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Resumen 

 

La sepsis es un evento inflamatorio generalizado del organismo inducido por un daño causado 

generalmente por un agente infeccioso. El patógeno más frecuentemente asociado con esta 

entidad es el Staphylococcus aureus, responsable de la inducción de apoptosis en células 

endoteliales debida a la producción de ceramida. Se ha descrito el efecto protector de la proteína 

C activada (PCA) en sepsis y su relación con la disminución de la apoptosis de las células 

endoteliales. En este trabajo se analizó la activación de las quinasas AKT, ASK1, SAPK/JNK y p38 en 

un modelo de apoptosis endotelial usando las técnicas de Western Blotting y ELISA. Las células 

endoteliales (EA.hy926), se trataron con C2-ceramida (130μM) en presencia de inhibidores 

químicos de cada una de estas quinasas y PCA. La supervivencia de las células en presencia de 

inhibidores químicos y PCA fue evaluada por medio de ensayos de activación de las caspasas 3, 7 y 

9, que verificaban la muerte celular por apoptosis. Los resultados evidencian que la ceramida 

reduce la activación de AKT y aumenta la activación de las quinasas ASK, SAPK/JNK y p38, en tanto 

que PCA ejerce el efecto contrario. Adicionalmente se encontró que la tiorredoxina incrementa la 

activación/fosforilación de AKT, mientras que la quinasa p38 induce la defosforilación de AKT. 
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1. Introducción 
 
En los seres multicelulares la muerte celular programada se presenta como un proceso fisiológico 
que desempeña un rol muy importante en el desarrollo embriológico y en los tejidos adultos 
(Cooper, 2012). Cuando a nivel tisular se altera el equilibrio entre la proliferación y la eliminación 
celular se presentan distintas patologías tales como los trastornos neurodegenerativos, sepsis, 
cáncer y enfermedades autoinmunes (Elmore 2007). En el caso de la sepsis,  a causa del estímulo 
producido por los agentes patógenos, se producen diferentes alteraciones que desencadenan la 
apoptosis de las células endoteliales, con el consiguiente incremento en la  morbimortalidad de los 
pacientes afectados. Por tal motivo,  el estudio de las vías moleculares que conducen a la 
apoptosis endotelial es de gran utilidad para el desarrollo de nuevas herramientas terapéuticas. 
 
Se han desarrollado diferentes medicamentos orientados al manejo de las diversas complicaciones 
relacionadas con sepsis, entre ellos se destaca la drotrecogina alfa, o Proteína C Activada (PCA), 
indicada inicialmente para el manejo de la sepsis grave, por su conocida acción antitrombótica, 
anti-inflamatoria y antiapoptótico (Bernard et al. 2001). Sin embargo, el mecanismo molecular 
mediante el cual PCA actúa sobre las quinasas involucradas en el proceso de apoptosis aún no está 
completamente dilucidado. En estudios previos realizados por investigadores pertenecientes a la 
línea de investigación en muerte celular de la Universidad del Rosario se determinó la relación 
entre el efecto anti-apoptótico de la PCA con la activación de la quinasa antiapoptótica AKT. 
Dando continuidad a este estudio, en el presente trabajo se evaluó la acción de la PCA sobre las 
quinasas proapoptóticas ASK1, SAPK/JNK y p38, así como la quinasa antiapoptótica AKT en células 
endoteliales tratadas con C2-ceramida. Este modelo representa una aproximación al proceso de 
apoptosis endotelial inducido por la infección con Staphylococcus aureus. 
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2. MARCO TEORICO 
 
2.1 Endotelio 
 
El endotelio representa el órgano vital más importante del cuerpo humano, se encuentra como 
una monocapa que tapiza los vasos sanguíneos. Entre sus funciones se encuentra la regulación del 
flujo sanguíneo, así como las repuestas inmunológicas e inflamatorias (Gastón, 2008). Las células 
endoteliales tienen una forma poligonal, alargada. Embriológicamente este tejido se origina del 
mesodermo, gracias al proceso conocido como vasculogénesis (Kumar, Abbas, and Fausto 2005) 
 
Normalmente el endotelio responde a señales físicas, químicas y a una gran variedad de factores 
tales como tono vascular, trombogénesis, adhesión celular y procesos inflamatorios de las paredes 
vasculares (Deanfield, Halcox, and Rabelink 2007; Humphrey 2008). Al presentarse la activación 
del endotelio, este pierde su función reguladora protectora, tornándose trombogénico y se 
produce una alteración en la actividad vasomotora, además debido a la injuria estas células entran 
en apoptosis, aumentando más el daño subsecuente (Melgarejo, 2005). Una de las causas de 
activación endotelial es la Sepsis. 
 
2.2 Sepsis 
La presencia de agentes infecciosos en sangre desencadena el proceso de sepsis caracterizado por 
una respuesta inflamatoria sistémica generalizada y exagerada que puede llegar a comprometer la 
vida del paciente debido a las alteraciones hemodinámicas, hemostáticas e inflamatorias que 
induce, llevando a falla multiorgánica y finalmente a la muerte (Wheeler and Bernard 1999). Los 
agentes patógenos que causan este evento generalmente pueden ser hongos o bacterias, siendo 
estas últimas las más comunes, sobre todo las de origen nosocomial. Staphylococcus aureus es la 
bacteria más frecuentemente  detectada en hemocultivos de pacientes comprometidos con sepsis 
(J. Vincent et al. 2009; Mayr, Yende, and Angus 2014). Este patógeno produce múltiples factores 
de virulencia, entre ellos se encuentran la toxina  β y la hemolisina que han sido relacionados con 
el daño endotelial (Calvinho, Donnelly, and Dodd 1993; Esen et al. 2001; J. Vincent et al. 2009; 
Mayr, Yende, and Angus 2014; Camussone and Calvinho 2013). 
 
Los pacientes con sepsis presentan fiebre o hipotermia, taquicardia, taquipnea, edema e 
hiperglicemia, alteración en los niveles leucocitarios y en el estado hemodinámico, disfunción 
orgánica múltiple y alteración en la perfusión de los tejidos (Wheeler and Bernard 1999; Dellinger 
et al. 2008; Angus and van der Poll 2013).  
 
La sepsis es la causa de mayor morbimortalidad en pacientes hospitalizados, y representa altos 
costos a los sistemas de salud.  Su incidencia ha incrementado a nivel mundial, debido al aumento 
de la proporción de personas de la tercera edad y de pacientes inmunosuprimidos (cáncer, SIDA), 
así como al efecto causado por la multi-resistencia a los agentes microbianos de los patógenos 
(Restrepo et al. 1992; Molina et al. 2011). La sepsis ocasionada por infecciones respiratorias, 
secundaria a la infección nosocomial por S. aureus representa una patología frecuente en las 
unidades de cuidado intensivo en nuestro país (Molina et al. 2011). Estudios epidemiológicos 
realizados en Colombia indican que la tasa de mortalidad ocasionada por sepsis se encuentra 
entre un 30 a un 38% de los pacientes hospitalizados (López and Dennis 2009)(Tabla 2.2.1). 
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Autor, año Diseño del estudio Población estudiada(n) Mortalidad 

Jaimes, 1998 Serie de casos, 
retrospectiva 

Pacientes con 
bacteremia (n=432{9 

38% 

Zapata, 2001 Estudio de cohorte 
prospectivo 

Pacientes con SDRIS no 
traumática en 2 
hospitales (n=533) 

33.6% 

Jaimes, 2003 Estudio de cohorte 
prospectivo 

Pacientes admitidos en 2 
centros de emergencias 
(n=734) 

30.7% 

Jaimes, 2004 Corte transversal Pacientes que 
requirieran hemocultivo 
(n=500) 

22.6% vs 36% 
(Hemocultivos 
negativos vs 

positivos) 

Tabla 2.2.1 Estudios sobre sepsis en Colombia. Adaptado de López C & Dennis R. 
 
 
En las últimas décadas se ha intentado comprender las características fisiopatológicas y biológicas 
de la sepsis, buscando encontrar nuevas terapias efectivas, enfocadas en el estudio de agentes 
específicos como las cascadas de las citoquinas, factores relacionados con la desregulación de la 
coagulación e inmunomoduladores (Rivers, Nguyen, and Havstad 2001; Hotchkiss and Karl 2003). 
En la sepsis severa, definida como sepsis asociada a falla multiorgánica aguda, estudios clínicos 
mostraron que la administración de PCA mejoraba la evolución de los pacientes, razón por la cual 
esta molécula ha sido ampliamente estudiada (Bernard et al. 2001; Mayr, Yende, and Angus 2014). 
 
2.2.1 Daño endotelial por proceso bacteriano 
 
Cuando existe un estímulo que favorece la lesión vascular y daño endotelial, como lo que ocurre 
con las sustancias de origen bacteriano, se presenta la activación del endotelio, estimulando su 
actividad pro-coagulante, alterándose la liberación del óxido nítrico, con la consecuente variación 
en la regulación vasomotora, y la subsecuente apoptosis de las células endoteliales (Kumar, Abbas, 
and Fausto 2005). 
 
2.3 Apoptosis 
 
La apoptosis, descrita por primera vez por Kerr et al. en 1972, es un proceso fisiológico normal de 
muerte celular inducido por diversos estímulos, en algunos casos participa en el proceso de 
desarrollo de tejidos, como ocurre en la embriogénesis y el desarrollo fetal, también se encuentra 
involucrada en la regulación de la proliferación celular. También se ha descrito apoptosis inducida 
por daño del ADN o injuria celular(Cooper and Hausman 2010). La alteración en este proceso 
puede ocasionar disfunción de los tejidos y ser causal de enfermedades neurodegenerativas, 
sepsis, inmunológicas, cáncer, entre otras (Bagci et al. 2006) 
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2.3.1 Vías de apoptosis 
 
Existen dos formas generales de desencadenamiento de la apoptosis: vía extrínseca y la vía 
intrínseca. La primera vía involucra la activación de los receptores de muerte a través de FAS 
ligando o TNF, que por medio de la formación de complejos con otras proteínas activan 
inicialmente las caspasas iniciadoras 8 y 10,  y posteriormente activación de las caspasas efectoras 
3 y 7 y la consecuente  inducción irreversible del proceso de destrucción celular (Figura 2.3.1.1) 
(Ouyang et al. 2012).  
 

 
Figura 2.3.1.1 Vía extrínseca de la apoptosis. En la vía extrínseca de la apoptosis los ligandos de 
muerte (TNF-R y FAS) desencadenan el proceso de apoptosis. En el caso de Fas inicia cuando FasL 
se une a su receptor FasR y al dominio de muerte asociado a Fas (FADD); en el otro caso comienza 
cuando TNF-α se une TNF-R junto con FADD y a la proteína del receptor del factor de necrosis 
tumoral tipo 1 asociado al dominio de muerte (TRADD), seguido del clivaje y activación de las 
procaspasas 8 y 10 (Ouyang et al. 2012). 
 
La otra forma de iniciación del proceso de apoptosis, conocida como vía intrínseca, ocurre por la 
activación de la caspasa iniciadora 9. El proceso se desencadena por un daño mitocondrial que 
lleva a la formación de poros en la membrana mitocondrial y a la salida de citocromo C al 
citoplasma, el cual  junto con la proteína APAF, ATP y la procaspasa 9 forman el complejo llamado 
apoptosoma responsable de la activación de la caspasa efectoras 3 y la consecuente cadena de 
eventos tales como la activación de DNAsas (responsables del clivaje del ADN nuclear), por el 
clivaje de ICAD (Inhibidor de las Desoxiribonucleasas Activada por Caspasa) y el clivaje de las 
proteínas estructurales fodrina y gelsolina. El rompimiento de estas proteínas, responsables de la 
integridad estructural de la célula, ocasiona una alteración en la arquitectura de la célula y la 
formación de invaginaciones en la superficie celular que posteriormente darán origen a los 
cuerpos apoptóticos, y que serán reconocidos y fagocitados por los macrófagos (Portt et al. 2011). 
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Figura 2.3.1.2 Vía intrínseca de la apoptosis. Las quinasas pro-apoptóticas actúan sobre las 
proteínas de la familia Bcl-2, inhibiendo a Bcl-2 y Bcl-xl, y activando a Bid, Bim, BAD y Bax, lo que 
produce la formación de poros en la membrada mitocondrial, la salida del citocromo C desde la 
mitocondria al citoplasma y la formación de un complejo compuesto por citocromo C, ATP, Apaf1 
y caspasa 9, conocido como apoptosoma (Dhanasekaran and Reddy 2008; C.-L. Chen et al. 2008; 
Liao et al. 2013). 
 
