pueden modular funciones biológicas a través de las interacciones 

de lípidos y proteínas, como moléculas y receptores de señalización interna y externa (30).  

2.3.3 Vía secretora 

En las células eucariotas, las proteínas secretoras se translocan a través de la 

membrana del retículo endoplásmico (ER) hacia el lumen de forma cotraduccional a través 

del complejo de translocación (34). Las proteínas mal plegadas en el ER se transportan de 

regreso al citosol y el proteosoma las degrada en un proceso denominado “degradación 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4891184/
https://www.nature.com/articles/s12276-023-01018-9
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asociada al ER”. Por su parte, las proteínas correctamente plegadas son transportadas a través 

del aparato de Golgi y liberadas al espacio extracelular mediante vesículas de la vía secretora. 

Las vesículas especializadas también median el transporte desde Golgi hasta el ER (31).  

Como se muestra en la Figura 5, la vía secretora en términos de la vía de los SL inicia 

con la síntesis de Cer de novo en el ER, se transfiere directamente mediante transporte no 

vesicular al trans-Golgi mediante la proteína de transferencia de Cer (CERT), para producir 

principalmente SM. CERT presenta preferencias por especies de Cer con cadenas inferiores 

a 22 carbonos. Por otra parte, una porción pequeña de Cer sintetizada de novo se destina al 

cis-Golgi para la síntesis de glucosilceramida (Glu-Cer). Solo la Cer de cadena muy larga 

(24 carbonos) parece ser transportada vesicularmente al cis-Golgi a través del compartimento 

intermedio ER-Golgi (ERGIC). En cambio, las Cer más cortas es probable que se transporten 

por un mecanismo no vesicular desconocido al cis-Golgi para la síntesis de Glu-Cer. La Glu-

Cer se glicosila aún más mediante dos rutas diferentes de glicosilación intra-Golgi, las cuales 

involucran vías dependientes de la proteína FAPP2 vesicular y la vía no vesicular. A través 

de este procesamiento diferencial, la Glu-Cer se transforma finalmente en una serie de 

complejos de glicoesfingolípidos (GSL) (37, 38).  
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Figura 5. Vía secretoria para esfingolípidos (SL). En primer lugar, las moléculas secretoras 

son producidas por los ribosomas de la membrana del retículo endoplásmico (ER). Las 

vesículas que contienen las proteínas brotan de la membrana del ER y viajan al aparato de 

Golgi, que las dirige a su destino final: la membrana plasmática (PM). La vesícula y la PM 

se enganchan para fusionarse, liberando el contenido de la vesícula al exterior de la célula. 

Fuente: adaptado de Funato et al. (2019) (37, 38).  

 

2.3.4 Vía endocítica 

Las rutas endocíticas de transporte facilitan la internalización de carga exógena, 

creando una red compleja de tráfico intracelular (Figura 6). Se han identificado muchas vías 

de entrada a las células, que varían en las cargas que transportan y en la maquinaria proteica 

que facilita el proceso endocítico (39). La internalización inespecífica de grandes volúmenes 

de líquido (pinocitosis) ocurre en todas las células y, generalmente se desencadena por 

estímulos externos como los factores de crecimiento (34, 40, 41).  
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Las moléculas son captadas del exterior de la célula mediante vesículas endocíticas 

que se fusionan con los endosomas tempranos. Los receptores de membrana se reciclan hacia 

la membrana plasmática por medio de endosomas de reciclaje. Los endosomas tempranos 

maduran para dar lugar a endosomas tardíos. Las vesículas de transporte que llevan las 

hidrolasas ácidas desde la red trans-Golgi, se fusionan con los endosomas tardíos, los cuales 

se transforman en lisosomas tras adquirir un complemento completo de enzimas lisosómicas. 

Las hidrolasas ácidas se disocian del receptor de manosa-6- fosfato cuando las vesículas de 

transporte se fusionan con los endosomas tardíos y estos receptores regresan de nuevo a la 

red trans-Golgi (34, 38).  

 

 

 

Figura 6. Vías de entrada a la célula. Las partículas grandes pueden captarse mediante 

fagocitosis, mientras que la captación de líquidos se produce mediante macropinocitosis. 

Ambos procesos parecen desencadenarse y depender de la remodelación de la membrana 

plasmática (PM) mediada por actina a gran escala. En comparación con las otras vías 

endocíticas, el tamaño de las vesículas formadas por fagocitosis y macropinocitosis es mucho 

mayor. Numerosas cargas pueden endocitarse mediante mecanismos que son independientes 

de clatrina (la proteína de cubierta) y de dinamina (la enzima Guanosina Trifosfatasa 

(GTPasa) de fisión). La mayoría de las cargas internalizadas se entregan al endosoma 

temprano a través de vesículas (vesículas recubiertas de clatrina o caveolina) o intermedios 
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tubulares (conocidos como transportadores independientes de clatrina y dinamina (CLIC)) 

que se derivan de la PM. Algunas vías pueden transitar primero hacia compartimentos 

intermedios, como el caveosoma o los compartimentos endosómicos tempranos enriquecidos 

con la proteína anclada de glicosil-fosfatidilinositol (GEEC), en la ruta hacia el endosoma 

temprano. Fuente: tomado de Mayor y Pagano (2007) (41).  

 

2.4 La vía de los esfingolípidos 

Los SL son moléculas bioactivas y componentes esenciales de todas las membranas 

eucariotas (42), suelen sintetizarse en el ER a partir de precursores no esfingolípidos (43). 

En general, los SL comprenden una amplia gama de lípidos complejos en los que el 

componente de mayor importancia es una base de cadena larga o esfingoide, que está unida 

a un ácido graso a través de un enlace amida, como se puede observar en la Figura 7 (43).  

 

 

Figura 7. Estructura de los esfingolípidos (SL) más relevantes. Por simplicidad, solo se 

muestra un tipo de base esfingoide (esfingosina (So), en azul), un solo tipo de ácido graso 
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(ácido palmítico, en rojo) acilado en el grupo amino, un glicoesfingolípido- GSL 

(glucosilceramida (Glu-Cer), en negro). Fuente: tomado de Futerman y Hannun (2004) (44). 

 

La modificación de esta estructura básica en los SL es lo que da lugar a la vasta familia 

de SL que juegan un papel importante en la biología de la membrana y proporcionan muchos 

metabolitos bioactivos que regulan la función celular (43). 

El área mejor definida de la biología de los SL es el metabolismo, ya que se han 

determinado la mayoría de las vías bioquímicas de síntesis y degradación mediante las 

enzimas involucradas (45). Las primeras biosíntesis de SL implicaron la formación de la base 

esfingoide seguida de la unión de un ácido graso para generar dihidroceramida; en eucariotas 

hay interconversión para generar Cer, que a su vez sirve como precursor de la SM y otros SL 

complejos que se forman mediante la adición de sustituyentes específicos en la posición C1, 

unido al grupo hidroxilo (Figura 7). La descomposición de los SL complejos se produce por 

degradación gradual, que da como resultado la formación de Cer, que en sí misma se degrada 

por la acción de una familia de ceramidasas para regenerar las bases esfingoides. Estas bases 

sirven como sustratos para las esfingosina quinasas que forman S1P (43, 44). 

El metabolismo de los SL puede regularse en múltiples niveles, incluso a través del 

control de la expresión enzimática, las modificaciones postraduccionales y los mecanismos 

alostéricos. Algunos de estos niveles de regulación son específicos del tipo de célula, ya sea 

para controlar cuál es el SL que se sintetiza durante las diferentes etapas del metabolismo  

celular o en respuesta a señales específicas (44).  

La síntesis de Cer en las células se produce en el ER; como la naturaleza hidrofóbica 

de la Cer impide su transferencia espontánea a través del citosol (46), debe viajar desde el 

ER hasta el aparato de Golgi mediante mecanismos facilitados; se demostró que esto ocurre 

tanto por transporte vesicular como no vesicular (Figura 5). Por su parte, la SM y los GSL 

complejos se sintetizan en el aparato de Golgi (Figura 8) (44).  Adicionalmente, según Bionda 

et al (2004), la SM y otros SL se encuentran en el núcleo y en las mitocondrias (Figura 8; 

(47)), y no solo en las depresiones de la membrana del ER (44). 
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Figura 8. Rutas metabólicas y los sitios intracelulares donde ocurren algunas de reacciones 

de interconversión de esfingolípidos (SL). La topología es incierta particularmente para las 

reacciones que ocurren en el núcleo y las mitocondrias. Los bloques de construcción de 

lípidos están codificados por colores de acuerdo con las estructuras que se muestran en la 

Figura 7 Fuente: tomado de Futerman y Hannun (2004) (44). 

 

Considerando la función de los SL como segundos mensajeros en los espacios intra y 

extracelulares, es esencial monitorear la síntesis o descomposición de los SL y las actividades 

enzimáticas relacionadas con los SL para comprender la transducción de señales y los estados 

de las células (48, 49) (Figura 9). La SM, la Cer y otros lípidos, se aglomeran para formar 

balsas lipídicas asimétricas pero equilibradas a través de la membrana celular (30).  
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Figura 9. Metabolismo de los esfingolípidos (SL) a nivel celular. Los SL, como componentes 

de las membranas celulares y subcelulares, pueden sintetizarse mediante enzimas en serie 

(vía de novo) y también pueden degradarse de esfingomielina (SM) y ceramida (Cer) a SL 

más pequeños (vía residual (salvage pathway)) como moléculas de señalización. Fuente: 

tomado de Lee et al. (2023) (30).  

 

La Cer es un SL importante, altamente concentrado en la PM y puede generarse 

mediante síntesis de novo a partir de palmitoil-Coenzima A (palmitoil-CoA) y L-serina por 

medio de reacciones secuenciales de serina palmitoiltransferasa (SPT), ceramida sintasa 

(CerS) y dihidroceramida desaturasa en el nivel citosólico del ER (Figura 9). Cuando este SL 

se transfieren al aparato trans-Golgi, los lisosomas y la PM desde el ER, la Cer puede 

interconvertirse en SM mediante la esfingomielina sintasa (codificada por el gen SGMS) y, 

de esta forma, la SM aumenta gradualmente su concentración para generar la mayoría de los 

SL de la PM, los cuales responden a señales ambientales como precursores de segundos 

mensajeros en los procesos de señalización (50). Por el contrario, la Cer puede restaurarse 
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mediante la hidrólisis de SM por diferentes esfingomielinasas (SMasas) en diferentes 

ubicaciones celulares (48–50). Aunque la Cer puede actuar como una molécula bioactiva de 

señalización en una variedad de respuestas fisiológicas, pueden degradarse en So y luego 

transformarse en S1P mediante la acción de la ceramidasa y esfingosina quinasas (SphK), 

respectivamente, o ser fosforiladas por ceramida quinasa (CerK) para generar C1P (51–53). 

En un circuito de retroalimentación negativa, C1P puede inhibir la actividad de SMasa y 

SPT, bloqueando la acumulación excesiva de Cer (54, 55).  

Por el contrario, la Cer se puede recuperar de C1P mediante la fosfatasa C1P y S1P, 

mientras que la So se recupera mediante la fosfatasa S1P y CerS, en lo que se conoce como 

vía residual (salvage pathway), disminuyendo la producción excesiva de sus metabolitos (48, 

53). De manera independiente de la SMasa, la SM se puede degradar a esfingosil-fosforil 

colina (SPC) y luego transformarse en S1P mediante las acciones de la esfingomielina 

desacilasa y la autotaxina (ATX), la última de las cuales es un ectonucleótido pirofosfatasa 

(fosfodiesterasa con actividad lisofosfolipasa D), originalmente identificado como un factor 

regulador de tumores para la supervivencia y la proliferación (Figura 9) (30, 56). 

 En la Figura 10, se muestra otro esquema de visualización de la vía metabólica de SL, 

en la cual se detallan las enzimas y las especies lipídicas en cada etapa, con sus respectivas 

estructuras.  

 Como se mencionó anteriormente, la biosíntesis de SL puede generarse mediante la 

síntesis de novo o la vía residual (salvage pathway). A continuación, una breve descripción 

de las rutas (como complemento a la Figura 9): 

2.4.1 Síntesis de novo 

Inicia en el ER con la condensación del aminoácido L-serina y un acil-graso 

(palmitoil-CoA), la cual produce 3-cetodihidroesfingosina mediante la SPT. La 3-

cetodihidroesfingosina se reduce al aminoalcohol, esfinganina (dihidroesfingosina) mediante 

la 3-cetodihiroesfingosina reductasa (KDSR) dependiente del cofactor nicotinamida-adenina 

dinucleótido fosfato (NADPH) (57).  
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La esfinganina se puede transformar en tres derivados distintos: el primero es la 

esfinganina-1-fosfato, que se genera mediante la fosforilación dependiente de ATP por la 

SphK; el segundo derivado es la fitoesfingosina (4-hidroxiesfinganina), que permite la 

adición de un grupo hidroxilo en C4 mediante la dihiroesfingosina hidroxilasa (58); 

finalmente, el tercer derivado de la esfinganina es la formación de dihidroceramida, con la 

enzima dihidroceramida sintasa (conocida como CerS), la cual cataliza la unión de un grupo 

acil-graso CoA mediante un enlace amida al grupo amino libre de la esfinganina (59). La 

dihidroceramida producida, es deshidratada por la dihidroceramida desaturasa para generar 

Cer (57, 60–63).  

2.4.2 Vía residual (salvage pathway) 

Los SL complejos, como SM y otros GSL, se degradan parcialmente y sus respectivos 

componentes se reciclan para formar Cer en lo que se conoce como vía de rescate o residual 

(salvage pathway). La hidrólisis de SM produce Cer y fosforilcolina mediante enzimas 

SMasas y se conoce como “vía de la esfingomielinasa”. Los GSL complejos, se transportan 

desde la PM a lo largo de rutas endocíticas hasta los lisosomas, donde son degradados por 

enzimas específicas con la ayuda de proteínas accesorias (64).  

Los GSL complejos también se pueden reciclar para reformar Cer mediante la 

hidrólisis gradual de unidades de carbohidratos, dejando finalmente un GSL simple como la 

Glu-Cer; luego, la glucocerebrosidasa (GBA) convierte la Glu-Cer en Cer. 

Tras la eliminación de los restos de glicano, el producto restante es Cer, que luego es 

desacilada por ceramidasas, produciendo So y un ácido graso libre. La So se produce 

exclusivamente en la vía de rescate mediante la hidrólisis de SL complejos y Cer. La 

fosforilación de la So por las esfingosinas quinasas (SphK1 y SphK2) produce S1P. 