La activación de las proteínas Bcl-2 pro-apoptóticas, Bad, Bim y Bak, directamente responsables de 
la formación de poros en la mitocondria puede ocurrir por el estímulo de las proteínas quinasas 
pro-apoptóticas SAPK/JNK y p38 o por estímulos que comprometen a la mitocondria (Liao et al. 
2013; Czubowicz and Strosznajder 2014). 
 
2.3.2 Ceramida 
 
Las ceramidas son  N-acil-esfingosinas compuestas por un ácido graso unido a un grupo amino de 
una esfingosina. Estos esfingolípidos funcionan como segundo mensajeros en diversos procesos 
celulares: apoptosis, proliferación, detención del ciclo celular y diferenciación (Arboleda et al. 
2010). Se generan de tres formas, la primera a partir del rompimiento de la esfingomielina de la 
membrana celular por medio de una esfingomielinasa; la segunda es la síntesis de novo, que 
ocurre en el retículo endoplásmico a partir de la condensación del palmitato y la serina, y la 
tercera vía  ocurre por la ruptura de esfingolípidos complejos y glicoesfingolipidos en 
compartimentos celulares acídicos, tales como los endosomas y los lisosomas.  En relación con el 
proceso de apoptosis, se ha descrito que las ceramidas participan en la formación de poros en la 
membrana mitocondrial directamente, o indirectamente a través de su acción sobre las quinasas 
pro-apoptóticas ASK1, SAPK/JNK y p38 o  mediante la inhibición de la proteína quinasa anti-
apoptótica AKT que lleva a la activación de las proteínas Bcl-2 pro-apoptóticas Bax y Bak (Merrill 
and Wang 1986; Stoica et al. 2005; Arboleda et al. 2010; Hage-Sleiman et al. 2013) 
 
2.3.2.1 Relación infección-ceramida-apoptosis 
 
Se ha descrito que el S. aureus induce la apoptosis de células endoteliales mediante la activación 
de las caspasas 3 y 8, la liberación del citocromo C, estimulando la vía SAPK/JNK y la producción de 
ceramida (Esen et al. 2001). Esta capacidad de inducir apoptosis puede representar mecanismos 
de sobrevivencia de la bacteria al ocasionar daño tisular, comprometiendo la respuesta inmune y 
promoviendo por lo tanto la dispersión bacteriana.  
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S. aureus produce, entre sus factores de virulencia, la β-toxina, una exoproteína hemolítica que 
funciona como una esfingomielinasa rompiendo la esfingomielina presente en las membranas 
celulares y liberando ceramida al citoplasma. Esta toxina se ha relacionado con lesiones vasculares 
en tejido mamario de vacas (O’Callaghan et al. 1997; Calvinho, Donnelly, and Dodd 1993; Grassmé 
et al. 2008; Camussone and Calvinho 2013)  
 
2.3.3 Mecanismos de regulación de la apoptosis 

 
2.3.3.1 La familia Bcl-2 
 
Las proteínas de la familia de Bcl-2 se encuentran involucradas en la regulación de la apoptosis al 
estar relacionadas con la integridad de la membrana mitocondrial. Este grupo de proteínas poseen 
cuatro grupos de dominios de homología conservados, designados BH1, BH2, BH3 y BH4. Estas 
proteínas pueden clasificarse según su función en: anti-apoptóticas (Bcl-2, Bcl-xl), que inhiben la 
apoptosis al interactuar con los miembros pro-apoptóticos de este grupo; proteínas ejecutoras 
(Bax, Bak), relacionadas con formación de poros en la membrana externa mitocondrial y las que 
son pro-apoptóticas que tienen únicamente el dominio BH3 (Bid, Bim, Bad, Bik) y que se 
encuentran en relación directa con la activación de las proteínas ejecutoras (Cosentino and García-
Sáez 2014). 
 
 
2.3.3.2 Inhibidores de caspasas (IAPs) 
 
Las proteínas inhibidoras de apoptosis (IAP) son una familia de proteínas, descritas inicialmente en 
baculovirus,  que funcionan como inhibidores endógenos de la apoptosis. Entre las IAPs se 
encuentran la proteína inhibitoria de apoptosis neuronal (NAIP), IAP ligada al cromosoma X (XIAP), 
survivina y IAPs humanas 1 y 2 (HIAP-1 y HIAP-2) (Ambrosini, Adida, and Altieri 1997).  
 
Para inhibir la apoptosis las IAP bloquean a las caspasas efectoras 3, 7 y 9 (Duckett et al. 1998; 
Holcik and Korneluk 2000; Huang et al. 2001). 
 
2.3.4 Vías de señalizacíon proapotóticas: MAPK 
 
Las MAPKs son una familia denominadas proteínas quinasa activadas por mitógenos. Estas 
quinasas fosforilan diferentes grupos de sustratos y regulan diversos proceso celulares tales como 
proliferación celular, tumorogénesis, diferenciación celular y apoptosis (Ennis, Fultz, and Smith 
2005). Las MAPKs se encuentran altamente conservadas en la evolución (Meister et al. 2013) y 
funcionan en forma de cascadas, en las cuales las quinasas que se encuentran corriente arriba 
fosforilan y por tanto activan a las que se encuentran en un nivel inferior de la cascada, esto 
permite una regulación y una integración de múltiples señales (Kieran et al. 1999). 
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Figura 2.3.4.1 Activación de las vías pro apoptóticas. Adaptado de CST Pathway, de Cell Signaling 
Tecnology® 
 
Las MAP quinasas pueden ser translocadas al núcleo, y allí participar en la regulación de la 
transcripción al fosforilar factores de transcripción y otras proteínas nucleares. Estas quinasas  
pueden ser activadas por diferentes estímulos, como estrés, TNF, interleuquina 1, choque 
osmótico, choque de calor, radiación  ultravioleta, daño del ADN e inhibidores de la síntesis 
proteica (Kieran et al. 1999; S. Yang, Galanis, and Sharrocks 1999) 
 
 
2.3.4.1 Quinasa p38  
 
Inicialmente identificadas como proteínas activadas en respuesta a factores que inducen estrés 
celular y citoquinas pro-inflamatorias, los miembros de la familia de p38 responden a factores 
estresores como el choque osmótico, radiación UV, citoquinas pro-inflamatorias, hipoxia entre 
otros factores de estrés (Raman, Chen, and Cobb 2007). Se han descrito cuatro isoformas, las dos 
primeras p38α (MAPK14) y p38β (MAPK11), son activadas por fosforilación en Thr-180 y Tyr-182, y 
se expresan en todos los tejidos. p38γ (MAPK12), es fosforilada en Thr-183 y Tyr-185. p38δ 
(MAPK13) es activada por fosforilación en Thr-180 y Tyr-182. Las proteínas p38γ y p38δ presentan 
una distribución más limitada y selectiva (Wagner and Nebreda 2009). 
 
Los genes que codifican para las proteínas p38α, p38β, p38γ, p38δ  están ubicados en los 
cromosomas 6p21.3-p21.2, 22q13.33 y 6p21.31 respectivamente (Wagner and Nebreda 2009). 
 
La activación de las proteínas de la familia p38 puede inducir la proliferación celular, detención del 
ciclo celular, inflamación, apoptosis, dependiendo de las vías de señalización activadas y de la 
regulación osmótica, estrés celular y eventos del ciclo celular (Zarubin and Han 2005; Darling and 
Cook 2014). Se ha identificado que las proteína MAPKAP quinasa-2 (MAPKAP2) es estimulada por 
p38 secundario a estresores celulares, citoquinas proinflamatorias, lipopolisacaridos (LPS) (Schett 
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et al. 2000). Se ha descrito en células de epitelio intestinal que p38 induce la expresión de Bax y 
p53, lo que lleva a la activación de caspasa 8, 9 y 3 (Gao et al. 2014). 
 
2.3.4.2 Quinasa SAPK/JNK 
 
SAPK/JNK es una serina/treonina proteína quinasa miembro de la familia de proteína quinasas 
activadas por mitógenos (MAPK), (Ennis, Fultz, and Smith 2005). Fueron inicialmente identificadas 
como las quinasas que fosforilan y transactivan el dominio n-terminal del factor de transcripción c-
Jun en respuesta al tratamiento de las células con luz UV(Kyriakis and Joseph 1990). Para este 
grupo de proteínas existen 3 genes que codifican las más de diez isoformas de SAPK/JNK por 
medio de un splicing alternativo. SAPK/JNK 1 (MAPK8) ubicado en 10q11.22, SAPK/JNK 2 (MAPK9) 
que se encuentra en 5q35, SAPK/JNK 3 (MAPK10) localizado en 4q22.1-q23. SAPK/JNK 1 y 2 se 
expresan en todos los tejidos y son activadas por fosforilación de Thr-183 y Tyr-185, mientras que 
SAPK/JNK 3 se expresa en cerebro y se activa por fosforilación en Thr-221 y Tyr-223.(Manning and 
Davis 2003). 
 
SAPK/JNK se activa por diversos procesos de estrés celular incluidos radiación UV, radiaciones 
ionizantes, agentes metilantes, choque térmico y estrés del retículo endoplásmico. La activación 
de SAPK/JNK promueve señales de muerte y se encuentra relacionada con los miembros de la 
familia de Bcl-2 implicados en muerte celular como Bim, JBid y BAD (Dhanasekaran and Reddy 
2008; “Author ’ S Personal Copy Signaling of Endothelial Cytoprotection in Transplantation”; 
Darling and Cook 2014). 
 
2.3.4.3 ASK-1  
 
Es una proteína MAP quinasa quinasa quinasa (MAPKKK) codificada por el gen map3k5, ubicado en 
6q22.33. Se encuentra relacionada con apoptosis, diferenciación y supervivencia celular(Takeda 
2000). Se activa en respuesta a especies reactivas de oxigeno (ROS), citoquinas proinflamatorias y 
estrés de retículo endoplásmico (J. Song et al. 2014). Regula las vías de señalización de las 
proteínas quinasas SAPK/JNK y p38, fosforilando y activando las quinasas MKK4/MKK7 y 
MKK3/MKK6, que se encuentran corriente arriba de SAPK/JNK y p38 (Figura 2.3.3.1)(H. Liu et al. 
2000; Xiaoming et al. 2008). ASK-1 es regulada por la proteína reductora tiorredoxina (TRX), que 
inhibe su actividad serina-treonina quinasa (Madan et al. 2013). Se ha descrito que la ceramida 
induce la activación de ASK por medio de la defosforilación del aminoácido Ser-83 y la fosforilación 
de Thr845. Adicionalmente la ceramida produce la inactivación de TRX por medio de la proteína de 
interacción con tiorredoxina (TXnip) que produce la disociación de ASK-1 con la tiorredoxina, 
activando la vía de las MAPK pro-apoptóticas (Zhou and Summers 1998; C.-L. Chen et al. 2008). 
 
La fosforilación de ASK-1 por AKT en el aminoácido serina localizado en la posición 83 disminuye su 
actividad y lleva a la reducción de la activación de SAPK/JNK disminuyendo notablemente la 
apoptosis inducida por estrés (Darling and Cook 2014). 
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2.3.5 Vías de señalización anti apoptótica 
 
2.3.5.1 AKT 
 
AKT, también conocida como PKB o la quinasa RAC, es una serina/treonina  quinasa conocida 
como la principal vía de transducción de señales involucrada en la regulación de la proliferación, 
crecimiento y supervivencia celular mediada por estímulos extracelulares. AKT regula por 
fosforilación  a GSK3β, Bad, MDM2, caspasa 9, FOXO (M. Kim et al. 2009). AKT fosforila 
directamente a ASK1, con lo que regula de forma negativa a SAPK/JNK y p38 MAPK (Ichijo 1999; 
Stoica et al. 2005; M. Kim et al. 2009). Se han descrito tres isoformas de AKT altamente 
conservadas: AKT1/PKBα, AKT2/PKBβ y AKT3/PKBγ; los genes que codifican para las tres isoformas 
se encuentran localizadas en los cromosomas 14q32, 19q13 y 1q14 respectivamente; AKT1 y AKT2 
se encuentran expresadas  en todos los tejidos, mientras que AKT3 se expresa en neuronas y 
testículos.  
 