Alternativamente, la So puede transportarse al ER, donde es reutilizada para la formación de 

Cer mediado CerS y la posterior producción de SL complejos (57, 61).  
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Figura 10. Vía metabólica de esfingolípidos (SL) mediados por la síntesis de novo y la vía 

residual (salvage pathway). Se muestra un esquema resumido de las vías de biosíntesis que 

pueden producir ceramida (Cer), incluida la vía de novo (flechas rojas) y la vía residual 

(flechas verdes). Todas las bases esfingoideas están representadas en azul. La vía de novo 

comienza con la síntesis de la base esfinganina y termina con la desaturación de Cer. La 

esfinganina también es capaz de producir fitoesfingosina o esfinganina-1-fosfato. La vía de 

recuperación consta de dos rutas: hidrólisis de esfingomielina (SM) y reciclaje de 

glicoesfingolípidos (GSL). La SM se convierte en Cer mediante la hidrólisis de 

fosforilcolina. Los componentes de los GSL complejos también se pueden reciclar para 
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formar la Cer mediante la hidrólisis gradual de unidades de carbohidratos, dejando finalmente 

un GSL simple como glucosilceramida (Glu-Cer), donde la enzima glucocerebrosidasa 

(GBA) convierte la Glu-Cer en Cer. Abreviaturas en la figura: SPT: serina 

palmitoiltransferasa; GSL: glicoesfingolípido; SM: esfingomielina; aSMasa: 

esfingomielinasa ácida; Glu-Cer: glucosilceramida; GBA: glucocerebrosidasa; CoA: acil 

coenzima-A; CoA SH: coenzima A; SphK; esfingosina quinasa; CerS: ceramida sintasa. 

Fuente: adaptado de Quinville et al. (2021), Kitatani et al. (2007) y Kroll et al. 2020 (57, 

61, 62).  

 

Por otra parte, según los resultados expuestos por Molina et al. (2018), se modeló el 

destino metabólico de un análogo de SM con sonda BODIPY (SM-BOD) agregado a las 

células y se obtuvo una topología de red de la vía de los SL reducida al conjunto de reacciones 

que pueden considerarse dentro de las observables de la configuración experimental 

propuesta  (Figura 11) (65). 

 

 

Figura 11. Modelo matemático del destino metabólico de un análogo de esfingomielina 

(SM) marcado con sonda BODIPY (SM-BOD) ajustado a datos experimentales basados en 
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perturbaciones (65). Abreviaturas en la figura: SM: esfingomielina; PM: membrana 

plasmática; Cer: ceramida; Lys: lisosoma; C1P: ceramida 1-fosfato; GW: inhibidor de la 

esfingomielinasa neutra; D609: inhibidor de esfingomielina sintasa; Des: inhibidor de la 

esfingomielinasa ácida y ceramidasa ácida; CKI: inhibidor de ceramida quinasa; NCI: 

inhibidor de la ceramidasa neutra/alcalina; ACI: inhibidor de la ceramidasa ácida; SKI: 

inhibidor de esfingosina quinasa II; FB1: inhibidor de ceramida sintasa; Myr: Inhibidor  de 

serina palmitoil-transferasa; PDMP: inhibidor de la glucosilceramida sintasa; S1P: 

esfingosina 1-fosfato; So: esfingosina; ER: retículo endoplásmico; Glu-Cer: 

glucosilceramida. Cajas verdes: presencia de fluorescencia. Cajas blancas: ausencia de 

fluorescencia. Cajas magenta: inhibidores de la vía de los esfingolípidos (SL). Fuente: 

tomado de Molina et al. (2018) (65). 

 

La explicación del modelo de la vía de los SL expuesto por los autores se describe a 

continuación: en la Figura 11 se observan cajas verdes que indican que hay presencia de 

fluorescencia, cajas blancas que indican ausencia de la fluorescencia y cajas magenta que son 

los inhibidores estudiados de la vía de los SL. Iniciando con la interconversión de SM en la 

PM a Cer en el lisosoma, se observa que la fluorescencia permanece; si la Cer-lys se 

metaboliza a So,  se hipotetiza que el ácido graso que contenía el grupo BODIPY fluorescente 

sería removido, lo cual implica la pérdida de fluorescencia (caja blanca) (65). 

Por su parte, si la Cer es transportada al aparato de Golgi y es metabolizada a Glu-

Cer, se hipotetiza que la adición de una molécula de glucosa a la Cer genera que la molécula 

de Glu-Cer sea altamente polar, de manera que termina atravesando la membrana, por lo cual 

se pierde la fluorescencia (Figura 11) (65). 

Finalmente, la ruta en la que la SM-PM es metabolizada a Cer en el mismo 

compartimento celular y luego se metaboliza a So, se cree que la fluorescencia es removida 

debido a la pérdida del grupo ácido graso con el sensor BODIPY fluorescente, según el 

estudio publicado por Molina et al. (2018) (65). 
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Dentro del modelo matemático que describe la vía de los SL, se incluyeron los 

criterios: i) la reacción es perturbada por un inhibidor conocido de la vía SL, ii) la reacción 

involucra un sustrato o producto que conserva el grupo fluorescente BODIPY en su ácido 

graso (65).  

 

2.5 Inhibidores de la vía de los esfingolípidos: Uso clínico 

Los SL se modifican en múltiples tipos de cáncer y son responsables de la 

proliferación, progresión y metástasis tumoral. La mayor parte de las estrategias terapéuticas 

contra el cáncer han sido las combinaciones de fármacos convencionales basadas en 

quimioterapia, permitiendo un mayor auge de las terapias dirigidas y personalizadas para 

mejorar sinérgicamente las respuestas clínicas (66).  

A continuación, se describen los usos clínicos que se han reportado para cada uno de 

los inhibidores estudiados en este proyecto: 

GW: inhibidor de la esfingomielinasa neutra 

Este inhibidor se está estudiando como una herramienta terapéutica potencial contra 

el cáncer debido a su papel en la vía de los SL, regulando importantes procesos celulares 

como la proliferación, diferenciación, apoptosis y la respuesta al estrés celular (67). 

El uso clínico de GW aún está en fases experimentales y se requiere más investigación 

para definir las condiciones óptimas para su uso, así como para identificar tumores 

específicos que respondan mejor a esta estrategia. Además, debido a que los SL tienen roles 

clave en múltiples funciones celulares normales, es crucial garantizar que el uso de GW no 

cause efectos adversos significativos en células sanas (68). 

D609: inhibidor de esfingomielina sintasa 

La esfingomielina sintasa es la enzima responsable de la conversión de Cer en SM y 

su inhibición puede tener efectos profundos en la homeostasis de los SL, alterando la 

proliferación celular, la apoptosis y otros procesos importantes en la progresión tumoral (69). 
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Aunque D609 es una herramienta prometedora en el contexto del cáncer, su uso 

clínico aún presenta algunos desafíos importantes. Uno de los principales obstáculos es 

garantizar que el aumento de Cer ocurra de manera selectiva en las células cancerosas sin 

afectar significativamente a las células sanas, ya que la Cer también desempeña funciones 

importantes en la homeostasis celular normal (70). Además, la complejidad de la vía de los 

SL y el crosstalk con otras rutas metabólicas clave requiere un conocimiento más detallado 

de los efectos específicos en distintos tipos de tumores. 

Se han reportado estudios preclínicos y algunos ensayos clínicos tempranos para 

evaluar la eficacia y seguridad de los inhibidores de la esfingomielina sintasa en varios tipos 

de cáncer. No obstante, aún es necesario realizar más investigaciones para optimizar su uso 

y minimizar los efectos adversos en tejidos sanos (71). 

Des: inhibidor de la esfingomielinasa ácida y ceramidasa ácida 

Las enzimas de la esfingomielinasa ácida y la ceramidasa ácida juegan roles clave en 

la regulación de los niveles de Cer; la manipulación de estas enzimas puede tener efectos 

importantes en la supervivencia de las células tumorales y su respuesta a terapias 

anticancerígenas (72–74). 

El uso de Des a nivel clínico busca modular los niveles de Cer y S1P para influir en 

el comportamiento de las células cancerosas. Los inhibidores de estas enzimas pueden 

aumentar la acumulación de Cer y reducir la producción de S1P, favoreciendo la apoptosis y 

reduciendo la proliferación celular (74). 

Estudios han reportado que el uso de Des es particularmente útil en combinación con 

otras terapias anticancerosas, como la quimioterapia, la radioterapia y los inhibidores de otras 

vías metabólicas. Al manipular los niveles de Cer y S1P, estos inhibidores pueden aumentar 

la susceptibilidad de las células tumorales a la muerte celular inducida por estas terapias (75). 

Un desafío clave es lograr que Des actúe de manera selectiva en las células tumorales 

sin afectar a las células sanas, ya que Cer y otros SL también están involucrados en procesos 

celulares normales y su alteración excesiva puede causar efectos adversos.  
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Actualmente, se están llevando a cabo estudios preclínicos y clínicos para evaluar la 

eficacia de Des en varios tipos de cáncer, incluyendo leucemias, linfomas y tumores sólidos 

como el cáncer de mama y de pulmón (73). Estos estudios exploran cómo la manipulación 

de la vía de los SL puede mejorar los resultados del tratamiento, especialmente en 

combinación con otras terapias dirigidas. 

CKI: inhibidor de ceramida quinasa 

La CerK convierte la Cer en C1P, un lípido bioactivo implicado en varios procesos 

celulares importantes, incluyendo la proliferación, la supervivencia, la inflamación y la 

migración celular, por lo tanto, manipular esta enzima puede afectar directamente el 

comportamiento de las células cancerosas (76). 

CKI reduce la producción de C1P y, por lo tanto, busca interrumpir las señales de 

proliferación y supervivencia que benefician a las células cancerosas(77). 

El uso de CKI se encuentra en las primeras etapas de investigación. Los estudios 

preclínicos en modelos animales y celulares han mostrado resultados prometedores en la 

reducción de la proliferación tumoral, la sensibilización a la quimioterapia y la disminución 

de la metástasis en varios tipos de cáncer, incluidos el cáncer de mama, pulmón y páncreas 

(78, 79). Sin embargo, es crucial evaluar su eficacia y seguridad en humanos. 

NCI: inhibidor de la ceramidasa neutra/alcalina 

La ceramidasa neutra y la ceramidasa alcalina juegan un papel importante en la 

regulación de los niveles de Cer y otros SL bioactivos que participan en la proliferación 

celular, la apoptosis y la migración celular, por lo que el uso clínico de NCI es un área de 

investigación en crecimiento (80). 

La implementación de NCI en clínica puede ser una estrategia terapéutica eficaz para 

aumentar los niveles de Cer en las células tumorales, desencadenando apoptosis y 

ralentizando la progresión del cáncer (81). 

Un desafío clave en el desarrollo de NCI es lograr que estos compuestos actúen 

específicamente en las células cancerosas sin afectar negativamente a las células sanas, que 
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también dependen del equilibrio entre Cer y S1P para su funcionamiento normal. La 

selectividad es crucial para minimizar los efectos adversos y maximizar la eficacia del 

tratamiento (82). 

El uso de NCI aún están en etapas preclínicas, pero los estudios en modelos animales 

han mostrado resultados prometedores, reduciendo la proliferación tumoral y mejorando la 

respuesta a la quimioterapia. Estos estudios están evaluando la eficacia de NCI en varios 

tipos de cáncer, incluidos el cáncer de colon, pulmón, mama y próstata (83). 

ACI: inhibidor de la ceramidasa ácida 

La ceramidasa ácida es una enzima clave en el metabolismo de los SL, responsable 

de la degradación de Cer en So, que puede ser fosforilada para producir S1P. Este equilibrio 

entre Cer y S1P es crítico, ya que la Cer tiene propiedades pro-apoptóticas, mientras que el 

S1P favorece la supervivencia y proliferación celular. Por lo tanto, el uso de ACI puede 

aumentar los niveles de Cer y promover la muerte celular en tumores (84). 

Aunque el desarrollo de ACI aún se encuentran en las fases preclínicas de 

investigación, algunos compuestos prometedores han sido identificados: 

• LCL521: Este ACI ha mostrado efectos prometedores en estudios preclínicos al 

aumentar la acumulación de Cer y promover la apoptosis en células tumorales. 

También ha mostrado sinergia con drogas quimioterapéuticas en estudios de cáncer 

de mama (85). 

• Carmofur: Aunque originalmente fue desarrollado como un agente 

quimioterapéutico, se ha descubierto que también es un inhibidor de la ceramidasa 

ácida. Se ha reportado que carmofur puede aumentar los niveles de Cer y potenciar 

la muerte celular en ciertos tipos de tumores (86). 

Se requieren más investigaciones para asegurar su seguridad y efectividad, así como 

para identificar las mejores combinaciones terapéuticas y los tipos de cáncer en los que estos 

inhibidores serían más útiles (87). 
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SKI: inhibidor de esfingosina quinasa II 

Existen dos isoformas principales de la SphK: SphK1 y SphK2, las cuales fosforilan 

la So para producir S1P. La manipulación de esta enzima a través de inhibidores puede 

reducir el crecimiento tumoral, inducir apoptosis y limitar la capacidad de las células 

cancerosas para sobrevivir y diseminarse (52). 

Los SKI tienen el potencial de combinarse con otras terapias que también actúan sobre 

la vía de los SL, como los inhibidores de la ceramidasa o los moduladores de la Cer, 

aumentando la eficacia del tratamiento (52). 

Varios inhibidores de esfingosina quinasa están en fases de investigación preclínica 

y clínica. Algunos ejemplos incluyen: 

• SKI-II y FTY720 (Fingolimod): Son inhibidores de SphK que han mostrado eficacia en 

modelos preclínicos de cáncer, al reducir los niveles de S1P y aumentar la apoptosis en 

células tumorales (88, 89). 

• ABC294640 (Opaganib): Es un inhibidor de SphK2 que ha avanzado a ensayos clínicos 

para el tratamiento de cánceres como el carcinoma hepatocelular y el cáncer de próstata. 

Este compuesto también está siendo evaluado en combinación con otros agentes 

quimioterapéuticos (90). 

Algunos inhibidores de esfingosina quinasa, como el Opaganib, están siendo 

evaluados en ensayos clínicos para diversos tipos de cáncer, incluyendo cáncer de próstata y 

cáncer de páncreas. Los resultados preliminares sugieren que estos inhibidores son bien 

tolerados y pueden mejorar la respuesta a la quimioterapia. Aunque se necesita más 

investigación para optimizar su eficacia y minimizar los efectos adversos, estos inhibidores 

tienen el potencial de mejorar el tratamiento del cáncer, particularmente en combinación con 

terapias convencionales como la quimioterapia y la radioterapia (88, 91). 

FB1: inhibidor de ceramida sintasa 

El inhibidor de la CerS es una enzima clave en la vía de los SL, es una estrategia que 

ha despertado interés en la investigación oncológica. La CerS cataliza la síntesis de Cer 
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involucrada en la regulación de la apoptosis, la diferenciación celular, la senescencia y la 

respuesta al estrés celular (92).  

Algunos estudios preclínicos han mostrado que el uso de FB1 puede mejorar los 

resultados de las terapias contra el cáncer. En modelos animales, los inhibidores de CerS han 

demostrado reducir el crecimiento tumoral y limitar la migración celular. Sin embargo, estos 

estudios están en etapas tempranas y aún no han sido trasladados a ensayos clínicos (93). 

Myr: Inhibidor de serina palmitoil-transferasa 

La SPT es la enzima que cataliza el primer paso y el más determinante en la 

biosíntesis de los SL, específicamente la SPT es responsable de la condensación de serina y 

palmitoil-CoA para formar 3-cetoesfinganina, que es un precursor de los SL (94). 

Hasta el momento, Myr está principalmente en fases preclínicas. Los estudios en 

modelos animales y en líneas celulares han mostrado algunos resultados prometedores, pero 

todavía no se han realizado ensayos clínicos significativos (95). Las investigaciones se 

centran en dos enfoques principales: 

• El desarrollo de moléculas que puedan bloquear la actividad de SPT de manera selectiva. 

• La exploración de cómo Myr puede usarse junto con quimioterapias o radioterapias 

existentes para mejorar su eficacia. 

PDMP: inhibidor de la glucosilceramida sintasa 

El uso clínico de PDMP en la vía de los SL para combatir el cáncer es una estrategia 

terapéutica enfocada en interrumpir la síntesis de SL complejos. La glucosilceramida sintasa 

es una enzima clave, ya que busca convertir Cer en Glu-Cer. Este paso es fundamental para 

la formación de gangliósidos y otros GSL, que juegan roles importantes en la biología celular, 

como la señalización, proliferación y diferenciación (96). 

El uso de PDMP permite bloquear la conversión de Cer a Glu-Cer, aumentando la 

acumulación de Cer y promoviendo la apoptosis en las células tumorales (97). Existen varios 

inhibidores de este tipo en investigación preclínica y clínica: 
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• Eliglustat: Este inhibidor de glucosilceramida sintasa, aprobado para el tratamiento de la 

enfermedad de Gaucher (una enfermedad de almacenamiento de SL), está siendo 

evaluado por su capacidad para potenciar la quimioterapia en ciertos tipos de cáncer (96, 

98). 

• Venglustat: Otro inhibidor de glucosilceramida sintasa en desarrollo, orientado a 

enfermedades lisosomales, que está siendo investigado en estudios preclínicos para 

determinar su capacidad de revertir la resistencia a la quimioterapia en cánceres (99). 

Algunos resultados preliminares han sido prometedores, mediante dosis 

combinatorias con quimioterapias; sin embargo, se necesitan más estudios para comprender 

completamente su eficacia y seguridad en el tratamiento del cáncer (100). 

 

2.6 Resistencia a la quimioterapia y esfingolípidos  

Los SL son moléculas clave para la homeostasis celular, que funcionan como 

componentes estructurales de las membranas biológicas y participan en la transducción de 

señales y la fisiología celular (101). El metabolismo de los SL se produce en varios 

compartimentos celulares que implican reacciones catalizadas principalmente por enzimas 

integrales periféricas o de membrana (Figura 9) (102). Además, la vía de los SL se considera 

como un sensor de estrés de amplio rango capaz de transducir señales de estrés de diferentes 

tipos (quimioterapia, radiación, infecciones, ligandos de la muerte, citocinas) (103) a muchas 

otras vías, incluidas la apoptosis intrínseca y extrínseca, la autofagia, ciclo celular y 

metabolismo del calcio (104). 

Con lo anterior, estudios recientes han demostrado que los SL tienen múltiples 

funciones celulares, más allá del papel estrictamente estructural en la función celular. Se 

destaca el papel de los SL en los procesos de señalización celular, en funciones como 

moléculas bioactivas asociadas tanto a la muerte celular como a la sobrevida de las células, 

también en otras respuestas celulares implicadas con la inflamación y la protección contra 

patógenos asociados a procesos oncogénicos (62). 
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Según Kroll et al. (2020), muchos tumores muestran una desregulación del 

metabolismo de los SL y, se ha demostrado que el perfil de desregulación de SL es útil para 

determinar la presencia de un tumor y a su vez, la susceptibilidad a diversos tratamientos 

quimioterapéuticos y la determinación de las características metastásicas de las neoplasias 

malignas. Es por lo anterior que, se ha hecho evidente la importancia de comprender el 

metabolismo y el perfil de los SL en la clínica para diagnósticos y tratamientos anticáncer 

(62). 

La homeostasis entre estos SL, independientemente de su sitio de origen, es relevante 

porque las composiciones de SL transformados y selectivamente sesgados pueden decidir el 

destino de las células, como el mantenimiento (muerte, sobrevida y proliferación), la 

renovación, senescencia, diferenciación, migración o retención, respuestas inmunitarias y 

metabolismo celular, y estas células colectivamente forman tejidos, órganos y sistemas de 

órganos y, en última instancia, determinan la vida del organismo (105–107). 

La comprensión de la dinámica de los SL puede contribuir a mejorar la respuesta a 

los fármacos quimioterapéuticos mediante la manipulación del destino celular (2, 4). Según 

diversos estudios, los SL como la So y la Cer tienden a favorecer la señalización de 

mecanismos de muerte celular, lo cual ha sido sugerido como potenciales propiedades 

antitumorales (inducción de muerte celular programada y anti-proliferación) (103, 108); 

mientras que S1P, C1P y Glu-Cer promueven mecanismos de supervivencia, favoreciendo 

las actividades protumorales (supervivencia, proliferación, invasión, resistencia a 

multidrogas) (1, 33, 109). En la Figura 12 se muestran las estructuras de las moléculas 

lipídicas que juegan roles fundamentales en la definición del destino celular. 
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Figura 12. Estructura química de los principales esfingolípidos (SL) con funciones 

bioactivas de muerte y sobrevida celular. (A) Estructura general de los SL, compuestos 

principalmente por una base esfingoide y un ácido graso. (B) Estructura de la ceramida (Cer): 

un ácido graso de cadena larga unido a la esfingosina (So) mediante un enlace amida. (C) 

Estructura de la So. En los mamíferos, la So (principalmente C-18) es la principal base 

esfingoide.  (D) Estructura de la esfingosina-1-fosfato (S1P). (E) Estructura de la ceramida-

1-fosfato (C1P). (F) Estructura de la glucosilceramida (Glu-Cer). Los derivados fosforilados 

(C y E), se obtienen por acción de las respectivas quinasas sobre la So y la S1P. So y Cer son 

inductores de muerte celular (B y D), mientras que S1P, C1P y Glu-Cer promueven la 

sobrevida celular. Fuente: adaptado de Pralhada Rao et al. (2013) y Kroll et al. (2020) (A – 

F) (62, 63).  

 

Estos SL de actividades antagónicas se pueden interconvertir mediante reacciones 

que están estrictamente reguladas, estableciendo así lo que se conoce como “reóstato de SL”, 

cuya manipulación se ha propuesto como un enfoque prometedor para la terapia tumoral 

(110, 111). Pequeños cambios en la regulación del reóstato podrían dictar el destino celular, 

haciendo de la vía de los SL un medio para inducir la muerte de las células de cáncer (Figura 

13) (65). 
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Figura 13. Reóstato de esfingolípido (SL). El balance entre la sobrevida y la muerte celular 

(apoptosis) en la vía de SL es controlada por cuatro enzimas principales: esfingosina quinasa 

(SphK), esfingosina-1-fosfato fosfatasa (S1PP), ceramidasa y ceramida sintasas (CerS). El 

incremento de Cer desencadena que el reóstato se regule hacia apoptosis y, el incremento 

hacia precursores apoptóticos (como S1P) desencadena que el reóstato se regule hacia 

sobrevida. Fuente: tomado de Kroll et al. (2020) (62). 

 

Estudios previos han identificado la desregulación de los SL en diversas neoplasias 

malignas en conjunto con drogas quimioterapéuticas. Un hallazgo importante es que, aunque 

la Cer se convierte directamente en S1P, una pequeña conversión en la Cer celular aumenta 

exponencialmente el nivel de S1P, por lo que el reóstato es un equilibrio delicado y crítico 

que controla el destino celular (33). Por ejemplo, en pacientes con cáncer de próstata, los 

niveles de S1P y SphK1 se han identificado como biomarcadores altamente sensibles y 

específicos. El aumento de los niveles plasmáticos circulantes de S1P y el aumento de la 

actividad de SphK1 se correlacionaron significativamente tanto con el grado de diagnóstico 

del cáncer de próstata como con el pronóstico (112). Se demostró que los pacientes con 

carcinoma hepatocelular tenían un aumento de SphK1/2 en comparación con los pacientes 

no cancerosos y, un aumento de SphK1 específicamente se asoció con un peor pronóstico 

(53, 62).  

Además, se han identificado alteraciones en el metabolismo de la Cer como 

mecanismos moleculares muy importantes para la resistencia a la quimioterapia. Por 

ejemplo, el aumento de los niveles de Glu-Cer se ha asociado con resistencia a múltiples 

fármacos (113, 114). Muchos modelos experimentales de estas alteraciones relacionadas con 
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la sensibilidad o la resistencia a los medicamentos han ayudado a dilucidar cómo las señales 

de estrés ejercidas por diferentes fármacos quimioterapéuticos o ligandos de la muerte son 

detectadas y transducidas por diferentes reacciones enzimáticas dentro de la vía de los SL 

(115). Por lo tanto, se ha propuesto que las estrategias quimioterapéuticas se diseñen para 

considerar las interacciones dirigidas a aumentar los niveles de Cer mediante los tratamientos 

con multidrogas para superar la resistencia (116, 117) o mediante la intervención directa 

sobre las enzimas de la vía de los SL (79, 110). 

Por consiguiente, la vía de señalización de los SL es un sistema biológico complejo 

capaz de integrar diferentes tipos de señales de estrés celular y generar fenotipos dinámicos 

relacionados con la inducción de vías de muerte celular (103). Aunque la vía de los SL es 

bien conocida en la literatura, los efectos de la quimioterapia sobre la señalización asociada 

con la vía de los SL y sus relaciones cuantitativas de la muerte o supervivencia celular no 

están claros. Es por lo anterior, que se ha sugerido el uso de un análogo de SL fluorescente 

para revelar algunas propiedades básicas de esta vía y para comprender las conexiones entre 

las perturbaciones quimioterapéuticas y el destino celular (65). 

 

2.7 Esfingolípidos con sonda BODIPY 

El metabolismo de los SL produce componentes clave de la membrana (por ejemplo, 

SM) y una variedad de lípidos de señalización con diferentes funciones biológicas. La 

actividad coordinada de decenas de enzimas diferentes mantiene los niveles y la localización 

adecuados de estos lípidos con funciones clave en los procesos celulares (118). El 

metabolismo anormal de los SL se asocia con varias enfermedades, como el cáncer, la 

diabetes, los trastornos metabólicos y las enfermedades neurodegenerativas, como el 

Alzheimer. Sin embargo, el estudio directo de los SL se ha visto obstaculizado por su 

presencia ubicua en las células y su complejo metabolismo. En las últimas décadas, los 

esfuerzos se han centrado en la creación de sondas sintéticas y herramientas químicas para 

estudiar la ruta metabólica de los SL y descifrar sus funciones en la biología celular (119). 
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Los lípidos son los compuestos estratégicos para la obtención de imágenes, debido a 

su alta concentración en las membranas celulares. Es por esto que se han desarrollado 

herramientas que permiten el uso de lípidos en imágenes a nivel celular, para observar el 

tráfico de lípidos entre orgánulos y visualizar los límites de los lípidos con alta resolución 

espacial. Se han diseñado análogos de SL marcados con fluoróforos y se utilizan 

ampliamente como sondas de lípidos para estudiar la localización subcelular y el 

metabolismo de SL mediante microscopía de fluorescencia. Las imágenes en tiempo real y 

el seguimiento de SL marcados con fluorescencia proporcionan información sobre las 

actividades biológicas de los lípidos en un entorno natural (119, 120). 

Lipsky y Pagano (121, 122) fueron pioneros en la investigación sobre la localización 

de SL en compartimentos celulares utilizando un análogo de Cer fluorescente, C6-NBD-Cer, 

con el cual pudieron observar la distribución intracelular del análogo y su metabolito, 

obteniendo información sobre el metabolismo de la Cer. Desde entonces, las sondas de SL 

marcadas con varias opciones de fluoróforos como nitrobenzofurazan (NBD), boro-

dipirrometeno (BODIPY), rojo Nilo y polienos (123), que difieren en estructura química y 

propiedades espectrales (119).  

Los análogos de SL marcados con BODIPY (como BODIPY 540 Sph), una sonda de 

SL con fluoróforos de longitud de onda más larga, fue diseñada para evitar interferir con la 

proteína fluorescente verde (GFP), cuya emisión se superpone con la de BODIPY (119, 124). 

Los SL análogos a SM fluorescente (SM-BOD) se pueden usar como una herramienta 

para monitorear la actividad de la vía de los SL en células individuales. De hecho, los 

análogos de SL fluorescentes se han utilizado ampliamente en estudios de transporte de SM 

y la caracterización de su metabolismo (125). 

La implementación de un análogo de SM acoplado químicamente con el grupo 

fluorescente BODIPY es usual como sensor para monitorear la respuesta celular a 

perturbaciones conocidas y a drogas quimioterapéuticas. Este método de estudio de la vía de 

los SL se realiza mediante imágenes analizadas para extraer parámetros de forma, tamaño, 

textura, intensidad de la fluorescencia de cada célula, entre otros; dichos parámetros se 

utilizan para identificar subpoblaciones con algoritmos matemáticos de modelos de mezclas 
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Gaussianas (Gaussian Mixture Models -GMM), ya reportados para el estudio de 

heterogeneidad en cáncer (3). La clasificación de las células en estas subpoblaciones permite 

caracterizar el patrón de heterogeneidad basal y sus cambios ante diversas perturbaciones.  