Cada miembro de la familia de AKT contiene un dominio de homología a pleckstrina localizado en 
el extremo N-Terminal, un dominio quinasa en la región central y un dominio regulador en el 
extremo C-terminal, que contiene un motivo hidrofóbico(Ichijo 1999). La activación de AKT 
requiere de la fosforilación del fosfatidil inositol,4,5-bifosfato (PIP2) por medio de la proteína 
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI-3K) presente en la membrana plasmática, generándose el fosfatidil 
inositol3,4,5-trifosfato (PIP3) que sirve de ligando para atraer a AKT en la membrana plasmática, 
por su interaccion con el dominio de plecstrina. Una vez AKT se encuentra en las cercanías de la 
membrana es fosforilado por la quinasa dependiente de 3-fosfatidilinositol 1 (PKD1) y PDK2 en 
Thr308 y de Ser473, quedando AKT en su forma activada(G. Song, Ouyang, and Bao 2005; Hemmings 
and Restuccia 2012). Ha sido previamente reportado que la ceramida inhibe a PI-3K, resultando en 
la pérdida de activación de AKT(Schubert 2000; Bourbon, Sandirasegarane, and Kester 2002; Hsieh 
et al. 2014) Adicionalmente las ceramidas activan las fosfatasas de proteína PP2A, que defosforilan 
a AKT (Yin et al. 2006). 
 
2.4 La proteína C activada 
 
Diversas formas de abordaje y manejo han sido planteadas para el tratamiento de la sepsis, desde 
el manejo de la infección, el manejo de las variables hemodinámicas, así como el manejo de los 
procesos inflamatorios y trombogénicos que se presentan en esta patología (Wheeler and Bernard 
1999; Dellinger et al. 2008; Deutschman and Tracey 2014). Es bien conocido que el endotelio es el 
blanco principal del proceso séptico y su activación es la responsable de la sintomatología 
presentada en este tipo de pacientes (Trzeciak et al. 2014). El control de esta respuesta endotelial 
y el incremento de la viabilidad de estas células endoteliales contribuiría a la mejor evolución de 
esta patología , por lo que se han aplicado medicamentos que buscan este fin, entre ellos la 
Proteína C Activada (PCA) dado su efecto antitrombótico (Wheeler and Bernard 1999; J.-L. Vincent 
et al. 2003).  
 
La proteína C es una serina proteasa endógena dependiente de la vitamina K, que es sintetizada 
como zimógeno principalmente en el hígado y secretada al torrente sanguíneo (concentración 
aproximada de 70 nM, vida media de 6-16 h)(Palencia Herrejón 2005). La proteína C es activada 
por clivaje al unirse a su receptor en el endotelio (EPCR), y su interacción con el complejo 
trombina-trombomodulina (Mosnier, Zlokovic, and Griffin 2007). En células endoteliales y 
queratinocitos, PCA activa a su vez a los receptores PAR-1 activando de vías de señalización que se 
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encuentran relacionadas con la activación de la quinasa anti-apoptótica AKT (Bernard and Vincent 
2001; Guo et al. 2013). 
 
Debido a su actividad  anticoagulante, profibrinolítica, antiinflamatoria y citoprotectora, la PCA 
puede servir como un agente de protección endotelial. Hace algún tiempo, la PCA fue utilizada en 
el tratamiento de pacientes con sepsis severa puesto que estudios en humanos mostraban que 
reducía la mortalidad en un 19.4% (Esmon 2003; Bernard and Vincent 2001; Esmon 2012; Darwish 
and Liles 2013). Sin embargo recientemente su uso ha sido suspendido puesto que su efecto 
anticoagulante y fibrinolítico ocasionaba incremento de hemorragias (Ranieri et al. 2012).  
Investigaciones realizadas en modelos murinos han reportado que una variante modificada de la 
PCA, con mínima actividad anticoagulante pero con la misma acción sobre las vías de señalización 
ha sido capaz de reducir en un 40% la mortalidad de los ratones ocasionada por infecciones 
bacterianas (Kerschen et al. 2007; Bae et al. 2007; Guo, Singh, and Wang 2009).  
 
Varios reportes han descrito la actividad  citoprotectora de PCA en diferentes tejidos: endotelio 
(Mosnier, Zlokovic, and Griffin 2007; Hemmer et al. 2011a; Bartolome et al. 2008), podocitos 
(Madhusudhan et al. 2012), y neuronas (Guo et al. 2004). La actividad citoprotectora de PCA está 
relacionada con la regulación de la activación de las caspasas 3, 8 y 9, la reducción de p53 y el 
incremento de las proteínas Bcl-2 anti-apoptóticas (Cheng et al. 2003; Du et al. 2011). 
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3. Justificación 
 
La sepsis es la causa más frecuente de muerte en pacientes hospitalizados alrededor del mundo, 
se han descrito múltiples formas de manejo de esta entidad para aumentar la sobrevida de los 
pacientes, una de ellas ha sido el uso de proteína C activada (PCA), por sus múltiples efectos 
benéficos que permiten disminuir la morbi-mortalidad de los pacientes, entre estos se menciona 
el efecto anti-apoptótico sobre las células endoteliales. Poco se conoce del efecto del tratamiento 
de PCA sobre la activación/inactivación de las vía de las MAPKs, por lo que es importante realizar 
el estudio de su acción por medio de modelos in vitro. El uso de ceramida en células endoteliales, 
como modelo in vitro de sepsis ocasionada infección por S. aureus, permite el estudio de los 
mecanismos moleculares de acción de la PCA sobre las vías de supervivencia de la célula.  
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4. Objetivos 
 

4.1 Objetivo General. 
 

Analizar la regulación de la quinasa ASK1 como punto de convergencia entre las vías PI3K/AKT y 
MAPK en un modelo in vitro de apoptosis endotelial inducida por ceramida. 

 
4.2 Objetivos específicos 

 
1. Evaluar el estado de activación/fosforilación de AKT en presencia de ceramida. 
 
2. Examinar la activación/fosforilación de las quinasas p38 MAPK y SAPK/JNK en presencia de 
ceramida. 
 
3. Estimar la activación/fosforilación de la quinasa ASK1 en presencia de ceramida. 
 
4. Evaluar el efecto del tratamiento con PCA sobre la activación/inactivación de ASK1, p38, 
SAPK/JNK y AKT quinasas. 
 
5. Determinar la activación/inactivación de p38, SAPK/JNK, ASK1 y AKT ante la acción toxica de la 
ceramida en presencia de inhibidores químicos y PCA. 
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5. Materiales y métodos 
 

5.1 Modelo celular Células EaHy926 
 
Se cultivaron células EA.hy926 (ATCC® CRL-2922™), que son el resultado del hibrido entre células 
de endotelio de cordón umbilical (HUVEC) y carcinoma pulmonar humano (A549) (Edgell, 1983). Se 
seleccionó este tipo celular por sus características morfológicas y bioquímicas comunes al tejido 
endotelial. Estas células se mantuvieron en medio D-MEM/F12 (GIBCO) suplementado con glucosa 
al 0.4%, NaHCO3  al 0.37 %, suero fetal bovino al 10% (EUROBIO), penicilina (100U/ml) 
estreptomicina (100µg/ml), las células se incubaron a 37°C con CO2 al 5%.  
 
Para realizar los tratamientos las células fueron sembradas en platos de 6 pozos. Se utilizaron para 
los tratamientos de las células proteína C activada (SIGMA) 5nM por 1 hora y C2-ceramida (SIGMA) 
en una concentración de 130uM por 4 horas. Las concentraciones de PCA y ceramida habían sido 
previamente estandarizadas por investigadores del grupo de muerte celular (Martinez, 2010a).  
Inhibidor de p38 SB203590 (Cell Signaling) 10uM por 1 hora, inhibidor de SAPK/JNK SB600125 
(Millipore) 20uM por 1 hora, Tiorredoxina (SIGMA) 100nM por 1 hora, e inhibidor de AKT 
(LY294002, Cell Signaling) 20uM por 1 hora. 
 
Se realizaron los tratamientos de la siguiente manera: 
 

 Células control sin tratamiento 

 Células tratadas con C2-ceramida (130 µM) durante diferentes tiempos según el 
experimento 

 Células tratadas con proteína C activada (5nM) por una hora 

 Células tratadas con PCA y C2-ceramida 

 Células tratadas con cada uno de los inhibidores 

 Células tratadas con los inhibidores y ceramida 

 Células tratadas con PCA, cada uno de los inhibidores y ceramida. 
 

5.2 Análisis de proteínas 
 
5.2.1 Inhibidores químicos 
Para realizar la inhibición de cada una de las quinasas implicadas en las vías de señalización se 
utilizaron inhibidores químicos, para cada una de las proteínas (Tabla 5.2.1.1). Para SAPK/JNK se 
utilizó el inhibidor SP600125, que compite por el sitio de unión a ATP (Ennis, Fultz, and Smith 
2005). En el caso de p38 se utilizó el inhibidor SB203590 que inhibe la actividad catalítica de p38 al 
unirse al sitio de unión al ATP de p38(Eyers et al. 1998). AKT fue inhibido utilizando LY294002, que 
inhibe la actividad enzimática de PI3K al competir por el sitio de unión a ATP (Vlahos et al. 1994; L. 
Hu, Sun, and Hu 2010). Para ASK1 se utilizó Tiorredoxina, que se ha descrito como un inhibidor 
fisiológico de ASK1, , que se une a la región N-terminal de ASK1 y la inhibe, también se ha descrito 
que TRX en células endoteliales induce la ubiquitización y degradación de ASK1(Saitoh et al. 1998; 
Y. Liu 2002). 
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Quinasa Nombre del inhibidor Concentración utilizada 

AKT LY294003 20 μM 
ASK1 Tiorredoxina 100nM 

SAPK/JNK SP600125 20 μM 
p38 SB203580 10μM 

Tabla 5.2.1.1. Inhibidores químicos de las vías de señalización estudiadas. 
 
5.2.2 Lisis celular 
 
Una vez realizados los diferentes tratamientos, las células fueron lavadas con PBS frio y raspadas. 
Se les adiciono buffer de lisis (Tris-HCL 20mM pH 7.5, NaCl 150mM, EDTA 1mM, EGTA 1mM, 
TritonX-100 1%, Pirofosfato de sodio 20 mM, beta glicerofosfato 1mM, Na3VO4 1mM, Leupeptina 1 
µg/ml, PMSF 1mM), se incubaron en hielo por 5 minutos y fueron sonicadas en 3 pulsos de 3 
segundos cada uno, y centrifugadas a 14.000 RPM por 10min a 4°C. Se tomó el sobrenadante y se 
llevó a cabo la  cuantificación de proteínas por el método de BCA. En este ensayo se cuantifica la 
conversión de Cu2+ a Cu+  mediada por los enlaces peptídicos de las proteínas, este cambio del 
estado de oxidación del cobre en un medio alcalino lleva a un cambio en la coloración de la 
reacción, de un color verde a púrpura. Para esta cuantificación se utilizó como referencia una 
curva seriada de albumina y se cuantificó en espectrofotómetro a una longitud de onda de 562nm. 
 