Dentro de las ventajas de este método de estudio de la vía de los SL se incluye la 

similitud en el comportamiento al compararlo con el SL endógeno, el desarrollo de una 

estrategia para inferir el mecanismo de perturbaciones desconocidas comparadas con otras 

conocidas, la decodificación de  las alteraciones utilizando un modelo matemático híbrido 

(modelo de ecuaciones diferenciales ordinarias (ODE) y modelo de lógica difusa (FLM)) que 

relaciona diferentes especies de la vía de SL con viabilidad celular para generar hipótesis de 

perturbaciones dobles que permitan superar la resistencia a quimioterapia (3).  

Pese a las ventajas de estos sensores, el uso de análogos de SL acoplados a grupos 

voluminosos fluorescentes como BODIPY presenta una limitación, ya que el efecto estérico 

de este grupo altera la actividad biológica del SL comparado con el SL endógeno (126) y 

esto se traduce en limitaciones como sensor de respuesta celular (Figura 14).  

 

Figura 14. Estructura del análogo de esfingomielina fluorescente (SM-BOD). El lípido 

fluorescente análogo a esfingomielina (SM) unido al fluoróforo BODIPY, el grupo 

voluminoso y de anillos aromáticos que se encuentra a la izquierda de la figura. Fuente: 

tomado de ThermoFisher® (127). 

 

Debido a que los análogos fluorescentes de SL contienen fluoróforos voluminosos de 

diferente hidrofobicidad, es probable que no sean los mejores emuladores de sus contrapartes 

naturales. Por ejemplo, difieren en términos de la permeabilidad de su membrana y no son 
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fácilmente reconocidos por la maquinaria celular involucrada en el metabolismo y el tráfico 

de lípidos. Estos cambios pueden causar problemas con la precisión de la localización de las 

sondas de SL (128). Por lo tanto, los análogos de SL marcados con fluorescencia 

proporcionan información limitada sobre el metabolismo endógeno de SL. Para abordar esta 

limitante, los científicos utilizan análogos de SL mínimamente modificados que pueden 

acoplarse a fluoróforos mediante reacciones químicas de click después de ingresar a la célula 

y desarrollan enfoques innovadores para detectar SL endógenos (119). Sin embargo, para 

este estudio, se limitó al uso de la sonda BODIPY para el análisis de imágenes por 

microscopía de fluorescencia. 

 

2.8 Autofagia y su relación con el metabolismo de esfingolípidos 

 

La autofagia es un proceso de degradación intracelular, que está altamente conservado 

entre todos los eucariotas (129). En este proceso, las células reciclan materiales intracelulares 

para mantener la homeostasis en diferentes contextos celulares. En condiciones basales 

previene la acumulación de proteínas y orgánulos dañados; durante la inanición, la autofagia 

proporciona a las células suficientes nutrientes para sobrevivir (130).  

En general, la vía de degradación autofágica incluye cinco pasos esenciales: (1) la 

formación de una estructura de doble membrana (también denominada membrana de 

aislamiento), (2) encapsulación de la carga intracelular, (3) formación del autofagosoma (AP) 

maduro, (4) fusión con un lisosoma, y (5) degradación lisosomal de la carga (Figura 15). 

Cada uno de estos pasos está regulado y es efectuado por una serie de proteínas relacionadas 

con la autofagia (131), las cuales, forman complejos y tienen funciones propias en el proceso 

de autofagia (129).  
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Figura 15. Esquema general de la (macro) autofagia en eucariotas. Los autofagosomas (AP) 

son vesículas de doble membrana formadas por la expansión de una membrana de 

aislamiento (o fagóforo) alrededor del material citoplasmático seleccionado o en masa. La 

fusión de la membrana externa con un lisosoma (en azul) es en última instancia, responsable 

de la liberación de enzimas lisosomales entre las membranas interna y externa y de la 

degradación de la membrana interna y su contenido. A partir de la fusión con lisosomas, los 

AP se convierten en autolisosomas.  Fuente: tomado de Varela et al. (2024) (132). 

 

El proceso inicia con la creación de una estructura de doble capa conocida como AP 

(133), mediante la formación de una "membrana de aislamiento" o fagóforo. El origen de la 

membrana inicial sigue siendo desconocido, aunque las fuentes potenciales podrían incluir 

el ER, el compartimento intermedio ER-Golgi, los endosomas, la membrana celular externa 

o incluso las mitocondrias (134). El mecanismo exacto por el cual el fagóforo se agranda y 

evoluciona hacia el AP sigue siendo difícil de comprender. Para que el AP crezca, las 

membranas deben adherirse, fusionarse y recibir lípidos de las membranas del donante (135). 

A medida que el fagóforo toma forma, los componentes celulares destinados a la degradación 

comienzan a acercarse a él. En última instancia, el AP se sella y, cuando se fusiona con un 

lisosoma, las enzimas lisosomales descomponen su materia interna (Figura 15) (132).  

Además de estas funciones ya descritas de los SL, se ha identificado que algunos SL 

como Cer, S1P o los gangliósidos promueven la autofagia en varias líneas celulares 

cancerosas. La evidencia actual respalda la idea de que la inducción de la muerte celular 
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autofágica puede detener la tumorogénesis. Es interesante señalar que algunos agentes 

quimioterapéuticos utilizados para el tratamiento de neoplasias hematológicas desencadenan 

la producción de SL endógenos con efectos pro-autofágicos (130).  

Debido a la implicación de la autofagia en muchas enfermedades, existe un gran 

interés en identificar fármacos que puedan usarse para manipular la autofagia con fines 

terapéuticos. Un paso importante hacia este objetivo es establecer ensayos y sistemas de 

detección donde el flujo autofágico pueda medirse de forma rápida y precisa en respuesta a 

los fármacos. El flujo autofágico se refiere al proceso completo de autofagia ya descrito 

anteriormente (Figura 15) (136).  

 Según Hudeshagen et al. (2011), el uso de sondas fluorescentes en tándem con 

sensibilidad diferencial al pH permite diferenciar los efectos sobre la actividad lisosomal de 

los efectos sobre la formación de autofagosomas para modular la autofagia (137). 

 Para la modulación de la actividad autofágica se emplea la proteína marcadora de 

autofagia LC3, la cual es un homólogo (mamífero) de la proteína ATG8 de levadura, una 

proteína semejante a la ubiquitina que se lipida y se asocia estrechamente con las membranas 

autofagosómicas. Adicionalmente, la proteína LC3 es relevante en procesos de autofagia 

selectiva, mediante la eliminación de componentes intracelulares como agregados de 

proteínas, orgánulos y patógenos (136, 138).  

 Hundeshagen et al. (2011), indican que la cuantificación de AP se puede realizar 

mediante la fusión de sondas fluorescentes en tándem: mCherry insensible a los ácidos, y 

GFP (proteína verde fluorescente) sensible a los ácidos (137). Con estas sondas se mide la 

intensidad fluorescente cuando se someten células ante activadores e inhibidores de autofagia 

para medir la formación de autolisosomas y su degradación en una población celular (Figura 

16) (136, 137).  
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Figura 16. Rastreo del flujo autofágico con double-tagged LC3B. Mediante una fusión en 

tándem de las sondas mCherry y GFP con LC3B (uno de los varios miembros de la familia 

LC3 de mamíferos) para generar una sonda sensible al pH que permite monitorear la 

autofagia en células vivas. La sonda GFP es sensible a los ácidos, mientras que la sonda 

mCherry no lo es. El LC3 con doble etiqueta (double-tagged LC3B) permite el marcaje de 

AP, anfisomas y autolisosomas. En los AP, ambas sondas emiten luz fluorescente que da 

como resultado una fluorescencia amarilla. Sin embargo, la fusión de AP con endosomas 

tardíos o lisosomas, da como resultado anfisomas o autolisosomas ácidos donde se pierde la 

fluorescencia verde de la GFP. Posteriormente, la fluorescencia roja de mCherry se pierde 

cuando se degrada la proteína LC3B con doble etiqueta (double-tagged LC3B). Fuente: 

tomado de Hansen y Johansen (2011) (136). 

 

Es posible monitorear la vía autofágica debido al bajo pH del autolisosoma, la 

fluorescencia verde de GFP (sensible a los ácidos) se pierde al fusionarse el autofagosoma 

con el lisosoma, pero la fluorescencia roja de mCherry (insensible a los ácidos) no se pierde 

hasta que las proteínas se degradan en el autolisosoma. (136, 137). 
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2.9 Usos del marcador de autofagia LC3-GFP-m-Cherry en la investigación de 

terapias contra el cáncer 

Los fármacos quimioterapéuticos son la estrategia más utilizada contra el cáncer, a 

pesar de provocar múltiples efectos adversos y tener bajas respuestas con una tasa promedio 

de supervivencia de los pacientes a 5 años del diagnóstico. Con el fin de implementar nuevas 

terapias, se han desarrollado investigaciones previas que abordan la posibilidad de asociar la 

regulación del proceso metabólico de la autofagia y la exposición de patrones moleculares 

asociados al daño (DAMP) involucrados en la muerte celular inmunogénica (ICD) (139). 

Para esto, se valida la capacidad de un sensor recombinante en tándem con mCherry 

y GFP (m-Cherry – GFP) unido a la proteína LC3 para responder ante cambios dinámicos 

del flujo metabólico autofágico al exponerlo a estímulos externos y demostrar que tanto los 

niveles basales de autofagia como la respuesta a diversos moduladores de esta vía son 

fluctuantes entre diferentes líneas celulares, explorando la sinergia de estas combinaciones 

en términos de citotoxicidad e ICD en líneas celulares de cáncer (139). 

Según Quiros-Fernandez et al. (139), las sinergias reportadas son complejas y 

variables en diferentes líneas celulares; sin embargo, las estrategias de modulación reportadas 

para mejorar la respuesta a la quimioterapia indican un potencial terapéutico prometedor de 

la regulación del metabolismo autofágico para superar la resistencia a la quimioterapia 

mediante la activación de ICD. 
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CAPÍTULO III. OBJETIVOS Y JUSTIFICACIÓN 

 

3.1 Justificación del Proyecto de Investigación 

Según los reportes del Registro Nacional de Tumores, de la Dirección de Vigilancia 

de la Salud del Ministerio de Salud de Costa Rica (MS) y del Instituto Nacional de Estadística 

y Censos de Costa Rica (INEC), anualmente se diagnostican más de 11500 casos de tumores 

en Costa Rica y el cáncer ocasiona la muerte a más de 5000 costarricenses cada año (140). 

La tendencia es que la incidencia de esta patología va en aumento, y actualmente se considera 

que es la segunda causa de muerte en la población adulta de Costa Rica precedido por las 

enfermedades cardiovasculares. 

Se han implementado pruebas basadas en ensayos de cultivo in vitro para la 

personalización de la quimioterapia contra el cáncer, en los cuales las células tumorales son 

expuestas a diferentes drogas quimioterapéuticas para determinar la viabilidad celular que se 

correlaciona con el grado de resistencia, con el fin de obtener el perfil de resistencia o 

sensibilidad para cada paciente. No obstante, aunque estos ensayos tienen valores predictivos 

altos, omite la heterogeneidad celular dentro de los tumores (4). 

Por lo anterior, se propone monitorear los diversos aspectos celulares relacionados 

con la respuesta a la quimioterapia en células individuales, incluyendo sensores del 

metabolismo de SL (141). La importancia de este proyecto radica en identificar las 

combinaciones de drogas quimioterapéuticas y perturbaciones (inhibidores de la vía de los 

SL y moduladores de la autofagia) que puedan tener un efecto sinérgico para evaluar el 

destino celular con un enfoque terapéutico en modelos celulares de cáncer de pulmón y 

mama.  

Asimismo, se pretende estudiar el metabolismo de los esfingolípidos para identificar 

patrones de heterogeneidad del tumor como sensor de respuesta a la dinámica de SL, el flujo 

autofágico y la citotoxicidad, como estrategia para la terapia personalizada de cáncer, 

orientada por ensayos de quimiosensibilidad tumoral in vitro.  
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La propuesta de investigación planteada permite comprobar el potencial de los SL 

como sensores de respuesta a la quimioterapia y como sensores capaces de evaluar los 

mecanismos de acción de drogas desconocidas para el descubrimiento de potenciales 

aplicaciones terapéuticas que permitan superar la resistencia a la quimioterapia. 

 

3.2 Objetivos 

3.2.1 Objetivo General 

Evaluar las interacciones quimioterapéuticas con inhibidores de la vía de 

esfingolípidos y moduladores de la autofagia en un modelo celular de cáncer de pulmón 

(A549) y mama (MCF-7) marcado con un análogo de esfingomielina fluorescente (SM-

BOD) y el sensor recombinante LC3/m-Cherry (mCherry-EGFP-LC3B) para monitorear el 

metabolismo de esfingolípido, el flujo autofágico y la citotoxicidad, mediante microscopía 

de fluorescencia. 

3.2.2 Objetivos Específicos 

3.2.2.1 Realizar un ensayo celular en presencia de perturbaciones simples y dobles de 

tratamiento quimioterapéutico, moduladores de la autofagia e inhibidores de la vía de 

los esfingolípidos para cuantificar la citotoxicidad en las líneas celulares de cáncer de 

pulmón y mama (A549 y MCF-7, respectivamente), mediante microscopía de 

fluorescencia. 

3.2.2.2 Cuantificar la fluorescencia en un modelo celular de cáncer de pulmón y mama (A549 

y MCF-7) marcado con un análogo de esfingomielina fluorescente (SM-BOD) y 

elaborar un pipeline de análisis de imágenes para caracterizar la respuesta celular a 

perturbaciones a la vía de esfingolípidos y al flujo autofágico. 

3.2.2.3 Evaluar el comportamiento de las interacciones entre las quimioterapias, 

moduladores de la autofagia e inhibidores de la vía de esfingolípidos en un modelo 

matemático de mezclas gaussianas (GMM) para plantear un modelo topológico del 

destino metabólico del análogo fluorescente (SM-BOD). 
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3.2.2.4 Comprobar experimentalmente la presencia de interacciones sinérgicas entre la vía 

de los esfingolípidos y la autofagia, que estimulan la formación de autofagosomas en 

las líneas celulares, mediante microscopía de fluorescencia. 
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CAPÍTULO IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

La metodología que se describe en esta sección se basa en una publicación previa 

(Quiros et al. (2018) y Molina et al. (2018)) que ha sido adaptada para el procedimiento de 

las líneas celulares A549 de cáncer de pulmón y MCF-7 de cáncer de mama (65, 125). 

 

4.1 Cultivos celulares 

 4.1.1 A549 wild-type (A549 – WT) 

Para evaluar la cinética de la vía de los esfingolípidos y la interacción esfingolípido-

proteína, se cultivaron células A549 – WT de un carcinoma humano de pulmón procedente 

del panel NCI – 60. Las células de cáncer de pulmón se cultivaron en medio RPMI (1640 

Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, EE.UU) suplementado con 10% de suero de 

fetal bovino (FBS Gibco, Life Technologies, Eugene, OR, EE.UU), 1% de penicilina, 

estreptomicina y anfotericina B (Anti-Anti Gibco, Life Technologies, Roskilde, Denmark) y 

1% L-alanina-L-glutamina (GlutaMAX Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, 

EE.UU). El cultivo se incubó a 37 °C (5% CO2) y la disociación de células adheridas se 

realizó con tripsina (TryPLE™ Express Gibco, Life Technologies, Roskilde, Denmark) por 

un máximo de ocho pasajes celulares, para evitar la selección de subpoblaciones (65, 142).  

4.1.2 MCF-7 wild-type (MCF-7– WT) 

Adicionalmente, del panel NCI-60 se cultivó la línea celular MCF-7–WT de cáncer 

de mama en medio RPMI (1640 Gibco, Life Technologies, Grand Island, NY, EE.UU) 

suplementado con 10% de suero de fetal bovino (FBS Gibco, Life Technologies, Eugene, 

OR, EE.UU), 1% de penicilina, estreptomicina y anfotericina B (Anti-Anti Gibco, Life 

Technologies, Roskilde, Denmark) y 1% L-alanina-L-glutamina (GlutaMAX Gibco, Life 

Technologies, Grand Island, NY, EE.UU). El cultivo se incubó a 37 °C (5% CO2) y la 

disociación de células adheridas se realizó con tripsina (TryPLE™ Express Gibco, Life 

Technologies, Roskilde, Denmark) (65, 142). 
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4.2 Preparación de las células de cáncer con la tinción fluorescente SM-BOD 

4.2.1 Siembra de células de cáncer de mama y pulmón (MCF-7– WT y A549 – WT) 

La cinética fluorescente del sensor SM-BOD (BODIPY FL C5 SPHINGOMYELIN 

Molecular Probes, Invitrogen™, Eugene, OR, EE.UU) en las células de cáncer de mama y 

pulmón se evaluó usando una placa de cultivo de 96 pozos en la que se sembró un volumen 

de 100 μL/pozo de la suspensión de células (A549 – WT y MCF-7 – WT) con un contenido 

de 1.5 x105 células/mL. Después, a la placa se le adicionaron 100 μL/pozo de tratamiento 

(inhibidores de la vía de los esfingolípidos y quimioterapias) o medio de cultivo (controles) 

y se incubó por un periodo de 24 horas a 37 °C y 5% CO2, para promover la adhesión celular 

(142, 143). 

4.2.2 Medio de tinción 

Posterior al tiempo de incubación, se removió el medio de cultivo de los pozos de la 

placa de 96 hoyos y se agregó a cada pozo 50 μL de RPMI no suplementado (0% FBS, 1% 

anti-anti, 1% GlutaMAX) con 2 μM de la sonda SM-BOD y 3,8 μg/mL de Hoechst para teñir 

los núcleos celulares (Molecular Probes, Life Technologies, Eugene, OR, EE.UU). Esta 

tinción se incubó por 10 min a 37 °C y 5% CO2 y posteriormente, se realizaron dos lavados 

con 100 μL de medio RPMI no suplementado, para evitar la sobretinción celular (142).  

4.2.3 Medio de lectura 

Seguidamente, se añadió a la placa de cultivo 50 μL de medio de lectura: medio RPMI 

suplementado con 1% FBS (1% FBS, 1% anti-anti, 1% GlutaMAX) y 0,02 mg/mL de yoduro 

de propidio (PI, Molecular Probes, Life Technologies) para evaluar la muerte celular. 

Las condiciones de concentración de SM-BOD, Hoeschst, FBS y PI en el medio de 

tinción y medio de lectura, fueron previamente estandarizadas para obtener imágenes de alta 

definición en el microscopio de fluorescencia y reducir al mínimo el ruido de fondo (143). 
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4.2.4 Tratamientos y controles 

Se diseñó un ensayo de viabilidad celular para evaluar las sinergias de perturbaciones 

dobles y simples (Figura 18), para lo cual se añadió al medio de lectura otros 50 μL por pozo 

de tratamiento (inhibidores de la vía de los SL, moduladores de autofagia, y quimioterapias) 

o medio de cultivo (controles). 

Los tratamientos dobles fueron combinaciones de quimioterapias y perturbaciones 

(inhibidores de la vía de los SL o moduladores de autofagia). Las enzimas inhibidoras de la 

vía de los SL estudiadas fueron: SKI (inhibidor de la esfingosina quinasa II, 4.13 µM, 

Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EE.UU), PDMP (inhibidor de la glucosilceramida 

sintasa, 29.26 µM, ENZO Life Sciences, Farmingdale, NY, EE.UU), Des (Desipramina, 

inhibidor de la esfingomielinasa ácida y ceramidasa ácida, 10.32 µM, ENZO Life Sciences, 

Farmingdale, NY, EE.UU), NCI (inhibidor de la ceramidasa neutra/alcalina, 110.62 µM, 

Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EE.UU), D609 (inhibidor de la esfingomielina sintasa, 

187.62 µM, ENZO Life Sciences, Farmingdale, NY, EE.UU), ACI (inhibidor de la 

ceramidasa ácida, 5.92 µM, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EE.UU), GW (inhibidor de 

la esfingomielinasa neutra, 1.16 µM, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EE.UU), y Myr 

(miriocin, inhibidor  de serina palmatoil-transferasa, 12.46 µM, EMD Millipore Corporation, 

Danvers, MA, EE.UU). 

Los moduladores de autofagia estudiados son: RAP (rapamicina, 1.00 µM, Sigma-

Aldrich), HCQ (hidroxicloroquina-1, 25.00 µM, Sigma-Aldrich), SPA (espautina-2, 40.00 

µM, Sigma-Aldrich), y TOR (Torin-2, 1.00 µM, Sigma-Aldrich).  

Las drogas quimioterapéuticas evaluadas incluyen: EPI (epirrubicina, 0.58 µM, 

Sandoz, Viena, Austria), CIS (cisplatino, 13.32 µM, Pfizer, Sydney, Australia), y PAC 

(paclitaxel, 1.76 µM, AqVida, Hamburg, Germany). Se estudiaron estas tres quimioterapias 

por los resultados preliminares obtenidos, con las cuales se obtuvo las mejores sinergias (ver 

anexo 1). 
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4.3 Evaluación del metabolismo de SM-BOD con células A549– WT y MCF-7– WT 

Para monitorear el comportamiento del sensor SM-BOD frente a diferentes 

perturbaciones en las líneas celulares de cáncer de pulmón y mama, se adquirieron imágenes 

de fluorescencia cada 6 h durante 72 h, utilizando microscopía de fluorescencia automatizada 

(Cytation 3™, Bioteck, Winooski, VT, EE. UU.) con canales DAPI, Texas Red y GFP 

(Figura 19). Además, se realizó un pipeline para el análisis automático de imágenes con el 

software CellProfiler 4.1.3 (www.cellprofiler.org), señalado en el anexo 2, con el cual se 

obtuvieron 153 características de fluorescencia con resolución unicelular, incluidas 

características de textura, morfología e intensidad; asimismo, este protocolo estimó la 

citotoxicidad para cada perturbación utilizando la tinción PI para evaluar sinergismos o 

antagonismos de los tratamientos dobles estudiados. 

Según los datos de citotoxicidad obtenidos del software CellProfiler, fue posible 

obtener valores sinérgicos o antagónicos (que se muestran en la Figura 18) utilizando las 

siguientes ecuaciones (144):  

Citotoxicidad experimental (%) =
células muertas

células totales
 (1) 

Viabilidad experimental (%) = 100 − (citotoxicidad experimental %) 
(2) 

Viabilidad esperada(%) =
viabiliadad individual1 (%)  ∗  viabiliadad individual2 (%)

100
 (3) 

Interacción doble(%) = (viabilidad esperada) − (viabilidad experimental) 
(4) 

Razón de la interacción =
interacción doble (%)

100
 (5) 

 

 

4.4 Topología modelo para el destino metabólico de SM-BOD  

Se aplicó un algoritmo de máquina de vectores de soporte en el software R Studio 

8.13 para reducir las características relacionadas con la sonda de fluorescencia y los atributos 

nucleares del protocolo experimental. El algoritmo permitió la extracción y organización de 

las características según el nivel de significancia. 

http://www.cellprofiler.org/
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Con las características seleccionadas, se aplicó un modelo matemático GMM (Figura 

20) en el software MATLAB 9.8 (145) para identificar el comportamiento de los fármacos 

quimioterapéuticos en la vía SL, comparando su efecto sobre el perfil de heterogeneidad 

celular con el efecto producido por inhibidores conocidos de la vía metabólica de SL (65). 

El perfil de heterogeneidad celular proporcionó la información para realizar clusters 

y asociar diferentes perturbaciones en un dendrograma, en el que fue posible definir 

interacciones dobles para identificar sinergismos y antagonismos. Ese perfil permite inferir 

cómo los agentes quimioterapéuticos y los inhibidores perturban la vía de los SL, con el fin 

de sugerir una topología de red de la vía de SL para la línea celular de cáncer de pulmón 

A549 basada en el metabolismo de la sonda SM-BOD (Figura 21). 

 

4.5 Ensamblaje del vector retroviral mCherry-EGFP-LC3B 

Para validar los resultados del apartado anterior (Figura 21), se debe generar una línea 

celular estable A549 mCherry-EGFP-LC3B marcadas con SM-BOD. Para este fin, las 

partículas retrovirales se generaron en monocapas de células A549 confluentes al 60% 

mediante transfección triple con polietilenimida (Polysciences 23966) del plásmido de 

transferencia pBABE-puro mCherry-EGFP-LC3B (146) (proporcionado por Jayanta 

Debnath, plásmido Addgene #22418), el plásmido empaquetador pCL-Eco (proporcionado 

por Inder Verma, plásmido Addgene #12371) y el plásmido de envoltura pMD2.G 

(proporcionado por Didier Trono, plásmido Addgene #12259) (147). A las 72 h después de 

la transfección, se colectaron los medios que contenían virus, se filtraron a través de una 

membrana de poro de 0,45 µm, se suplementaron con 5 µg/ml de polibreno (Sigma H9268, 

St. Louis, MO, EE. UU.) y se almacenaron a −80 ◦C. Se realizó el mismo procedimiento para 

obtener la línea celular estable de MCF-7. 
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4.6 Generación y clasificación de la línea celular estable A549 mCherry-EGFP-LC3B 

y MCF-7 mCherry-EGFP-LC3B (A549 – LC3/m-Cherry y MCF-7 – LC3/m-Cherry)  

Las monocapas de las células A549 y MCF-7 (80% de confluencia) fueron 

transducidas con partículas retrovirales que portaban el constructo mCherry-LC3B y se 

centrifugaron durante 2 h a 453 g (25 °C). A las 72 h después de la transducción, las células 

se seleccionaron (sorting) con 4 µg/ml de puromicina (Sigma P8833) en RPMI 1640 con 

10% FBS durante 2 días. Se aislaron las subpoblaciones celulares con niveles de expresión 

homogéneos del constructo mCherry-LC3B para cada línea celular mediante clasificación de 

células activada por fluorescencia en un cell sorter BD FACSJazz ™ (BD Biosciences, San 

José, CA, EE. UU.). Las células clasificadas se cultivaron en RPMI 1640 con 10% FBS con 

4 µg/ml de puromicina. La línea celular A549 mCherry-EGFP-LC3B permitió rastrear el 

proceso de autofagia en el ensayo cinético para el metabolismo de SL. 

 

4.7 Evaluación experimental del proceso autofágico de las células estables A549 – 

LC3/m-Cherry 

Para verificar el proceso autofágico presente en las células estables A549 – 

LC3/mCherry (generadas en las secciones 4.5 y 4.6), se realizó el cultivo de las células 

siguiendo el protocolo indicado en la sección 4.1. Posteriormente, se trataron con la sonda 

fluorescente SM-BOD añadiendo el medio de tinción y el medio de la lectura (sección 4.2) 

para el posterior tratamiento con la quimioterapia EPI y los moduladores autofágicos RAP y 

TOR, en su conformación de perturbación simple y doble. Lo anterior, debido a que el 

resultado mostrado en la Figura 21 indica que la interacción de EPI con estas perturbaciones 

promueve la activación del proceso autofágico mediante la formación de AP. 

Posteriormente, con el ensayo completo, se procedió al monitoreo del 

comportamiento autofágico frente a las perturbaciones simples y dobles en las células 

estables A549 LC3/m-Cherry mediante la adquisición de imágenes en el microscopio de 

fluorescencia por un periodo de 24 h (como se describe en la sección 4.3), visualizando los 

canales DAPI, Texas Red y GFP (Figura 22). 



56 

 

 

 

CAPÍTULO V. RESULTADOS 

 

5.1 La quimioterapia interactúa con moduladores de la autofagia e inhibidores de la 

vía de los esfingolípidos para modificar la citotoxicidad. 

Para desarrollar los ensayos de viabilidad celular, se estableció un protocolo que 

permitiera determinar la mejor concentración de la sonda fluorescente en las líneas celulares 

de cáncer de mama y pulmón (MCF-7– WT y A549 – WT, respectivamente). Para este fin, 

se desarrolló un ensayo cinético en el que se evaluó la intensidad fluorescente de SM-BOD 

contra el tiempo de reacción metabólica mediante el análisis con microscopía de 

fluorescencia. La figura 17 muestra el comportamiento de diferentes concentraciones de la 

sonda basado en la intensidad integrada obtenida del análisis de imágenes con CellProfiler, 

de manera que se muestra la disminución o pérdida de la fluorescencia de la sonda en la línea 

celular A549 en el tiempo; mientras que la línea celular MCF-7 muestra constancia en la 

intensidad integrada fluorescente de la sonda SM-BOD. Estos resultados predicen que la 

línea celular A549 – WT logra metabolizar satisfactoriamente la concentración de 2 µM de 

SM-BOD a lo largo de las 72 h del ensayo; por el contrario, la línea celular MCF-7 – WT 

mostró un comportamiento de intensidad fluorescente constante a lo largo de las 72 h de 

ensayo, lo cual puede indicar que el fluoróforo no logró metabolizarse.  