5.2.3 Western Blotting 
 
Posterior a la cuantificación de los extractos correspondientes a los diferentes tratamientos, se 
cargaron 30μg de proteínas totales en un gel SDS PAGE al 12%. La electroforesis se llevó a cabo a 
100V por 90 minutos. Luego se realizó el proceso de transferencia a la membrada de PVDF a 100V 
por 1 hora. Una vez transferidas las proteínas a la membrana se llevó a cabo el bloqueo con 
solución de bloqueo (TBS 1X, Tween 20 al 0.05%, BSA al 1%) por 1 hora en agitación continua, se 
realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con TBST (TBS 1X, Tween 20 al 0.05%). Se realizó el 
tratamiento de la membrana con el anticuerpo requerido en una concentración de 1:500, se 
utilizaron anticuerpos anti SAPK/JNK, anti SAPK/JNK-p, anti ASK1, anti ASK1-p, anti AKT, anti AKT-p, 
anti p38, anti p38-p. La incubación de la membrana con el anticuerpo en solución de bloqueo se 
realizó toda la noche, a continuación se realizaron 3 lavados, cada uno de 5 minutos en agitación 
continua, y se incubo con el anticuerpo secundario IgG de conejo conjugado con HRP(Cell Signaling 
Technology) en una concentración de 1:1000 por una hora. Posteriormente se realizó la detección 
con el estuche ECL. El rompimiento del agente quimio-luminiscente por la actividad enzimática de 
la peroxidasa de rábano (HRP), produce la emisión de luz que es detectada en una película de 
rayos X. 
 
5.2.4 ELISA 
El ensayo de ELISA se realizó en platos de 96 pozos marca Corning diseñados para ELISA. 
Inicialmente te trató la placa con 100µl del anticuerpo primario que reconocía la forma total de la 
proteína (dilución 1:1000 en PBS), se incubó a 4°C toda la noche; al día siguiente se retiró el 
anticuerpo y se procedió a lavar 4 veces con buffer de lavado (PBS 1X y Tween 20 al 0.05%), se 
realizó el bloqueo con buffer de bloqueo (PBS 1X, Tween 20 al 0.05% y albumina sérica bovina 
(BSA) al 1%), se incubo a 37°C por 2 horas, después de realizado el bloqueo se lavó 4 veces con 
buffer de lavado y  se colocaron los 20μg de extracto proteínas totales dejando en incubación a 
37°C por 1 hora. Posteriormente se lavó 4 veces con buffer de lavado y se colocó el anticuerpo 
secundario, específico para la forma fosforilada de la proteína estudiad (dilución 1:1000), se 
incubó a 37°C por una hora. Luego de la incubación se procedió a lavar nuevamente cuatro veces 
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con buffer de lavado y se colocó el anticuerpo anti-IgG de conejo sintetizado en cabra conjugado 
con  HRP, se incubo a 37°C por 30 min y se lavó 4 veces con buffer de lavado. Posteriormente se 
procede a realizar la detección con TMB utilizando 100µl por pozo e incubando 10min a 37°C. La 
reacción de detuvo con 100ul de solución stop (HCL 1M) y se cuantificó espectofotometricamente 
a una longitud de onda de 450nm.  
 
5.2.5 Inmunofluorecencias 
 
Para realizar las inmunofluorecencias las células fueron cultivadas en cajas de 6 pozos sobre 
laminillas y en estas cajas se realizaron los tratamientos requeridos. 
 
Una vez terminados los tratamientos se aspiró el medio de cultivo y se lavó con PBS 1X, se fijaron 
las células con metanol al 100% y se incubó a -20°C por 5 minutos, se lavó 3 veces con PBS 1X y se 
bloqueó con buffer de bloqueo (BSA al 10% en PBS 1X) a 37°C por una hora, luego se lavó 3 veces 
con PBS 1X y se colocó el anticuerpo contra la forma fosforilada de la proteína diluido en buffer de 
bloqueo en una concentración de 1:1000, se incubó a 4°C toda la noche en cámara humificada. A 
continuación se realizaron 5 lavados con PBS 1X y se colocó el anticuerpo secundario de cabra 
anti- IgG conejo conjugado con DyLightTM 405 diluido en buffer de bloqueo 1:1000 por 2 horas a 
temperatura ambiente en cámara húmeda, luego se lavó 5 veces con PBX 1X. Según fuera 
necesario se realizó el marcaje de los núcleos con bromuro de etidio en una concentración de 
3ng/ml en PBS 1X. El marcaje de los núcleos se realizó con bromuro de etidio, luego se lavaron 5 
veces con PBX 1X y se procedió al montaje de las laminillas en una lámina de vidrio para su 
posterior observación en un microscopio de fluorescencia. 
 
5.3 Valoración de la apoptosis 
 
5.3.1 Ensayo de viabilidad con MTT 
 
Este método permite determinar la viabilidad celular por medio de una reacción colorimétrica que 
se presenta al reducirse el compuesto tetrasolio a formazan, tomando una coloración purpura. 
 
Para el ensayo de supervivencia MTT se sembraron las células en caja de 96 pozos, dejando  
10.000 células por pozo y se realizaron los diferentes tratamientos a las células. Cumplidos los 
tiempos de tratamiento se reemplazó el medio por una mezcla de 20% MTT y 80% PBS, se dejó 
incubar a 37°C por una hora, se retiró el MTT de las cajas por inversión, con golpes secos, se 
adicionaron 100ml de isopropanol a cada pozo, se dejó en agitación por 30 minutos y se cuantificó 
en espectrofotómetro a una longitud de onda de 595nm. 
 
5.3.2 Ensayo de viabilidad mediante citometría de flujo 
 
Se realizó por medio del estuche MUSETM Count and Viability el conteo y viabilidad de las células 
EA.hy926. Este estuche marca de forma diferencial las células viables y las no viables basado en la 
permeabilidad de las células y la unión de los colorantes del ensayo al ADN celular (7-AAD y 
yoduro de propidio). 
 
5.3.3 Actividad Caspasa 
 
5.3.3.1 Análisis de la activación de caspasa 3/7 mediante citometría de flujo 



16 
 

 
Se realizó la detección de caspasa 3/7 en las células EA.hy926 usando el estuche MUSETM caspasa 
3/7 el cual determina el conteo y el porcentaje de células que están en apoptosis por la actividad 
de las caspasas ejecutoras 3/7. Uno de los reactivos contiene un colorante que se une al ADN y 
está conjugado al sustrato DEVD, cuando el colorante se encuentra unido al DEVD, este no puede 
unirse al ADN. El clivaje del complejo colorante-DEVD por la caspasas 3/7 resulta en la liberación 
del colorante, su translocación al núcleo y la unión del colorante al ADN y producción de 
fluorescencia. También tiene en la muestra el marcador 7-AAD como indicador de la integridad 
estructural, con lo que se logra distinguir de las células vivas  las que se encuentran en estadios 
tempranos de apoptosis. 
 
5.3.3.2 Análisis fluorométrico de la activación de caspasa 3 
 
5.3.3.2.1 Actividad Caspasa 3 
 
Se realizó la detección de la Caspasa 3 con el estuche para medición fluorométrica de caspasa de 3 
de SIGMA (CASP-3-F) que se basa en la hidrolisis del péptido sustrato acetil-Asp-Glu-Val-Asp-7-
amido-4-metilcumarina (Ac-DEVD-AMC) por la caspasa 3, resultando en la liberación de la 
molécula fluorescente 7-amino-4 metilcumarina (AMS). La fluorescencia fue cuantificada a una 
longitud de onda de excitación de  360 nm y a 535 nm la emisión. 
 
5.3.3.2.1 Actividad Caspasa 9 
 
Mediante el estuche Chemicon´s MCH6/Caspase-9 Fluorometric Protease Assay, se realizó la 
detección de la activación de la caspasa 9. El ensayo se basa en la detección del clivaje del sustrato 
LEHD-AFC (7-amino-4-trifluorometil coumarina) por el sustrato o por la caspasa, lo que hace que 
se libere el AFC emitiendo fluorescencia.  
 
 
5.4. Análisis Estadístico. 
 
La significancia estadística entre 2 grupos fue realizada usando los métodos no paramétricos U de 
Mann-Whitney y Significancia asintótica bilateral, por medio del programa IBM SPSS. La 
significancia estadística se definió con una P≤0.05 
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6. Resultados y discusión 
 
Con el fin de evaluar el proceso de apoptosis inducida por ceramida en un modelo in vitro de 
células endoteliales, se procedió a analizar la cinética de la activación/inactivación de las vías de 
señalización anti-apoptóticas y pro-apoptóticas inducida por el tratamiento con C2-ceramida. 
 
6.1. Determinación de la disminución de la viabilidad en presencia de ceramida 
 
6.1.1 Análisis de la morfología celular. 
 
En estudios anteriores realizados en el grupo de investigación de muerte celular de la Universidad 
del Rosario se había observado que el tratamiento con ceramida de las células endoteliales 
EA.hy926 ocasionaba muerte celular. Los resultados obtenidos en los ensayos de actividad caspasa 
3, caspasa 8 y caspasa 9, así como la visualización de la condensación de la cromatina y la 
fragmentación del DNA sugieren que la muerte celular es debida a apoptosis (datos no 
presentados) (Morales et al. 2009) 
 
Al realizar el tratamiento de las células endoteliales con C2-ceramida (130 μM), compuesto 
permeable a la membrana plasmática, se aprecia un cambio en la morfología de la célula 
(encogimiento) y  desprendimiento celular (Figura 6.1.1.1). Los resultados sugieren que el 
tratamiento con ceramida induce la activación de vías de señalización que llevan a la activación de 
la cascada de las caspasas, clivaje de los elementos estructurales de la célula, como lo son la actina 
y la fodrina, produciéndose un cambio morfológico visible (Di Bartolomeo and Spinedi 2002; Choi 
et al. 2006; C.-L. Chen et al. 2008) 
 

  
Figura 6.1.1.1 Efecto del tratamiento de ceramida sobre la morfología celular. Las células 
endoteliales EA.hy926 fueron tratadas con C2-ceramida durante diferentes tiempos, y se 
observaron los cambios morfológicos inducidos por esta. A. Células endoteliales sin tratamiento. 
B. Células tratadas con C2-ceramida (130 μM) por 6 horas. C.  Células tratadas con C2-ceramida 
(130 μM) por 12 horas. Morfología observada con microscopía de luz. 400X. 
 
6.1.2 Ensayo MTT 
 
Con el fin de analizar la supervivencia de las células, se realizó una curva de viabilidad durante 
diferentes tiempos de exposición a la ceramida. Se utilizó C2-ceramida a una concentración de 
130μM y se observó la supervivencia con el ensayo MTT. Los valores de supervivencia observados 
durante diferentes tiempos de tratamiento muestran una disminución gradual de la viabilidad. 
Entre 4 y 6 horas aproximadamente el 50% de las células no son viables (Figura 6.1.1.2).  
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Figura 6.1.2.1. Ensayo de viabilidad relativa. Las células endoteliales fueron tratadas con C2-
ceramida durante 24 horas. La detección de las células viables se realizó usando ensayo MTT. 
Células no tratadas se usaron como un control positivo. 
 
Estudios realizados en neuronas corticales con C2-ceramida usando una concentración de 40μM 
reportan que las neuronas presentaban una degeneración progresiva. A las 12 horas de 
tratamiento no se evidenciaba una pérdida de viabilidad significativa, luego a las 24 horas el 50% 
sobrevivía y a las 48 horas el 10% sobrevivía, lo que nos muestra también una disminución de la 
viabilidad celular dependiente del tiempo de tratamiento (Willaime et al. 2001) 
 
El principio del MTT, descrito por Slater et al en 1963, sugería que las sales de tetrazolio eran 
reducidas por las enzimas de la cadena respiratoria mitocondrial, característica que fue 
aprovechada por Mossman en 1983, para desarrollar el ensayo MTT (Slater, Sawyer, and Strauli 
1963; Mosmann 1983). Años después se ha reportado que buena parte de la reducción del MTT 
ocurre en sitios extra mitocondriales, involucrando a NADH y NADPH, por lo cual sustancias que 
interfieran con el contenido de NAD(P)H pueden llevar a estimaciones de supervivencia erróneas 
(Berridge and Tan 1993). Este efecto puede presentarse al realizar el tratamiento de las células con 
DTT y Tioredoxina ocasionando resultados sesgados al evaluar la supervivencia con esta técnica. 
 
6.1.3 Activación de caspasas 
 
Para verificar que la muerte celular presentada en estas células corresponde a apoptosis, se 
analizó la activación de caspasa3/7 mediante citometría de flujo. En este ensayo también se 
observó un aumento progresivo de las células apoptóticas. 
 