Al no lograr la internalización celular de la sonda SM-BOD en la línea celular de cáncer 

de mama (MCF-7), se determinó que los resultados restantes del proyecto se iban a generar 

únicamente basados en la línea celular de cáncer de pulmón (A549). 
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Figura 17. Ensayo cinético de la intensidad fluorescente contra el tiempo de reacción de la 

sonda fluorescente SM-BOD para las líneas celulares A549 y MCF-7 en su conformación 
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wild-type (WT), mediante microscopía de fluorescencia. (A) Curva cinética de la 

concentración de la tinción SM-BOD (intensidad integrada vs. tiempo) para la línea celular 

A549– WT; (B) Datos del comportamiento cinético de la sonda SM-BOD, basados en el 

comportamiento de la intensidad integrada expresada por el tratamiento de la línea celular 

A549– WT; (C) Curva cinética de la concentración de la tinción SM-BOD (intensidad 

integrada vs. tiempo) para la línea celular MCF-7– WT; (B) Datos del comportamiento 

cinético de la sonda SM-BOD, basados en el comportamiento de la intensidad integrada 

expresada por el tratamiento de la línea celular MCF-7– WT.  

 

La viabilidad celular de las células de cáncer de pulmón A549– WT se obtuvo a partir 

de los datos de interacciones simples y dobles de los ensayos de citotoxicidad (Sección 4.3, 

Ecuaciones (1) a (5)). Los datos de viabilidad esperada y viabilidad experimental se muestran 

en la Figura 18A y 18B, respectivamente, para identificar interacciones sinérgicas y 

antagonistas para tratamientos dobles de perturbaciones-quimioterapia (Figura 18C). 

Los resultados asociados con EPI indican que la interacción quimioterapia-modulador 

constituida por EPI – RAP mostró una sinergia importante que condujo a una disminución 

de la viabilidad al 14% (Figura 18B) en comparación con la viabilidad combinada esperada 

sin interacción de alrededor del 67% (Figura 18A). Según estos datos, se obtuvo un efecto 

sinérgico de 0,5 veces (Figura 18C), siendo la mayor interacción reportada en este resultado. 

Además, la sinergia de EPI – TOR y EPI – ACI fue de 0,4 para ambos casos, mientras que 

la interacción de EPI –NCI fue de 0,3 (Figura 18C). De esta manera, se sugiere que el 

mecanismo de acción de EPI interactúa a nivel de vía con la proteína inhibidora de mTOR 

(TOR – RAP) y con el inhibidor de la ceramidasa (ACI-NCI), desencadenando un efecto 

sinérgico significativo. También, se muestran varias interacciones sinérgicas más débiles 

para EPI con SKI, Des, D609, GW, Myr, HCQ y SPA. El tratamiento doble de EPI – PDMP 

no arrojó interacción y no se observó ningún efecto antagónico en los resultados reportados 

para EPI. 

Por su parte, el fármaco quimioterapéutico CIS mostró la sinergia principal con el 

inhibidor de la ceramidasa neutra (NCI), con un aumento de 0,3 veces en comparación con 
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la citotoxicidad esperada (Figura 18C); las otras condiciones estudiadas mostraron 

interacciones sinérgicas más débiles. No se reportó interacción para la perturbación doble 

CIS – D609 y no se obtuvo ningún antagonismo en los resultados con esta quimioterapia. 

El análisis con PAC demostró que la mayoría de las interacciones mostraron efectos 

antagónicos y, la interacción antagonista más fuerte fue -0,4 con SPA. También se detectaron 

dos sinergismos débiles con Des y GW (0,2 y 0,1, respectivamente). 
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Figura 18. Análisis de viabilidad celular a las 48 h de la línea celular A549 – WT permite el 

reconocimiento de interacciones quimioterapia-inhibidor. (A) Porcentaje de viabilidad 

celular esperada para tratamientos simples y dobles; (B) porcentaje de viabilidad celular 

experimental para tratamientos simples y dobles; (C) interacciones sinérgicas y antagonistas 
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de fármacos quimioterapéuticos y perturbaciones de la vía de esfingolípidos (SL). 

Abreviaturas en la figura: EPI: epirrubicina; CIS: cisplatino; PAC: Paclitaxel; SKI: inhibidor 

de la esfingosina quinasa II; PDMP: inhibidor de la glucosilceramida sintasa; DES: 

desipramina, inhibidor de la esfingomielinasa ácida y ceramidasa ácida; NCI: Inhibidor de la 

ceramidasa neutra/alcalina; D609: inhibidor de la esfingomielina sintasa; ACI: inhibidor de 

la ceramidasa ácida; GW: inhibidor de la esfingomielinasa neutra; MYR: miriocin, inhibidor 

de la serina palmitoil-transferasa; RAP: rapamicina; HCQ: Hidroxicloroquina-1; SPA: 

Espautina-2; TOR: Torin-2. 

 

Para desarrollar el análisis de imágenes para la extracción de características (features) 

con resolución unicelular, se diseñó un protocolo de segmentación de imágenes para evaluar 

el efecto de perturbaciones simples y dobles de la vía de SL (inhibidores o moduladores de 

la autofagia y fármacos quimioterapéuticos) en células individuales, utilizando el software 

CellProfiler. La Figura 19 muestra las imágenes segmentadas utilizando microscopía de 

fluorescencia para el modelo de células de cáncer de pulmón: los núcleos celulares 

reconocidos con sondas de Hoechst en el canal DAPI, PI en el canal Texas Red (Figura 19A) 

y la presencia de la sonda SM-BOD que se analizó en el canal GFP (Figura 19B). Estos 

resultados sugieren cambios asociados a perturbaciones en el metabolismo de SL que pueden 

monitorearse con resolución de una única célula, utilizando la sonda PI para marcar la muerte 

celular, Hoechst para marcar los núcleos celulares y un análogo fluorescente SM-BOD para 

rastrear el metabolismo de SL. 
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Figura 19. Análisis de imágenes para la segmentación subcelular (núcleos/citoplasmas) del 

modelo de células de cáncer de pulmón (A549 – WT) mediante microscopía de fluorescencia. 

(A) Análisis de núcleos teñidos con Hoechst y yoduro de propidio (PI) utilizando los canales 

DAPI y Texas Red, respectivamente; (A1) Núcleos de todas las células obtenido por la suma 

de la señal emitida por los canales DAPI y Texas Red; (A2) Reconocimiento nuclear 

mediante el protocolo diseñado utilizando el software CellProfiler; (A3) Identificación de 

núcleos de todas las células detectadas; (A4) Identificación de núcleos de células muertas en 

el canal Texas Red. (B) Análisis de la sonda BODIPY (SM-BOD) mediante el canal GFP; 

(B1) Esfingolípidos (SL) marcados con la sonda fluorescente; (B2) Reconocimiento de 

células completas mediante el protocolo diseñado con el software CellProfiler; (B3) 

Identificación de todas las células completas; (B4) Eliminación de células muertas 

(reconocidas en A4) de todas las células completas identificadas en B3 para obtener solo 

células vivas. (C) Análisis de viabilidad celular; (C1) Células viables completas; (C2) 

Núcleos de células viables; (C3) Imagen tricolor de señales de los canales DAPI, GFP y 

Texas Red para todas las células; (C4) Eliminación de células vivas de la imagen de las 

células completas reconocidas, para identificar la superposición de células muertas. Escala: 

100 µm. 
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5.2 Un modelo de mezclas Gaussianas de perfiles de heterogeneidad del destino 

metabólico de un análogo de esfingomielina fluorescente sugiere la base mecanicista 

de las interacciones mapeadas en la vía de esfingolípidos.  

Se aplicó un algoritmo de “máquina de vectores de soporte” (software R) para 

seleccionar y organizar features extraídos del análisis de imágenes (Sección 4.4). Se realizó 

un modelo GMM, mediante el software MATLAB, para establecer un perfil de 

heterogeneidad para inferir el efecto de perturbaciones desconocidas en la vía de SL 

(quimioterapias). Se seleccionaron 109 features de fluorescencia de un total de 153 features 

extraídos mediante microscopía de fluorescencia. Los conjuntos de datos celulares para todas 

las condiciones se fusionaron en un solo conjunto de datos para identificar el número máximo 

de subpoblaciones con distribución normal (65) (Figura 20A-D). Para ello, se identificó un 

número óptimo de nueve subpoblaciones significativas mediante la prueba de MANOVA (p 

<0,5, Figura 20A y 20B). De este modo, mediante un perfil de heterogeneidad se determinó 

la frecuencia de las células (Figura 20F) que se agrupan en cada una de esas subpoblaciones 

con el perfil producido por una perturbación conocida (Figura 20E). EPI – ACI, EPI – NCI, 

CIS – PDMP, HQC – SPA y RAP – TOR fueron las interacciones quimioterapia-inhibidor 

que se mapearon juntas debido a las similitudes en sus perfiles de heterogeneidad. Esto 

permitió predecir que la influencia de esos agentes quimioterapéuticos en la vía metabólica 

de SM-BOD es semejante a la de los correspondientes inhibidores de las enzimas de la vía 

de SL. 
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Figura 20. Modelo de mezclas Gaussianas (GMM) permite la asociación de perturbaciones, 

como potencial explicación de las interacciones sinérgicas reportadas. (A) Optimización 

estadística de GMM utilizando los parámetros MANOVA (p-value) y –Log (likelihood). (B) 

Interacciones de subpoblaciones seleccionadas. (C) Gráfico del GMM para datos 

combinados. (D) Clasificación de subpoblaciones celulares en un gráfico 3D. (E) Gráfico de 

dendrograma; los pares encerrados con color son las interacciones de interés. (F) Frecuencia 
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de subpoblaciones relacionadas con las perturbaciones aplicadas. Los diferentes colores 

presentados corresponden a diferentes subpoblaciones celulares. 

 

Se propuso una topología de red de la vía de SL para la línea celular de cáncer de 

pulmón A549 (Figura 21) basada en el metabolismo de la sonda SM-BOD que fue descrita 

en estudios anteriores (125, 148); los cuadros verdes representan los metabolitos 

fluorescentes, los blancos indican la pérdida de fluorescencia y los cuadros magenta son las 

enzimas inhibidoras de la vía de SL (Figura 11, Sección 2.4). Se combinó la topología de la 

vía de los SL con el modelo del proceso autofágico, destacando los principales pasos de la 

autofagia con círculos de puntos (P: fagóforo, AP: autofagosoma y AL: autofagolisosoma), 

en la Figura 21. 

De acuerdo con los resultados obtenidos del GMM, se asociaron los pares inhibidor– 

quimioterapia (obtenidos en la Figura 20) para mapear sus interacciones con la vía de los SL. 

Los cuadros amarillos representan los fármacos quimioterapéuticos detectados según los 

grupos identificados en el gráfico del dendrograma (Figura 20E), que fueron EPI – NCI, EPI– 

ACI y CIS– PDMP. Se asociaron los moduladores de autofagia RAP– TOR y SPA– HCQ 

(cuadros azules y grises, respectivamente; Figura 21); sin embargo, no fue imposible 

asignarlos a una perturbación conocida dentro de la vía SL. Estos resultados sugieren que los 

tratamientos quimioterapéuticos perturban la vía SL de manera similar a sus correspondientes 

inhibidores conocidos. 

La topología del modelo descrito en la Figura 21, sugiere que los mecanismos 

potenciales de las perturbaciones dobles identificadas presentan efectos sinérgicos en la 

citotoxicidad. Los pares EPI – ACI y EPI – NCI inhiben potencialmente la síntesis de So y, 

aumentan la concentración de Cer en diferentes compartimentos celulares. La inhibición de 

la ceramidasa neutra por el par EPI– NCI aumenta potencialmente el contenido de Cer 

localizado en la membrana plasmática (CER_PM). Por su parte, la inhibición de la enzima 

ceramidasa ácida por la interacción EPI– ACI conduce a la acumulación de Cer en el 

compartimento lisosomal. Además, la interacción de CIS– PDMP inhibe potencialmente la 
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enzima glucosilceramida sintasa para evitar la síntesis de glucosilceramida (GLU_CER), lo 

que desencadena un aumento de Cer en el ER y en el lado citosólico del aparato de Golgi. 

La topología mostrada (Figura 21) también sugiere que las interacciones de la 

quimioterapia con los inductores de autofagia TOR o RAP, estimulan la formación de AP 

para mover material celular (incluidos los SL) desde la membrana plasmática (SM_PM) al 

compartimento lisosomal (CER_LYS). 

 

 

Figura 21. Topología modelo para la línea celular de cáncer de pulmón A549–WT del 

destino metabólico de un análogo de esfingomielina fluorescente (SM-BOD) en conjunto con 

el proceso autofágico (círculos punteados). Abreviaturas en la figura: P: fagóforo, AP: 

autofagosoma; AL: autofagolisosoma. Este modelo, permite inferir cómo los diferentes 

agentes quimioterapéuticos e inhibidores perturban la vía de los SL. 

 

Como se mencionó anteriormente, el cluster de inhibidores de la autofagia SPA-HCQ 

no se mapeó con ninguna perturbación conocida de la vía de SL. Según el modelo de red 

propuesto, la SPA inhibe la formación del fagóforo (P) en la PM y, curiosamente, la HCQ 

muestra un comportamiento similar al ACI, inhibiendo así la enzima ceramidasa ácida, la 

cual previene potencialmente la formación de autofagolisosomas (AL). 
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Estos resultados indican que los perfiles de heterogeneidad obtenidos del GMM 

permiten mapear la influencia de perturbaciones individuales en la vía de los SL. Este mapeo 

topológico también sugiere las bases mecanicistas de las interacciones sinérgicas entre los 

fármacos quimioterapéuticos y las perturbaciones conocidas de la vía autofágica y la vía de 

SL. 

 

5.3 Células estables marcadas con mCherry-EGFP-LC3B y SM-BOD, muestran que 

las interacciones de EPI con TOR y RAP estimulan la acumulación de autofagosomas. 

De acuerdo con la topología propuesta, se planteó la hipótesis de que las interacciones 

de los fármacos quimioterapéuticos con los inductores de autofagia TOR y RAP conducen a 

un aumento de vesículas, potencialmente asociadas con la acumulación local de Cer en esos 

compartimentos (Figura 21). Para confirmar dicha hipótesis, se diseñó una imagen 

compuesta con los resultados control y los resultados de perturbaciones dobles y simples para 

las interacciones de EPI– RAP y EPI– TOR en las células estables A549 LC3/m-Cherry 

(mCherry-EGFP-LC3B) marcadas con SM-BOD (Figura 22), con el fin de visualizar la 

presencia de AP marcados con fluorescencia (cargados con SL) para las condiciones 

experimentales planteadas, utilizando microscopía de fluorescencia. 
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Figura 22. Análisis experimental para evidenciar el proceso autofágico, mediante el 

incremento en el contenido de autofagosomas (AP) en las condiciones sinérgicas 

seleccionadas a las 24 h para las células estables A549 mCherry-EGFP-LC3B (A549 LC3/m-

Cherry), mediante microscopía de fluorescencia. Imagen compuesta de control, 

perturbaciones simples de EPI, RAP y TOR, y perturbaciones dobles de EPI-RAP y EPI-

TOR. Abreviaturas en la figura: EPI: epirrubicina; RAP: rapamicina; TOR: torin-2. Escala: 

100 µm. 

 

La imagen compuesta para las células estables A549 LC3/m-Cherry (Figura 22) 

muestra un aumento significativo en el patrón vesicular (el patrón de puntos) para ambas 

condiciones sinérgicas (EPI– RAP y EPI– TOR) en comparación con sus correspondientes 

perturbaciones individuales y control a las 24 h. Estos resultados revelan un mecanismo 

potencial de sinergismo por combinación de inductores de autofagia con inhibidores del 

metabolismo lisosomales de los SL (o quimioterapias con un efecto similar), desencadenado 

un aumento local de SL en los compartimentos autofagosómicos que inducen la muerte 

celular. 
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CAPÍTULO VI. DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

 

Los SL son componentes estructurales esenciales de las membranas biológicas y son 

reguladores cruciales de los procesos celulares (149). Algunos SL se comportan como 

segundos mensajeros involucrados en las decisiones sobre el destino celular, como Cer 

(implicado en la muerte celular) y S1P (promueve la supervivencia celular) (150). En este 

estudio, el análisis de viabilidad celular definió las interacciones sinérgicas que potencian o 

reducen el efecto citotóxico sobre la línea celular de cáncer de pulmón A549– WT (Figura 

18). El ensayo celular con una sonda fluorescente análoga de SM permitió la segmentación 

celular mediante imágenes (Figura 19) y la determinación del nivel de quimiosensibilidad en 

esta línea celular tratada con diferentes perturbaciones de la vía de los SL (Figura 20).  

Además, se propuso una topología modelo con perturbaciones mapeadas de las sinergias 

identificadas para sugerir mecanismos potenciales que expliquen el destino metabólico del 

biosensor fluorescente (Figura 21) en conjunto con el proceso autofágico. Además, las 

imágenes compuestas de los ensayos experimentales evidencian la perturbación del proceso 

autofágico para algunas condiciones específicas, donde se observa un aumento de los AP con 

una colocalización concomitante del SL fluorescente (Figura 22). 

El fluoróforo BODIPY tiene varias ventajas para estudiar el metabolismo y el tráfico 

de lípidos, específicamente en células vivas. Primero, BODIPY tiene una fluorescencia 

visible y fuerte, y suele ser muy fotoestable (151). En segundo lugar, la estructura de 

BODIPY se considera poco polar; por lo tanto, la capacidad de anclaje con la bicapa de la 

membrana celular eucariota es muy eficiente. En tercer lugar, la longitud de onda de emisión 

de la fluorescencia BODIPY varía de 450 nm (verde) a 650 nm (rojo) con una mayor 

concentración en las células (122); esta propiedad hace que la distribución de un análogo 

lipídico marcado con BODIPY particular y sus metabolitos sean dinámicamente visibles, lo 

que permite una fácil observación y cuantificación en células vivas bajo microscopía de 

fluorescencia (122, 152).  

Adicionalmente, el fluoróforo BODIPY se caracteriza por ser una de las tinciones 

celulares más útiles debido a su estabilidad química y térmica y a sus propiedades como 
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sensor fluorescente para interactuar directamente con diferentes proteínas y péptidos (153). 

De esta manera, se propuso el uso de BODIPY (en su conformación de SM-BOD) para el 

rastreo del metabolismo celular como una estrategia prometedora para identificar 

interacciones sinérgicas entre agentes quimioterapéuticos y moduladores de autofagia o 

inhibidores de la vía de los SL, con el fin de inducir o no la citotoxicidad. 

A nivel celular, se propuso monitorear la tinción con SM-BOD para las dos líneas 

celulares de interés (A549 asociado al carcinoma de pulmón y MCF-7 del carcinoma de 

mama) mediante un ensayo cinético, para lo cual se esperaba observar pérdida de la 

fluorescencia del sensor debido al tránsito y metabolismo de la especie, con resolución de 

célula a célula a lo largo del tiempo (154). El metabolismo del sensor SM-BOD inicia su 

localización a nivel de la membrana plasmática; a medida que pasa el tiempo, se internaliza 

hacia el aparato de Golgi, aumentando la señal en la zona perinuclear y la afinidad de la Cer 

por este orgánulo (mediada por la interconversión de SM a Cer) (155), lo que confirma el 

potencial de la tinción SM-BOD para rastrear el metabolismo de los SL a nivel celular.  

Como se muestra en la Figura 17, el ensayo cinético muestra que la línea celular A549 

mostró pérdida de la fluorescencia de la sonda SM-BOD, indicando el metabolismo celular 

de la molécula; sin embargo, no se observó el mismo patrón para la línea celular MCF-7 

marcada con SM-BOD, ya que la fluorescencia de la tinción se mantuvo constante a lo largo 

del tiempo. Esto pudo deberse a la degradación de la tinción lipídica al momento del ensayo, 

lo cual dificultó su uso; es por lo anterior que, no fue posible la continuidad de los 

experimentos con esta línea celular. 

En el análisis de viabilidad celular de A549 (Figura 18) se logró el reconocimiento de 

las principales sinergias entre las interacciones quimioterapia-perturbación (refiriéndose con 

perturbación al modulador de autofagia o al inhibidor de la vía de los SL) mediante 

microscopía de fluorescencia. Posteriormente, el protocolo de segmentación de imágenes 

(Figura 19) permitió evaluar el efecto de las perturbaciones simples y dobles de la vía de los 

SL para extraer los features más relevantes con resolución de una única célula que permiten 

la aplicación del modelo matemático GMM para predecir el comportamiento desconocido de 

agentes quimioterapéuticos con inhibidores conocidos de la vía de los SL (Figura 20). 
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 Se estudiaron las interacciones quimioterapia-perturbación basado en tres agentes 

quimioterapéuticos principales (EPI, RAP y PAC), debido a que, preliminarmente (Anexo 

1), fueron los que arrojaron mejores resultados sinérgicos con diferentes inhibidores de la vía 

de los SL (143, 156). 

EPIRUBICINA (EPI) 

La quimioterapia EPI es un tipo de antraciclina, considerado un fármaco genotóxico 

que se intercala en el ADN y se utiliza para tratamientos contra el cáncer (157), incluido el 

cáncer de pulmón. Este fármaco quimioterapéutico tiene muchos efectos secundarios 

relacionados con su alta toxicidad y la aparición de clones neoplásicos quimiorresistentes. 

Curiosamente, la resistencia a las antraciclinas se asocia con un ajuste en el metabolismo de 

los lípidos y el proceso autofágico (158, 159). Además, el tratamiento con EPI modula la vía 

metabólica de SL y regula la autofagia de una manera específica al tipo celular (157, 160); 

reportes anteriores han descrito que las antraciclinas desencadenan el proceso de muerte 

celular al estimular la producción de Cer (161). 

Después de la evaluación de las interacciones postuladas entre diferentes 

perturbaciones, se identificó que EPI presenta una sinergia importante con TOR y RAP, los 

cuales son inductores de autofagia (Figura 20). Por lo tanto, el modelo topológico indica que 

EPI inhibe la formación de So pero aumentan el contenido de Cer (como se muestra en la 

Figura 21), estimulando la muerte celular. Estudios científicos previos muestran que tanto 

RAP como TOR estimulan la autofagia al inhibir el complejo proteico mTOR, aumentando 

así el transporte de materiales celulares (incluidos los SL como SM-BOD) desde la PM hacia 

el compartimento lisosomal (129). Dicha información, concuerda con los resultados 

obtenidos, debido al aumento en el patrón vesicular del compartimento autofagosómico para 

esas condiciones, lo que indica que el proceso autofágico está activo y sugiere la 

colocalización de SL (potencialmente Cer) en los AP debido a los sinergismos EPI– TOR y 

EPI– RAP en la línea celular A549 (Figura 21). 

La formación autofágica es un proceso muy complejo que incluye moléculas 

adaptadoras para mediar en la muerte celular y la metástasis tumoral (162). Este proceso 

describe la iniciación, nucleación, elongación, maduración, fusión y degradación del material 
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celular colectado (163). Los AP se fusionan con los lisosomas para formar 

autofagolisosomas, que degradan su contenido (orgánulos y proteínas) para mantener la 

homeostasis celular y la renovación de los orgánulos. Los mecanismos reguladores de la 

autofagia son complejos y su vía de señalización ascendente implica principalmente una vía 

dependiente de mTOR y una vía independiente de mTOR (AMPK, PI3K, Ras-MAPK, p53, 

PTEN y estrés del ER) (164). 

Estudios previos han demostrado que los SL tienen la capacidad de modular el 

proceso autofágico. Se ha reportado que la exposición de líneas celulares cancerosas a 

tratamientos quimioterapéuticos aumenta el contenido de Cer (150). De esta forma, la Cer 

induce la autofagia a través de tres mecanismos: (i) el anclaje directo de los AP a las 

mitocondrias (165), (ii) la regulación negativa de los transportadores de nutrientes (166) y 

(iii) la alteración del complejo Beclin-Bcl-2 (un inhibidor de la autofagia) (167, 168). Durante 

la autofagia, los constituyentes citoplasmáticos (proteínas y orgánulos) son engolfados en un 

fagóforo de doble membrana; una vez que la doble membrana se fusiona y el AP madura, es 

transportado por vías de tubulina (microtúbulos) hasta una localización perinuclear, 

fusionándose con un lisosoma que genera una estructura autolisosomal capaz de degradar su 

contenido (169). Lo anterior concuerda con el sitio de mapeo del proceso autofágico en la 

topología del modelo que se muestra en la Figura 21, en la que se observa que la síntesis de 

Cer acompaña la acumulación de AP. Además, la Figura 22 muestra la colocalización de SL 

(presumiblemente Cer) a nivel de lisosoma (vesículas), lo que sugiere que el incremento en 

la formación de AP por los moduladores TOR y RAP y la interrupción de la degradación de 

AP mediada por EPI conduce a una acumulación local de SL que potencialmente 

desencadena la muerte celular. 

Asimismo, el modelo in silico (mostrado en la Figura 21), muestra que la interacción 

EPI– TOR y EPI– RAP promueve una acumulación de Cer en los AP y, los resultados del 

análisis experimental (Figura 22) muestran una colocalización importante de SL 

(potencialmente Cer) en los AP. Sin embargo, se requieren más estudios para determinar la 

identidad de los SL que se acumulan dentro de las vesículas en crecimiento bajo condiciones 

en las que se bloquea la degradación autofagosómica y la degradación a nivel de SL. 
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Adicionalmente, en la Figura 18 se reportó que EPI tiene interacciones sinérgicas con 

los inhibidores ACI y NCI y, según el dendrograma (Figura 20E), se muestra que EPI tiene 

un comportamiento similar al de ACI y NCI. Sin embargo, es conocido que las 

perturbaciones de ACI podrían provocar cambios patológicos en ausencia de acumulación de 

Cer, generando cambios en la expresión genética dentro de la vía de los SL (170), por lo 

tanto, estas interacciones suelen inhibir la formación de So para propiciar la acumulación de 

Cer en presencia de la quimioterapia EPI (Figura 21). 

Como potente SL bioactivo implicado en la regulación de la progresión del cáncer y 

la proliferación celular, el receptor de S1P participa en el control de la respuesta tumoral a la 

quimioterapia, mediante la activación de vías clave como Ras/Erk y PI3K/Akt (171, 172). 

Debido a su papel en la activación de la autofagia, S1P y la expresión de sus receptores 

también participan en la transactivación de los mecanismos de señalización del factor de 

crecimiento, lo que podría ser una dirección potencialmente interesante para futuros estudios 

como un nuevo enfoque de tratamiento. 

CISPLATINO (CIS) 

 CIS o cis-diaminodicloroplatino (II) es un fármaco quimioterapéutico muy conocido 

y ampliamente utilizado para el tratamiento de numerosos cánceres humanos, incluidos los 

de vejiga, cabeza y cuello, pulmón, ovario y testículo. El mecanismo de acción de CIS se ha 

relacionado con su capacidad de entrecruzarse con las bases purínicas del ADN, interfiriendo 

con los mecanismos de reparación del ADN, causando daño a la cadena de ADN y 

posteriormente, induciendo la apoptosis en las células cancerosas. Además, se ha considerado 

que las terapias combinadas de CIS con otros medicamentos, superan la resistencia a los 

medicamentos y reducen la toxicidad (173–175).  

 Es importante mencionar que CIS ha reportado resistencia a medicamentos y 

numerosos efectos secundarios no deseados, como problemas renales graves, reacciones 

alérgicas, disminución de la inmunidad a las infecciones, trastornos gastrointestinales, 

hemorragia y pérdida de audición, especialmente en pacientes más jóvenes (173). Sin 

embargo, la sensibilidad al fármaco CIS se puede mejorar mediante la manipulación de 

enzimas de la vía metabólica de los SL (176).  
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CIS está implicado en la muerte de las células en vías reguladas por los SL, en las 

cuales CIS aumenta el contenido de Cer (177). Esta información sustenta los datos mostrados 

en la Figura 18, en donde sugiere que el fármaco CIS tiene el principal sinergismo con NCI 

y, en modelo topológico, CIS se mapeó con PDMP (Figura 21), indicando que ambos 

presentan comportamientos semejantes. La topología de red, muestra que esta interacción 

aumentaría el contenido de Cer en la región citosólica del aparato de Golgi 

(CER_GOLGIOUT), evitando la glicosilación y su conversión a So en la PM (65). Según 

Dupre et al. (2017), la administración de PDMP a células de cáncer de pulmón estimula el 

estrés del ER, la autofagia y la apoptosis como resultado de las acumulaciones de Cer 

inducidas por PDMP (177), lo cual evidenciaría que la interacción PDMP-CIS sería una 

sinergia interesante (Figura 20 y Figura 21); sin embargo, no fue evidenciado en los 

resultados sinérgicos reportados con PDMP (Figura 18).  