Más del 60% de células son positivas para caspasa3/7 a las seis horas de tratamiento (Figura 
6.1.1.3). Con lo que se puede concluir que la ceramida induce muerte celular mediada por 
caspasas que aumenta con el tiempo de exposición a la toxina. 
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Figura 6.1.3.1 Ensayo de Apoptosis. Las células endoteliales fueron tratadas con C2-ceramida 
130μM por 6 horas. Se realizó la detección de células en apoptosis usando el estuche MUSETM 
Caspasa 3/7. A. Porcentajes de células con marcaje positivo para caspasa3/7 B. Gráfico de puntos 
de dos dimensiones correspondiente a las 6 horas de tratamiento con ceramida. Las células no 
tratadas se usaron como control y células tratadas con estaurosporina (STS) en una concentración 
10uM, fueron usadas como control positivo de apoptosis. 
 
6.2 Análisis de las vías de señalización 
 
Al comprobar que la muerte celular producida por el tratamiento de las células endoteliales con 
ceramida correspondía a apoptosis, se procedió a observar lo que ocurría con las quinasas anti 
apoptóticas AKT y pro apoptóticas ASK1, SAPK/JNK y p38, frente al tratamiento con ceramida. El 
estudio de la fosforilación/defosforilación de las quinasa se realizó empleando las técnicas de 
Western Blotting y ELISA.  
 
De acuerdo con lo publicado en la literatura la activación de la quinasa ASK1 (MAPKKK), activa a las 
quinasas MKK3/6 y MKK4/7, que a su vez activara a p38 MAPK y SAPK/JNK que se encuentran 
involucradas en la inducción de la apoptosis mediante la modulación de proteínas pro-apoptóticas 
(Bcl-2 y Bcl-xL) y anti-apoptóticas (Bim, Bax y Bak).(Saitoh et al. 1998; C.-L. Chen et al. 2008; 
Thévenod and Lee 2013) 
 
6.2.1 Estandarización del ensayo de ELISA 
 
Para la realización de los ELISAs indirectos se tomó como base el protocolo de estuche PathScan® 
Sandwich ELISA Protocol (Colormetric ELISA) de Cell Signaling, y los protocolos reportados en la 
literatura (Culteck 2006; Robles 2009)(Figura 6.2.1.1). Inicialmente se estandarizó la cantidad de 
anticuerpo requerida para cada ensayo, realizando una serie de diluciones de cada anticuerpo 
(1:100, 1:500, 1:1000, 1:2000) y utilizando para la detección 30μg de proteínas totales 
provenientes de lisados de células sin tratamiento. Se observó el cambio en la coloración de la 
placa y el cambio en la absorbancia de la luz en un espectofotometro a 450nm(Figura6.2.1.1 B). De 
todas las diluciones realizadas se encontró que la dilución 1:1000 era una dilución óptima para el 
primer y segundo anticuerpo y 1:2000 era suficiente para el tercer anticuerpo, luego se procedió a 
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estandarizar la cantidad mínima de proteínas totales que podría ser utilizada en el ensayo 
((Figura6.2.1.1 C), realizando la prueba con 10μg, 20μg, 25μg, 30,μg y 50μg, y concluyéndose que 
20μg era una concentración adecuada de proteínas totales para realizar la prueba. Finalmente se 
realizó la estandarización de los tiempos de incubación de cada uno de los anticuerpos que forman 
parte del sistema, y del número de lavados suficientes para optimizar los resultados. (Datos no 
presentados). 
 
Los ensayos se realizaron en cajas de 96 pozos fondo plano, marca Corning, como aparecen 
recomendados en el protocolo de PathScan® Sandwich ELISA, se realizó la incubación del primer 
anticuerpo (sintetizado en ratón) contra la versión total de la quinasa a estudiar (detecta tanto las 
formas fosforiladas como las desfosforiladas) , en una dilución 1:1000 a 4°C durante toda la noche, 
posteriormente se realizaron tres lavados con solución de lavado (PBS 1X, Tween 20 al 0.05%), y 
luego se procedió a realizar el bloqueo de la placa con solución de bloqueo (BSA al 1%, PBS 1X, 
Tween 20 al 0.05%) a 4°C por una hora, después se realizaron tres lavados con solución de lavado 
y se procedió a la adición de 20μg de proteínas totales procedentes del lisado celular, se incubo a 
4°C por 12 horas y posteriormente se realizaron tres lavados, luego se adicionó el anticuerpo que 
reconoce la forma fosforilada de la quinasa a estudio (sintetizado en conejo) a una dilución de 
1:1000 se realizó una incubación por una hora a 37°C, luego de la incubación se realizaron tres 
lavados con solución de lavado y se adicionó el anticuerpo de detección (anticuerpo anti-IgG de 
conejo acoplado a HRP sintetizado en cabra) en una dilución de 1:2000, y se incubó por una hora, 
seguido de tres  lavados con la solución de lavado. Finalmente se realizó el proceso de detección 
usando 100 μl TMB (sustrato de HRP), se incubó durante  10 minutos  a 37°C. La reacción se 
detuvo con HCL 1M. La lectura de las placas se realizó en un espectrofotómetro a longitud de onda 
de 450nm (Figura 6.2.1.1). 
 

   
Figura 6.2.1.1. Ensayo de Elisa Indirecto. Se realizó la prueba de ELISA indirecto para cada quinasa 
analizada. A. En primer lugar se utiliza un anticuerpo de ratón contra la forma total de la proteína 
a estudio, seguido de un segundo anticuerpo de conejo contra la forma fosforilada de la proteína y 
finalmente se usa un tercer anticuerpo anti-IgG de conejo acoplado a HRP para la detección de la 
reacción usando TMB. B. Ensayo realizado para la estandarización de la dilución de los anticuerpos 
C. Ensayo realizado para la estandarización la concentración de proteínas.  
 

A                                  B                C 
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6.2.2 Western Blotting  
La detección de las formas fosforiladas de las quinasa mediante Western Blotting es complicada 
debida a la presencia de gran cantidad de fosfatasas en los extractos celulares. En los cocteles de 
inhibidores se usaron 2.5 mM pirofosfato de sodio, 1 mM β-glicerofosfato, 1 mM Na3VO4 y 1 mM 
de fluoruro de sodio. Debido a que la caseina de la leche es rica en proteínas fosforiladas y con el 
fin de evitar que el anticuerpo fuese a reaccionar inespecíficamente con estas proteínas, se 
empleó BSA en lugar de leche descremada a la solución de bloqueo. También se omitió el uso de 
Tween 20 en las soluciones de bloqueo y de lavado. Adicionalmente se intentó agregar 
directamente a las células el buffer de carga, con el fin de disminuir la probabilidad de que las 
enzimas las fosfatasas defosforilaran las proteínas. A pesar de la implementación de estas 
modificaciones no siempre fue posible obtener buenas señales y por lo tanto se priorizó el uso de 
la técnica de ELISA indirecto.  
 
6.2.3 Determinación de la inactivación/defosforilación de AKT en presencia de ceramida 
 
AKT ha sido descrita como la principal quinasa implicada en las vías de señalización anti-
apoptótica. Esta proteína es activada por fosforilación de los aminoácidos serina en la posición 473 
y treonina en la posición 308. Para determinar la activación/inactivación se utilizaron las técnicas 
de Western blotting y ELISA. 
 
El análisis de la activación de AKT en células tratadas con C2-ceramida (130μM) se realizó por 
medio de las técnicas ELISA y Western Blotting. La ceramida se aplicó durante diferentes tiempos, 
desde 5 minutos hasta 1 hora, observándose un aumento en la activación de AKT entre los 
primeros 5 a 15 minutos de tratamiento y con una posterior disminución gradual de la activación 
hacia la hora de tratamiento (Figura 6.2.3.1 parte A) 
 

 

 
Figura 6.2.3.1. Activación de AKT con el tratamiento con C2-ceramida. Las células EA.hy926 
fueron tratadas con 130μM de C2-ceramida. A. Se observó por medio de la técnica de ELISA la 
fosforilación de AKT a los 5 minutos, 15 minutos, 30 minutos, 45 minutos y una hora de 
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tratamiento. Se tomaron como control las células sin tratamiento B. Fosforilación de AKT a los 15 
minutos, 1 y 2 horas mediante Western Blotting. Se utilizó el anticuerpo contra la forma 
fosforilada de AKT en la posición Ser-473. Se tomaron como control las células sin tratamiento. 
 
Los resultados obtenidos usando la técnica de Western Blotting para la determinación de la 
activación de AKT también muestran un aumento de la fosforilación/activación a los 15 minutos de 
tratamiento, con una disminución a la hora y que persiste a las 2 horas (Figura 6.2.3.2). El aumento 
y posterior disminución de la fosforilación de AKT fue también observado en el ELISA. Se ha 
reportado en estudios realizados en células neuronales que la activación de AKT disminuye por la 
acción de la C2-ceramida (Grassmé et al. 2008; Arboleda et al. 2010). También ha sido reportada la 
disminución de la activación de AKT en células promieloblastos, HL-60, ocasionada por el 
tratamiento con ceramida, lo que podría confirmar los hallazgos encontrados en las células 
endoteliales (Hae Jong Kim et al. 2008). 
 
6.2.4 Determinación de la activación/fosforilación de las quinasas SAPK/JNK y p38 MAPK en 
presencia de ceramida 
 
La activación de las quinasas pro-apoptóticas SAPK/JNK y p38 en las células endoteliales tratadas 
con C2-ceramida se estudió mediante Western Blotting y ELISA. 
 
6.2.4.1. Activación/fosforilación de la quinasa SAPK/JNK en presencia de ceramida 
En los resultados del Western blotting se aprecia un aumento inicial de la activación de SAPK/JNK 
entre los 30 minutos y las 2 horas de tratamiento, con una ligera disminución hacia la tercera  hora 
(Figura 6.2.4.1.1 A). Al realizar el ensayo de ELISA se observó un ligero aumento en la primera hora 
de tratamiento con respecto al control y una disminución de la activación en la tercera hora, 
semejando un poco lo observado por medio de la técnica de Wester Blotting (Figura 6.2.4.1.1 B).  
 
 

 
 
 
 

 
Figura 6.2.4.1.1 Activación de SAPK/JNK con el tratamiento con C2-ceramida. Las células 
EA.hy926 fueron tratadas con 130μM de C2-ceramida. Por medio de la técnica de western blotting 
(A)  y ELISA (B) se observó la activación por medio de fosforilación de la molécula SAPK/JNK.  Los 
tratamientos con ceramida se realizaron durante 15, 30 minutos y 1, 2 y 3  horas. Se tomó como 
control (C) las células sin tratamiento. Se tomó como control de carga la membrana teñida con 
amidoblack. Se utilizó el anticuerpo contra la forma fosforilada de SAPK/JNK en las posiciones Thr-
183/Tyr-185. 
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La ceramida modula las señales apoptóticas de la célula e induce la activación de SAPK/JNK (C.-L. 
Chen et al. 2008). En células neurales la ceramida induce la activación de SAPK/JNK y a p38, por lo 
que es posible que se presente un efecto similar en las células endoteliales (Stoica et al. 2005). En 
otro estudio de muerte neuronal inducida por ceramida se reporta un aumento en la fosforilación 
de SAPK/JNK a partir de las 6 horas de tratamiento hasta  las 24 horas de tratamiento (Willaime et 
al. 2001). Lo que implica que en los  modelos de muerte celular de endotelio y neuronas inducida 
por ceramida se encuentra implicada en la activación de la vía proapoptótica SAPK/JNK. 
 
6.2.4.2. Activación/fosforilación de la quinasa p38 en presencia de ceramida 
 
En el caso de la quinasa p38, los resultados de Western Blotting muestran un aumento progresivo 
de la activación/fosforilación de p38 hasta las 5 horas. Al observar la activación en tiempos cortos 
por medio de la técnica de ELISA se observa un aumento entre los cinco y los quince minutos de 
tratamiento que posteriormente disminuye  hacia la hora de tratamiento (Figura 6.2.4.2.1), 
presentándose posiblemente una forma de activación bimodal de p38 con el tratamiento con 
ceramida. 
 

 
 

 
 

 
Figura 6.2.4.2.1. Activación de p38 con el tratamiento con C2-ceramida. Las células EA.hy926 
fueron tratadas con 130μM de C2-ceramida durante diferentes tiempos y se observó la actividad 
de p38 a través del tiempo. A. Western Blotting. B. ELISA. Se tomó como control (C) las células sin 
tratamiento. Se utilizó el anticuerpo contra la forma fosforilada de p38 en las posiciones Thr-
180/Tyr-182. 
 
En células HL-60 tratadas con ceramida se ha descrito un aumento de la activación/fosforilación de 
p38, esto mismo ha sido reportado el estudios realizados en hibridoma de células T de ratón (C.-L. 
Chen et al. 2008; Hae Jong Kim et al. 2008), lo que se podría correlacionar con los hallazgos 
encontrados. Willaime y colaboradores reportan la activación de p38 desde tiempos tempranos y 
que se mantiene por 24 horas, en un modelo de muerte neuronal inducido por ceramida. 
- 
6.2.4.3 Activación/fosforilación de la quinasa ASK1 en presencia de ceramida 
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Al analizar la activación de ASK1 debida al tratamiento con ceramida se observa tanto en los 
resultados del Western Blotting como en los resultados de la técnica de ELISA, un aumento de la 
activación entre la primera y la cuarta hora (Figura 6.2.4.3.1). 
 

 
Figura 6.2.4.3.1. Activación de ASK1 con el tratamiento con C2-ceramida. Las células EA.hy926 
fueron tratadas con 130μM de C2-ceramida durante diferentes tiempos. Se observó la actividad de 
ASK1 a través del tiempo. A. Western Blotting. B. ELISA. Se tomó como control (C) las células sin 
tratamiento. Se utilizó el anticuerpo contra la forma fosforilada de ASK  en la posición Ser-83. 
 
Estudios previos que reportan que la ceramida está relacionada con el aumento de la activación de 
ASK1, en células T Jurkat, debido a que la ceramida induce la expresión de TXnip que produce la 
inhibición de ASK1 (C.-L. Chen et al. 2008). También está descrito que el efecto de aumento de 
activación de la ceramida sobre ASK está relacionado con el aumento de la activación de SAPK/JNK 
y p38(Morad and Cabot 2013) 
 
Es posible que las células al ser tratadas con la ceramida presenten un aumento inicial temprano 
de la activación las proteínas quinasas ASK1, SAPK/JNK y p38, que posteriormente disminuye 
ligeramente. Esta activación inicial podría estar desencadenando el proceso de apoptosis en la 
célula al activar fosfatasas que inactivan a la vía de supervivencia AKT. Se ha reportado en la 
literatura que la acción de las quinasas en la célula es dependiente de la concentración y el tiempo 
que tengan en la célula para producir su acción (Wagner and Nebreda 2009) 
 
Para la realización de los ensayos ulteriores, las células se trataron con ceramida durante cuatro 
horas debido a que los resultados de viabilidad y de activación de caspasas 3/7 muestran que en 
este periodo de incubación aproximadamente el 50% de las células están muertas. Otra razón es 
que entre las 3 y las 4 horas se encuentra la mayor activación de la quinasa pro-apoptótica ASK1 
(Figura 6.2.4.3.1)  
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6.2.4.4 Localización de la quinasa SAPK/JNK en el núcleo 
 
Al realizar el tratamiento de las células con C2-ceramida, se observó la localización de la quinasa 
SAPK/JNK fosforilada en el núcleo (Figura 6.2.4.4.1) 
 

                                                           

  
Figura 6.2.4.4.1.Localización de la quinasa SAPK/JNK en el núcleo. Las células endoteliales 
EA.hy926 fueron tratadas con C2-ceramida 130μM por 3 horas y se observó la ubicación de 
SAPK/JNK fosforilada. A. Células con el anticuerpo contra la forma fosforilada de JNK detectado 
con el anticuerpo secundario conjugado a DyLightTM 405. B. Células con el anticuerpo contra JNK 
conjugado con DyLightTM 405, núcleos teñidos con bromuro de etidio. C. Células con los núcleos 
marcados con bromuro de etidio.  
 
Al realizar el tratamiento de las células con C2-ceramida por 3 horas y observar la ubicación de 
SAPK/JNK fosforilada en las células endoteliales por medio de inmunofluorescencia podemos 
observar la presencia de esta quinasa en el núcleo de las células, lo que puede sugerir una posible 
translocación de SAPK/JNK al núcleo, probablemente debida al tratamiento con ceramida. Este 
efecto también ha sido descrito en células neuronales tratadas con ceramida en una 
concentración de 40μM a partir de las 8 horas de tratamiento(Willaime-Morawek et al. 2003). 
 
 

A 

B                                                      C 



26 
 

6.3. Efecto del tratamiento con PCA sobre las vías de señalización  
 
6.3.1 Efecto del tratamiento con PCA sobre la activación de AKT 
 
En estudios previos realizados por integrantes de la línea de investigación en muerte celular se 
había analizado la actividad anti-apoptótica de la proteína C activada (PCA) en modelos de 
apoptosis endotelial y apoptosis neuronal. Los resultados mostraban que el pre-tratamiento con 
PCA (5nM) reducía la muerte celular inducida por ceramida que y esta disminución estaba 
relacionada con la activación de AKT. Sin embargo, la PCA no mostro actividad antiapoptótica 
cuando se realizaba el cotratratamiento con ceramida o cuando la PCA se aplicaba posterior al 
tratamiento con ceramida (Morales et al. 2009; Camargo 2010; Martinez 2010a). Estos resultados 
fueron corroborados en este estudio. Debido a que los resultados de las cinéticas de activación de 
las diferentes quinasa obtenidos usando ELISA presentaron un comportamiento similar al 
observado con Western Blotting, en esta parte del trabajo se empleó principalmente el método 
ELISA. 
 
Al realizar el cotratamiento de las células con C2-ceramida y con PCA se observa un aumento 
significativo de la activación de AKT comparado con las células tratadas con ceramida. Este 
incremento en la activación de AKT puede estar relacionado con la protección de la célula 
endotelial contra apoptosis (Esmon 2003; Cheng et al. 2003; Mosnier and Griffin 2003; Hemmer et 
al. 2011b). En estudios previos con un análogo de PCA (3K3A-PCA) en células progenitoras 
neurales humanas también se encontró un aumento en la activación de AKT (Guo et al. 2013) 
 
,  

 
Figura 6.3.1.1 Activación de AKT. Las células endoteliales Ea.hy926 fueron tratadas con C2-
ceramida (130 μM)  por 4 horas y PCA (5nM) por una hora. Se observó la activación de la quinasa 
anti-apoptótica AKT. Se utilizaron como control células sin tratamiento. Se considera el nivel de 
significancia p≤0.05 
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6.3.2 Efecto del tratamiento con PCA sobre la activación/inactivación de ASK1, p38, SAPK/JNK 
quinasas 
 
Se analizó el efecto de la PCA sobre la activación/inactivación de las quinasas proapoptóticas ASK1, 
SAPK/JNK y p38 por medio de la técnica de ELISA. Se observó que el tratamiento de las células 
endoteliales únicamente con la PCA lleva a una disminución en la activación de las quinasa pro-
apoptóticas. Al realizar el tratamiento de las células con PCA y posteriormente con ceramida se 
aprecia también una reducción en la activación de estas quinasas con respecto al tratamiento solo 
con ceramida (Figura 6.3.2.1). 
 
Este efecto de disminución de la activación de p38 inducido por PCA ha sido previamente descrito 
en células endoteliales tratadas con IL-1β (Nold et al. 2007). 
 

    

                 
Figura 6.3.2.1. Activación de quinasas proapoptóticas ASK1, SAPK/JNK y p38. Las células 
endoteliales Ea.hy926 fueron tratadas con C2-ceramida (130 μM)  por 4 horas y PCA (5nM) por 
una hora. Se observó la activación de las quinasas pro-apoptóticas ASK1 (A), SAPK/JNK (B), y p38 
(C), se utilizaron como control células sin tratamiento. Se considera el nivel de significancia p≤0.05 
 
La disminución de la activación de ASK, SAPK/JNK y p38 observada en el tratamiento de las células 
con PCA y C2-ceramida, comparada con el nivel de activación de estas mismas quinasas en el caso 
de las células tratadas solo con C2-ceramida puede ser debido al efecto de activación de AKT 
producido por la PCA y que contrarrestaría el efecto inhibitorio de la ceramida sobre esta quinasa, 
logrando además de forma secundaria una disminución de la activación de SAPK/JNK y p38. Chen y 
colaboradores usando un modelo experimental en ratas con pancreatitis aguda severa que 
recibieron tratamiento con PCA, describieron una disminución en la expresión pancreática de p38 
y SAPK/JNK (P. Chen et al. 2007). En el modelo utilizado en este trabajo se analizó la activación de 
las vías de señalización, pero no se realizaron estudios del efecto de PCA sobre la expresión génica. 
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Figura 6.3.2.2 Posible efecto de PCA y C2-ceramida sobre las quinasas AKT, ASK, SAPK/JNK y p38. 
La ceramida presenta una acción inhibitoria sobre AKT y activadora sobre ASK1 e indirectamente 
sobre SAPK/JNK y p38. Según los resultados encontrados es posible que PCA presente una acción 
activadora sobre AKT y que indirectamente presente una acción inhibitoria sobre ASK1, SAPK/JNK 
y p38. 
 
6.4. Determinación de la activación/inactivación de p38, SAPK/JNK, ASK1 y AKT ante la acción 
toxica de la ceramida en presencia de inhibidores químicos y PCA 
 
6.4.1. Estandarización de las concentraciones de inhibidores 
Para cada inhibidor se estandarizaron las concentraciones y los tiempos de incubación de forma 
que se presentara el efecto inhibidor del reactivo, sin comprometer la supervivencia de las células. 
 
6.4.1.1. Inhibidor de p38 
Con el fin de determinar el efecto del tiempo de incubación con el inhibidor de p38 SB203580, 
sobre la supervivencia celular se utilizó la concentración de 10 μM del inhibidor; esta 
concentración había sido  previamente utilizada en la literatura en modelos de endotelio (Hyo 
Jung Kim et al. 2005; Liang et al. 2011). Se observa que a la hora de tratamiento hay una 
supervivencia superior al 60%, razón por la cual esta condición fue seleccionada para realizar el 
ensayo. 
 

 
Figura 6.4.1.1.1. Ensayo MTT del inhibidor de p38. Las células EA.hy926 fueron tratadas con el 
inhibidor de p38 (SB203580) (10μM) y se midió la supervivencia de las células a los 30 minutos, a 
la hora y a las dos horas de tratamiento. Se utilizó como control las células sin tratamiento. 
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6.4.1.2. Inhibidor de SAPK/JNK 
 
Para el caso del inhibidor de JNK (SB600125) se utilizaron 5, 10 y 20 μM del inhibidor con el fin de 
determinar el efecto de las dosis y el tiempo de incubación con el inhibidor(Figura 
6.4.1.1.1)(Palmieri, Perego, and Palombo 2012). Se observó que con una concentración de 10 μM 
se presentaba una supervivencia de las células de aproximadamente el 80%, por lo que se escogió 
dicha concentración para realizar los tratamientos ulteriores. 
 

 
Figura 6.4.1.2.1. Ensayo MTT del inhibidor de SAPK/JNK. Las células EA.hy926 fueron tratadas con 
el inhibidor de JNK. Se utilizaron 0.5 μM del inhibidor durante 15 minutos, 30 minutos y una hora 
de tratamiento, 10 μM y 20 μM durante 30 minutos y 1 hora de tratamiento. Se tomó como 
control las células sin tratamiento.  
 