PACLITAXEL (PAC) 

El agente quimioterapéutico PAC o también llamado taxol, es un compuesto 

diterpenoide tetracíclico que tiene un efecto antimitótico sobre las células cancerosas y se 

usa ampliamente para varios tipos de cáncer como el de mama, ovario, pulmón, etc. (178, 

179).  

El mecanismo principal del taxol es su capacidad para estabilizar y prevenir la 

despolimerización de los microtúbulos, lo que lleva al arresto del ciclo celular en la fase 

G2/M y a la muerte celular; sin embargo, este efecto podría depender de las líneas celulares 

y de la dosis. Además de la regulación de la mitosis, PAC también modula la supervivencia 

de las células a través de proteínas reguladoras de la apoptosis, la familia Bcl-2 y también 

otras vías de señalización como JNK/SAPK y la vía NFκB. El taxol activa o inhibe las 

proteínas Bcl-2 pro-apoptóticas (BAX/BAK) o anti-apoptóticas (Bcl-2/MCL-1) para 

provocar la muerte celular en las células cancerosas. El calcio almacenado en el ER también 

podría ser atacado por PAC y liberado para alterar la homeostasis del calcio, lo que complica 

la supervivencia celular (178).  

Los estudios han demostrado que el agente quimioterapéutico PAC aumenta el 

contenido de Cer y estimula la expresión de SMasas, por lo que PAC promueve la hidrólisis 
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de la SM (180). En los resultados expuestos, la quimioterapia PAC es capaz de perturbar la 

vía de los SL; sin embargo, no se pudo asignar a ningún inhibidor conocido (Figura 21), lo 

que significa que probablemente perturba la vía de los SL de manera diferente a los 

inhibidores utilizados en este estudio. Es importante considerar que el modelo simplifica una 

vía más compleja con un número limitado de inhibidores. 

RESULTADOS ADICIONALES 

Revisiones anteriores indican que SPA inhibe la autofagia y evita la formación de 

fagóforos (181). Mientras tanto, la HCQ inhibe la autofagia debido a la acidificación 

lisosomal y bloquea la fusión de AP con lisosomas, desencadenando la acumulación de AP 

(182). Por el contrario, los datos experimentales muestran que HCQ y SPA se mapearon 

juntos en el mismo grupo (Figura 20), lo que sugiere que presentan un comportamiento 

similar para este modelo celular. Una posible explicación para esta discrepancia es que ambas 

perturbaciones tienen consecuencias similares a nivel del efecto sobre la distribución de SL, 

aunque tengan efectos diferentes sobre la autofagia, por lo tanto, no fue posible para el 

algoritmo separarlas y mapearlas correctamente. En consecuencia, la Figura 21 muestra que 

SPA fue mapeada inhibiendo el fagóforo, y la HCQ fue mapeada junto con ACI porque la 

inhibición de la acidificación del autofagolisosoma no le permitiría alcanzar el pH óptimo 

para la correcta activación de las ceramidasas ácidas; por lo tanto, tendría un papel similar al 

de este inhibidor (183). 
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CAPÍTULO VII. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 

7.1 Conclusiones 

La quimioterapia se utiliza comúnmente para tratar el cáncer, pero tiene beneficios de 

supervivencia limitados debido a su alta toxicidad (184) y la resistencia farmacológica debida 

al desarrollo neoplásico. Este proyecto de tesis se basó en la caracterización de la 

heterogeneidad tumoral como una herramienta para mapear los SL en el destino celular y la 

señalización del estrés.  

Con base en los resultados obtenidos de este trabajo, se propone una estrategia para 

el tratamiento farmacológico combinatorio destinada a aumentar los niveles de SL 

antitumorales en compartimentos críticos, lo que lleva a interacciones sinérgicas para mejorar 

los efectos antineoplásicos de la quimioterapia. 

El uso de análogos de SL fluorescentes y sensores moleculares de autofagia 

proporcionó información valiosa sobre las interacciones citotóxicas de diversos agentes 

quimioterapéuticos, incluidos EPI, CIS y PAC, en combinación con inhibidores de la vía de 

los SL y moduladores de la autofagia.  

Los resultados revelaron una sinergia significativa, particularmente entre la EPI y los 

inductores de autofagia (RAP y TOR), lo que lleva a una fuerte reducción de la viabilidad 

celular. El CIS también demostró efectos sinérgicos cuando se combina con un inhibidor de 

la ceramidasa. Sin embargo, PAC exhibió principalmente efectos antagónicos cuando se usó 

en combinación con estos moduladores de autofagia. 

El modelo sinérgico proporcionó información crítica sobre la influencia de la 

quimioterapia en la vía de los SL, lo que sugiere que la combinación de quimioterapias con 

inductores de autofagia aumenta la formación de vesículas, potencialmente relacionadas con 

la acumulación de Cer, desencadenantes de la muerte celular. 

A través de un análisis del metabolismo de los SL y el flujo autofágico en el contexto 

de interacciones quimioterapéuticas y utilizando un modelo de cáncer de pulmón A549, los 
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resultados mostrados establecen la base para el diseño de nuevos protocolos terapéuticos con 

potenciales aplicaciones clínicas, con el objetivo de mejorar la quimiosensibilidad en tumores 

heterogéneos y así potenciar la eficiencia y eficacia de los tratamientos contra el cáncer. 

 

7.2 Recomendaciones 

Algunas consideraciones que podrían tomarse en cuenta para posteriores estudios en 

esta línea de investigación incluyen los ensayos cuantitativos de los AP asociados al 

metabolismo de SL y a la autofagia, dado que estas cuantificaciones no fueron parte del 

alcance de este proyecto. 

Asimismo, se podría sugerir estudios que permitan determinar la identidad de los SL 

que se acumulan dentro de los AP en crecimiento, bajo condiciones en las que se bloquea la 

degradación autofagosómica y la degradación a nivel de SL. Esto permitiría comprobar la 

hipótesis de que potencialmente la Cer es el SL presente en este proceso, lo cual justificaría 

la muerte celular ante las sinergias de EPI con los moduladores de autofagia RAP y TOR. 

Por otra parte, considerando las limitaciones del uso de un fluoróforo de gran tamaño 

como BODIPY, con gran impedimento estérico en su estructura, se podría sugerir el uso de 

SL bifuncionales (SL- Bif), los cuales presentan un fluoróforo químicamente acoplado 

(mediante una reacción denominada click reaction (Anexo 4), más pequeño y con una mayor 

similitud al SL celular endógeno (185), lo cual permite rastrear de manera más directa el 

comportamiento dinámico de las especies de la vía de los SL sin la interferencia que generan 

los fluoróforos voluminoso en la señalización celular (126). Pese a que se hicieron todos los 

esfuerzos por aplicar las técnicas bifuncionales como parte de este trabajo, no fue posible 

debido a limitaciones de reactivos y tiempos de entrega. 

Finalmente, se podría sugerir el uso de herramientas como el microscopio NanoLive 

(https://www.nanolive.ch/), el cual permite un análisis ilimitado de células vivas e inclusive 

en 3D, sin necesidad de añadir fluoróforos, de manera que se pueden tomar imágenes en el 

tiempo o en un momento específico, lo cual facilita el estudio del comportamiento celular 

ante perturbaciones desde su conformación endógena. 

https://www.nanolive.ch/
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SOBRE ESTA TESIS 

 

De este trabajo se deriva una publicación científica (noviembre 2023) en Cells 

Journal (DOI: 10.3390/cells12222588) con el título “Sphingolipid-based synergistic 

interactions to enhance chemosensitivity in lung cancer cells” (Anexo 8).  

 

Adicionalmente, estos resultados fueron presentados en el evento FEBS Special 

Meeting on Sphingolipid Biology: the dawn of a new era (SLBiol2023), el pasado octubre 

2023 en Funchal, Isla de Madeira, Portugal, donde la ponencia oral fue ganadora del premio 

“Short Talk Award” en el congreso (Anexo 5). 

 

Posterior al evento en Portugal, se recibió una invitación para presentar los resultados 

en el evento Glycolipid and Sphingolipid Biology del Gordon Research Seminar (GRS) y 

Gordon Research Conference (GRC) que tuvo lugar en febrero 2024 en Galveston, Texas, 

EE.UU. En este último evento se presentaron los resultados tanto en forma oral (GRS) como 

en la sesión de poster (GRC) (Anexo 6).  

 

Finalmente, estos resultados también fueron presentados en el evento XV 

Sphingolipid Club Meeting, mediante una ponencia oral, que tuvo lugar en la Universidad 

Friedrich-Alexander, en Erlangen, Alemania en setiembre 2024 (Anexo 7). 
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CAPÍTULO IX. ANEXOS 

 

Anexo 1: Identificación de las principales quimioterapias con efectos sinérgicos en 

las líneas celulares A549 y MCF-9 

 Según los resultados preliminares obtenidos, se determina que las principales 

quimioterapias que tienen efectos sinérgicos con inhibidores de la vía de los SL son EPI, CIS 

y PAC, tanto para la línea celular de cáncer de mama (Figura 23) como para la línea celular 

de cáncer de pulmón (Figura 24). 

 

 

Figura 23. Análisis de viabilidad celular para la línea celular de cáncer de mama (MCF-7 – 

WT) para la determinación de las principales quimioterapias con efectos sinérgicos 

inductores de muerte celular (156). 
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Figura 24. Análisis de viabilidad celular para la línea celular de cáncer de pulmón (A549 – 

WT) para la determinación de las principales quimioterapias con efectos sinérgicos 

inductores de muerte celular (143). 
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Anexo 2: Diseño del protocolo de reconocimiento de imágenes (pipeline) para la 

evaluación de la sonda fluorescente SM-BOD en las líneas celulares A549– WT y 

MCF-7– WT. 

A continuación, se presenta el protocolo diseñado para el reconocimiento de imágenes que 

permitió el análisis del metabolismo de la sonda fluorescente SM-BOD mediante el software 

CellProfiler, en su configuración general (Figura 25) y el detalle del pipeline con cada 

módulo diseñado (Figura 26). 

 

 

 

Figura 25. Pipeline general para la evaluación de la sonda fluorescente SM-BOD en las 

líneas celulares A549 – WT y MCF – 7. Fuente: extraído del pipeline elaborado en el 

software CellProfiler. 
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Figura 26. Pipeline detallado para la evaluación de la sonda SM-BOD en la línea celular de 

cáncer de pulmón A549– WT. Fuente: elaboración propia mediante los resultados obtenidos 

del software CellProfiler. 
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Anexo 3: Diseño del protocolo de reconocimiento de imágenes (pipeline) para la 

evaluación del flujo autofágico en las líneas celulares estables A549– LC3/m-Cherry 

y MCF-7– LC3/m-Cherry. 

 

 

Figura 27. Pipeline general para la evaluación del flujo autofágico en las líneas celulares 

estables A549– LC3/m-Cherry y MCF-7– LC3/m-Cherry. Fuente: extraído del pipeline 

elaborado en el software CellProfiler. 
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Figura 28. Pipeline detallado para la evaluación de la citotoxicidad mediada por autofagia, 

marcado con LC3/m-Cherry en la línea celular de cáncer de pulmón A549. Fuente: 

elaboración propia mediante los resultados obtenidos del software CellProfiler. 
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Anexo 4: Síntesis de un esfingolípido bifuncional de ácido graso (pacFA) para 

comparar su funcionalidad en el metabolismo de esfingolípidos con la sonda 

fluorescente SM-BOD  

Los esfingolípidos bifuncionales (SL-Bif) son especies a las que químicamente se les 

une grupos fotoactivables (grupo diazirina) y clickables (grupo alquino terminal) que no 

interfieren significativamente con su actividad biológica (Figura 29A) (149). 

 

 

Figura 29. Reacción de click para la formación de esfingolípidos bifuncionales. (A) Síntesis 

de un esfingolípido bifuncional de ácido graso (pacFA). (B) Esquema general del perfil in 

vivo de las interacciones celulares de lípido-proteína. Fuente: tomado de Haberkant et al. 

(2013) (185). 
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Mediante esta tecnología, la fotoactivación con radiación ultravioleta (UV) permite 

que el SL interactúe con una proteína transmembrana, lo cual promueve el entrecruzamiento 

químico y “fijación” del SL a esta proteína.  En un segundo paso, el grupo clickable se 

derivatiza con una molécula reportera, como lo puede ser un fluoróforo, de manera que la 

molécula se une a la sonda mediante una reacción de click (click reaction), permitiendo 

revelar o visualizar, incluso purificar, el complejo lípido-proteína entrecruzado mediante 

microscopía (Figura 29A); adicionalmente, se pueden realizar análisis de proteómica para 

validar resultados (Figura 29B) y así evidenciar la actividad biológica del SL (149, 185).  

Estos SL-Bif se originan a partir de esfingosina bifuncional (llamada pacSo), la cual 

se incorpora al metabolismo tal y como sucede con la So endógena, llevando a la producción 

de especies bifuncionales de ceramida (pacCer), esfingomielina (pacSM), glucosilceramida 

(pacGlu-Cer) y otros que pueden ser monitoreados por métodos cromatográficos y 

microscópicos (185). Así se puede rastrear de manera más directa el comportamiento 

dinámico de las especies de la vía de SL, sin la interferencia de grupos que generen 

impedimento estérico (como la sonda BODIPY) en la señalización celular (126). 
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Anexo 5: Participación en el congreso FEBS Special Meeting, Sphingolipids Biology: 

the dawn of a new era, que tuvo lugar en la Isla de Madeira, Portugal, del 8 al 13 de 

Octubre, 2023. 
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Anexo 6: Participación en el congreso Gordon Research Seminar (GRS - presentando 

un Short Talk) y Gordon Research Conference (GRC - presentando un poster), que 

tuvo lugar en Galveston, Texas, EE.UU, del 17 al 23 de Febrero, 2024. 
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Para el seminario (GRS): 
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Para la conferencia (GRC): 
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Anexo 7: Participación en el congreso XV Sphingolipid Club Meeting, que tuvo lugar 

en Erlangen, Alemania, del 3 al 7 de Setiembre, 2024. 
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Anexo 8: Artículo científico publicado “Sphingolipid-based Synergistic Interactions 

to Enhance Chemosensitivity in Lung Cancer Cells” con los resultados de la tesis, en 

la revista Cells, en Noviembre 2023 (DOI: https://doi.org/10.3390/cells12222588). 
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