6.4.1.3. Inhibidor de ASK1 
 
Debido a la actividad de ASK1 es regulada por su estado de óxido-reducción, se utilizó  
inicialmente el agente reductor DTT (ditiotreitol). Como se muestra en la figura 6.4.1.3.1 el ensayo 
MTT no es el adecuado puesto que se observa una sobre-estimación de la viabilidad debido a que 
el DTT reacciona directamente con las sales de tetrazolio (Shoemaker, Cohen, and Campbell 2004). 
El poder antioxidante de la tiorredoxina también  ocasiona el mismo efecto (resultado no 
mostrado). Por tal motivo, en los experimentos que involucraban los inhibidores químicos de las 
vías de señalización se utilizaron los ensayos de citometría de flujo con el estuche MUSETM Count 
and Viability para la determinación de la viabilidad. 
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Figura 6.4.1.3.1 Ensayo de MTT en presencia de DTT. Las células EA.hy926 fueron tratadas con 
DTT y se evaluó la supervivencia observada por medio del ensayo MTT, se realizó el tratamiento 
con DTT 100μM y se midió la absorbancia a los 30minutos y a la hora tratamiento, se utilizó como 
control las células sin tratamiento. 
 
Para tiorredoxina se usó una concentración de 100μM según lo descrito en la literatura (Rubartelli 
et al. 1995; Medhora and Dhanasekaran 2008). Se realizó un ensayo de supervivencia por 
citometría de flujo con el estuche MUSETM Count and Viability para seleccionar el tiempo de 
tratamiento y se observó que a la hora de tratamiento se presenta unas supervivencia de 
aproximadamente el 95.06%, por lo que esta concentración fue escogida para este trabajo. 
 
 

 
Figura 6.4.1.3.2 Ensayo de supervivencia. Las células EA.hy926 fueron tratadas con 100nM de TRX 
y se evaluó la supervivencia observada por medio  de citometria de flujo con el estuche MUSETM 
Count and Viability. Se utilizó como control las células sin tratamiento. 
 
 
6.4.1.4. Inhibidor de AKT 
 
Para la inhibición de la vía de señalización AKT, se utilizó el inhibidor químico LY294002 a una 
concentración de 20μM por una hora. Esta concentración había sido previamente optimizada para 
un modelo de apoptosis endotelial inducida por ceramida, por la estudiante del grupo de 
investigación María Alejandra Martínez en su trabajo de tesis (Martinez 2010)- 
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6.4.2 Efecto del tratamiento con PCA y con inhibidores químicos  sobre la 
inactivación/defosforilación de p38 
 
Por medio de la técnica de ELISA se observó la activación/fosforilación o 
inactivación/defosforilación de las proteínas quinasas con el tratamiento con PCA y la inhibición 
química de cada una de las quinasas 
 
6.4.2.1 Efecto de la inhibición química de p38 
 

 

  

 
Figura 6.4.2.1.1. Inactivación de p38. Las células endoteliales Ea.hy926 fueron tratadas con C2-
ceramida (130 μM) por 4 horas, PCA (5nM) por una hora, SB203580 (Ip38) 10μM por una hora. Se 
observó la activación de las quinasas AKT, ASK1, SAPK/JNK, p38, se utilizaron como control células 
sin tratamiento. Se considera el nivel de significancia p≤0.05 
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Al analizar los datos obtenidos por medio de la técnica de ELISA (Figura 6.4.2.1.1) se observa que 
cuando se realizó el tratamiento de las células con el inhibidor de p38, SB203580, se aprecia una 
disminución de la activación de p38 en un 28.12%. Esta disminución en la activación comparada 
con el control y con C2-ceramida es estadísticamente significativo y comprueba la inhibición de 
p38, como se encuentra reportado en la literatura (Hae Jong Kim et al. 2008). El tratamiento con el 
inhibidor de p38 y el cotratamiento del inhibidor de p38 y C2-ceramida produce un incremento de 
la activación de AKT comparado con el tratamiento con ceramida (Figuras 6.4.2.1.1). Al realizar el 
tratamiento. Aunque no se encuentra descrito en la literatura, se encontró que el cotratamiento 
de PCA y el inhibidor de p38 aumentaban la activación de p38 y de ASK sin afectar la supervivencia 
(Figuras 6.4.2.1.1, 6.4.2.1.2, 6.5.4.1) 
 
Este efecto ha sido también evidenciado en estudios previos realizados en células HL-60, en donde 
sugieren que la inhibición de p38 inhibe la defosforilación de AKT inducida por ceramida, lo que 
podría ser responsable de ese resultado (Hae Jong Kim et al. 2008). Al analizar la activación de ASK 
se aprecia una disminución de su actividad que es significativa con respecto al control cuando las 
células son tratadas con ceramida y el inhibidor de p38. Esto podría ser explicado por el efecto de 
AKT sobre ASK1 (Zhang et al. 2005; C.-L. Chen et al. 2008). Al realizar el cotratamiento las células 
con PCA y SB203580 se evidencia un aumento en la activación de ASK que es significativo al 
compararlo con PCA y una disminución de la activación de JNK que es significativo al compararla 
con el control. Este resultado podría ser explicado por la inhibición de la expresión de SAPK/JNK, 
descrita previamente por Chen y colaboradores. Se ha descrito que el estrés oxidativo junto con la 
inactivación de p38 puede hacer que se produzca una activación de  AKT (Gutierrez 2010). 
 

         
 
Figura 6.4.2.1.2. Activación de p38 y AKT. Las células endoteliales fueron tratadas con C2-
ceramida (130 μM), PCA (5nM) , e inhibidor de p38 (SB203580 20μM). Se observó la activación de 
p38 (A) y AKT (B) con cada uno de los tratamientos por medio de la tecnica Western Blotting. Se 
tomó como control las células sin tratamiento. 
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Figura 6.4.2.1.3. Modelo hipotético del efecto de SB203580 sobre las vias de señalización. Se 
ilustra el efecto de SB203580 y los cotratamientos con PCA y C2-ceramida sobre las quinasas AKT, 
ASK, SAPK/JNK y p38. A. Efecto del  inhibidor sobre las vias. B. Efecto del cotratamento del 
inhibidor con PCA. C. Efecto del cotratamento del inhibidor con ceramida. 
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6.4.2.2 Efecto de la inhibición química de SAPK/JNK 
 

 

 
Figura 6.4.2.2.1. Inactivación de SAPK/JNK. Las células endoteliales Ea.hy926 fueron tratadas con 
C2-ceramida (130 μM) por 4 horas, PCA (5nM) por una hora, SP600125 (IJNK) 20μM por una hora. 
Se observó la activación de las quinasas AKT, ASK1, SAPK/JNK, p38, se utilizaron como control 
células sin tratamiento. Se considera el nivel de significancia p≤0.05 
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Cuando se realizó el análisis de los tratamientos con el inhibidor de SAPK/JNK por medio de la 
técnica de ELISA (Figura 6.4.2.2.1) se observó que las células endoteliales que fueron tratadas con 
el inhibidor de SAPK/JNK SB600125 presentan una inhibición del 44.93% de la activación de 
SAPK/JNK, estadísticamente significativo frente al control y que corresponde a lo reportado 
previamente (Palmieri, Perego, and Palombo 2012). También se observa un aumento en la 
activación de AKT que es significativo frente al control, que podría ser por una acción indirecta del 
inhibidor de SAPK/JNK sobre la fosforilación AKT. Al tratar las células con el inhibidor de SAPK/JNK 
y C2-ceramida se observa una disminución significativa de la activación de SAPK/JNK y p38, que 
pueden deberse a la inhibición de SAPK/JNK. Al realizar el cotratamiento de las células con el 
inhibidor de SAPK/JNK y PCA se aprecia un aumento significativo en la activación/fosforilación de 
AKT y una disminución de ASK1. En todos los tratamientos con el inhibidor de SAPK/JNK SP600125 
se observó un aumento significativo de la activación de AKT, es posible que exista una acción 
indirecta de este inhibidor sobre AKT y eso este causando este resultado. Por medio de la técnica 
Western Blotting se evidenció un aumento importante de la fosforilación de SAPK/JNK con el 
tratamiento con C2-ceramida y una disminución de esta con los cotratamientos con inhibidor 
SAPK/JNK-C2ceramida e inhibidor SAPK/JNK-PCA. 
 

 

                      
Figura 6.4.2.2.2. Activación de SAPK/JNK. Las células endoteliales fueron tratadas con C2-
ceramida (130 μM), PCA (5nM) e inhibidor de SAPK/JNK (20μM). Se observó la activación de 
SAPK/JNK por medio de la técnica Western Blotting. Se usaron como control células sin 
tratamiento. 

 
Figura 6.4.2.2.3. Modelo hipotetico del efecto de SP600125 sobre las vias de señalizacion. Se 
ilustra el efecto de SP600125 y los cotratamientos con PCA y C2-ceramida sobre las quinasas AKT, 
ASK, SAPK/JNK y p38. A. Efecto del  inhibidor sobre las vias. B. Efecto del cotratamento del 
inhibidor con PCA. C. Efecto del cotratamento del inhibidor con ceramida. 
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6.4.2.3 Efecto de la inhibición química de ASK1 
 

 

 

 
Figura 6.4.2.3.1. Inactivación de ASK1. Las células endoteliales Ea.hy926 fueron tratadas con C2-
ceramida (130 μM) por 4 horas, PCA (5nM) por una hora, TRX (100nM) por una hora. Se observó la 
activación de las quinasas AKT, ASK1, SAPK/JNK, p38, se utilizaron como control células sin 
tratamiento. Se considera el nivel de significancia p≤0.05 
 
Al analizar los resultados obtenidos por la técnica de ELISA (Figura 6.4.2.3.1) se observó que 
tratamiento de las células con tirorredoxina, el inhibidor de ASK1, produjo una inhibición del 
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11.93%, que es estadísticamente significativa al compararla con el control y corresponde a lo 
esperado y reportado por la literatura (Rubartelli et al. 1995). También se observó un aumento en 
la activación de AKT que es significativo con respecto al control y una disminución significativo de 
la activación de SAPK/JNK, posiblemente por la inhibición de ASK1 (Y. Liu 2002; Thévenod and Lee 
2013). Al realizar el tratamiento de las células con C2-ceramida y TRX se observó un aumento en la 
activación de AKT significativo. El tratamiento con el inhibidor de ASK1 no tiene efecto sobre la 
actividad de p38. Una disminución significativa de la activación de SAPK/JNK acorde con la relación 
existente entre ASK1 y SAPK/JNK. El aumento de la activación de p38 en presencia del inhibidor de 
ASK1 podría explicarse por la existencia de otra vía de señalización activada por ceramida e 
independiente de ASK1. 
 
Cuando se realizó el cotratamiento con PCA y TRX se evidenció un aumento en la activación de 
AKT, lo que se espera debido al tratamiento con PCA, relacionado con la activación de AKT (X. V 
Yang et al. 2009). La disminución de la activación de SAPKJNK que pueden ser por la acción de PCA 
sobre estas quinasa y que en cierta forma evidenciaría una acción de PCA sobre la fosforilación 
SAPK/JNK no dependiente de ASK1 (C.-L. Chen et al. 2008), y un aumento en la activación de p38.  
 
  

 
 
 
6.4.2.3.2. Modelo hipotetico del efecto de TRX sobre las vias de señalizacion. Se ilustra el efecto 
de TRX y los cotratamientos con PCA y C2-ceramida sobre las quinasas AKT, ASK, SAPK/JNK y p38. 
A. Efecto del  inhibidor sobre las vías. B. Efecto del cotratamento del inhibidor con PCA. C. Efecto 
del cotratamento del inhibidor con ceramida. 
 
 
 
 
 

A       B 
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6.4.2.4 Efecto de la inhibición química de AKT 
 

 

  

 
Figura 6.4.2.4.1. Inactivación de AKT. Las células endoteliales Ea.hy926 fueron tratadas con C2-
ceramida (130 μM) por 4 horas, PCA (5nM) por una hora, LY294002 (LY) 20μM por una hora. Se 
observó la activación de las quinasas AKT, ASK1, SAPK/JNK, p38, se utilizaron como control células 
sin tratamiento. Se considera el nivel de significancia p≤0.05 
 
Al realizar el tratamiento de las células con el inhibidor de AKT, LY294002 se observa inhibición de 
la activación de AKT en un porcentaje de 13.21% que no es estadísticamente significativo, similar a 
lo reportado previamente en otros estudios (Wan et al. 2007). Se observa una disminución 
significativa de la activación de ASK1, que contradice los resultados obtenidos con el Western Blot 
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(Figura 6.4.2.4.2) y con estudios previos que muestran la inhibición de ASK1 con AKT(Zhang et al. 
2005). También se aprecia un aumento significativo de SAPK/JNK y p38 posiblemente debido  a la 
disminución de la inhibición de AKT sobre estas quinasas. Al cotratar las células con el inhibidor de 
AKT y C2-ceramida se observó un aumento significativo de la activación de AKT, una disminución 
significativa de la activación de JNK y un aumento de la activación de p38. Por medio de la técnica 
Western Blotting se observó un aumento de la activación de ASK1 con el cotratamiento de 
LY294002 y C2-ceramida. El tratamiento de las células con el inhibidor de AKT y PCA no mostro 
cambios significativos.  

 

 
Figura 6.4.2.4.2. Activación de ASK1. Las células endoteliales fueron tratadas con C2-ceramida 
(130 μM)  por 4 horas, PCA (5nM) por una hora, LY294002 (LY) 20μM, TRX(100nM) por una hora 
Por medio de la tecnica Western Blotting se observo la activación/fosforilación de ASK1. Se usaron 
como control células sin tratamiento. 

 
 
Figura 6.4.2.4.3. Modelo hipotetico del efecto de LY600125 sobre las vias de señalizacion. Se 
ilustra el efecto de LY600125 y los cotratamientos con PCA y C2-ceramida sobre las quinasas AKT, 
ASK, SAPK/JNK y p38. A. Efecto del  inhibidor sobre las vias. B. Efecto del cotratamento del 
inhibidor con PCA. C. Efecto del cotratamento del inhibidor con ceramida. 

A          

                          B 

 

 

   C 

 

 

 

 

 

 



40 
 

 
6.5. Efecto de la activación/inactivación de p38, SAPK/JNK, ASK1 y AKT en presencia de 
inhibidores químicos y PCA 
 
Para evaluar el efecto de la activación/inactivación de p38, SAPK/JNK, ASK1 y AKT ante la acción 
tóxica de la ceramida en presencia de inhibidores químicos y PCA se realizaron los ensayos de 
activación de Caspasa 3/7 por citometria de flujo y caspasa 3 y 9 por tecnica fluorometrica. Para 
observar la supervivencia celular se realizó un ensayo citométrico. 
 
6.5.1. Activación de Caspasa 3 
 
Con el fin de verificar que el tratamiento con C2-ceramida lleva a la activación de la caspasa 3, se 
realizó un ensayo con el inhibidor específico de caspasa 3 AcDEVD-CHO (Figura 6.5.1.1). Se observa 
un aumento de la actividad de caspasa 3 con el tratamiento con C2-ceramida aproximadamente el 
800% comparado con la caspasa purificada (0.5μg/ml) según lo recomendado por la casa de 
manufactura. La células sin tratamiento muestran un porcentaje de activación de caspasa 3 que 
corresponde a la muerte por apoptosis esperada en células sin tratamiento. 
 
 

 
Figura 6.5.1.1. Activación de Caspasa 3. Las células endoteliales fueron tratadas con C2-ceramida 
(130 μM)  por 4 horas. Se observó la actividad Caspasa 3. Los extractos celulares se incubaron con 
el inhibidor de caspasa 3. Se utilizó como control positivo la enzima caspasa 3 purificada.  
 
La reducción de la actividad caspasa 3 con su inhibidor específico en presencia de ceramida 
corrobora que la actividad detectada corresponde específicamente a la actividad caspasa 3, lo que 
demuestra que la muerte celular inducida por ceramida es mediada por apoptosis. 
 
6.5.2 Activación de la caspasa 3/7 por citometria de flujo. 
 
Al realizar el ensayo de activación de caspasa3/7 mediante citometría de flujo se observó que el 
cotratamiento de las células con PCA y el inhibidor de AKT comparado con el tratamiento 
únicamente con el inhibidor muestra una disminución de la actividad caspasa 3 y caspasa 9 y un 
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aumento de la supervivencia celular relacionado con un ligero aumento de la 
activación/fosforilación de AKT y una disminución de la activación/fosforilación de p38 (Figuras 
6.4.2.4.1; 6.5.2.1; 6.5.3.1; 6.5.4.1). 
 
Cuando se utilizó el cotratamiento de PCA con el inhibidor de ASK1 también se observó una 
disminución de la actividad caspasa 3, caspasa 9 y un aumento de la supervivencia asociado con un 
aumento de la activación/fosforilación de AKT y una disminución de la activación/fosforilación de 
SAPK/JNK. (Figuras 6.4.2.3.1; 6.5.2.1; 6.5.3.1; 6.5.4.1). 
 
Los resultados del cotratamiento de PCA con el inhibidor de SAPK/JNK mostraron un aumento de 
la caspasa 3, una disminución de la caspasa 9, observándose también una disminución de la 
supervivencia relacionada con una disminución de la fosforilación de ASK1. 
 
Al utilizar el cotratamiento de PCA con inhibidor de p38 se apreció una disminución de la actividad 
caspasa 3 y un aumento de la supervivencia asociado con un incremento de la activación ASK1 y 
una disminución de la fosforilación de AKT y SAPK/JNK. 
 
Al analizar el efecto del cotratamiento de ceramida con los inhibidores de ASK y SAPK/JNK se 
observó que los niveles de activación de caspasa 3 se reducen a nivel del control, lo que sugiere 
que estas dos quinasas son las responsables de desencadenar las cascadas de señalización que 
llevan a la activación de caspasa 3. 
 
El cotratamiento de ceramida con el inhibidor de p38 mostró un incremento de la activación de 
caspasa 3, que podría ser explicado por la activación de SAPK/JNK por la inhibición química de 
p38(Cheung et al. 2003; Muniyappa and Das 2008) 
 
Adicionalmente es de interés el aumento en la activación/fosforilación de p38 detectado al 
realizar el cotratamiento de PCA con el inhibidor de ASK1, pero a pesar de esta activación no se 
aprecia aumento de la actividad caspasa 3 o del porcentaje de células muertas (Figuras 6.4.2.3.1; 
6.4.2.3.2; 6.5.2.2). Por otro lado cuando las células endoteliales fueron cotratadas con el inhibidor 
de p38 y PCA se observó un incremento de la actividad de ASK1, sin que se note aumento de la 
actividad caspasa 3, caspasa 9 o del porcentaje de células muertas. Es posible que existan uno o 
varios intermediarios entre PCA y ASK o p38 que se encuentren afectados por tiorredoxina o 
SB203580 y que alteren la acción de PCA. La ausencia de aumento de la activación de la caspasa 3 
y 9 se podría explicar por la acción de PCA sobre AKT, que a su vez fosforila e inactiva la caspasa 9. 
 
La reducción de la actividad caspasa 3 inducida por PCA ha sido previamente descrita en un 
modelo en ratas  donde se demostró que el uso de PCA reducía la apoptosis neuronal (Memos et 
al. 2009). Este efecto es debido a la activación de PAR1, por la PCA y Trombomodulina (Guo et al. 
2004; Zlokovic and Griffin 2011). En otro estudio, en un modelo de apoptosis neuronal inducida 
por NMDA y estaurosporina, el tratamiento con PCA inducia una disminución de la activación de 
caspasa 3 (Fernández et al. 2003; Mosnier and Griffin 2003; Guo et al. 2004; Guo et al. 2013). 
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Figura 6.5.2.1 Ensayo de Apoptosis. Las células endoteliales fueron tratadas con C2-ceramida 130μM por 4 horas, PCA 5nM por una hora, el 
inhibidor químico de AKT LY294002 (Ly) 20uM por una hora, el inhibidor químico de ASK1 Tiorredoxina (TRX) 100nM por una hora, el inhibidor de 
SAPK/JNK SP600125(I JNK) por una hora y el inhibidor de p38 SB203580 (Ip38) por una hora. Se realizó la detección de células en apoptosis 
usando el estuche MUSETM Caspasa 3/7. Las células no tratadas se usaron como control y células tratadas con estaurosporina (STS) fueron usadas 
como control de apoptosis. 
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Figura 6.5.2.2. Activación de Caspasa 3. Se trataron las células EA.hy926 con C2-ceramida 130μM 
por 4 horas, PCA 5nM por una hora, el inhibidor químico de AKT LY294002 (Ly) 20uM por una 
hora, el inhibidor químico de ASK1 Tiorredoxina (TRX) 100nM por una hora, el inhibidor de 
SAPK/JNK SP600125(I JNK) por una hora y el inhibidor de p38 SB203580 (Ip38) por una hora. Se 
realizó un ensayo con el estuche de caspasa 3 fluorométrico (SIGMA) 
 
6.5.3. Activación de Caspasa 9. 
 
Al revisar la activación de la caspasa 9 por técnica fluorométrica se observó una disminución de la 
activación de la caspasa 9 al realizar el cotratamiento de las células con PCA-TRX y PCA-SP600125 
al compararlo con el tratamiento de las células con cada uno de estos inhibidores de forma 
individual. 
 

 
Figura 6.5.3.1,  Activación de Caspasa 9. Se trataron las células EA.hy926 con C2-ceramida 130μM 
por 4 horas, PCA 5nM por una hora, el inhibidor químico de AKT LY294002 (Ly) 20uM por una 
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hora, el inhibidor químico de ASK1 Tiorredoxina (TRX) 100nM por una hora, el inhibidor de 
SAPK/JNK SP600125(I JNK) por una hora. Se realizó un ensayo con el estuche de caspasa 9 
fluorométrico (MILLIPORE) 
 
 
6.5.4 Ensayo de supervivencia 
 
Al realizar el ensayo de supervivencia por medio de la técnica citométrica, haciendo uso del 
estuche MUSETM Count and Viability, se observó que el tratamiento con PCA y el inhibidor de AKT 
aumenta levemente la supervivencia de la célula con respecto al tratamiento de las células con 
este inhibidor únicamente, efecto similar se observó en los casos de los cotratamientos de las 
células con PCA y los otros inhibidores, exceptuando el caso del cotratamiento de PCA con el 
Inhibidor de SAPK/JNK, en el cual se observa una disminución de la supervivencia. 
 

 
Figura 6.5.4.1 Ensayo de Supervivencia. Las células endoteliales fueron tratadas con C2-ceramida 
130μM por 4 horas, PCA 5nM por una hora, el inhibidor químico de AKT LY294002 (Ly) 20uM por 
una hora, el inhibidor químico de ASK1 Tiorredoxina (TRX) 100nM por una hora, el inhibidor de 
SAPK/JNK SP600125(I JNK) por una hora y el inhibidor de p38 SB203580 (Ip38) por una hora. Se 
realizó la detección de células en apoptosis usando el estuche MUSETM Count and Viability. Las 
células no tratadas se usaron como control y células tratadas con estaurosporina (STS) fueron 
usadas como control de apoptosis. 
 
 
 

  

0

20

40

60

80

100

120

140

ControlControl
STS

C2 4H PCA LY PCA LY TRX PCA
TRX

IJNK PCA
IJNK

Ip38 PCA
Ip38

P
o

rc
en

ta
je

 d
e 

Su
p

er
vi

ve
n

ci
a 



45 
 

 

7. Conclusiones 
 
La ceramida disminuye la supervivencia de las células endoteliales por medio de la inactivación de 
la quinasa AKT y de la activación de las quinasas ASK1, SAPK/JNK y p38. 
 
Los resultados sugieren que el efecto anti-apoptótico de la PCA está relacionado con la 
disminución de la activación/fosforilación de las quinasas SAPK/JNK, ASK1 y p38. 
 
La PCA se encuentra relacionada con el aumento de la activación de AKT, lo que está ligado al 
aumento de la supervivencia de las células. 
 
La inducción de la caspasa 3 por ceramida puede depender de la activación/fosforilación de las 
quinasas ASK1 y SAPK/JNK. 
 
La muerte inducida por ceramida es dependiente del tiempo de tratamiento y de su acción sobre 
las quinasas. 
 
Según los resultados encontrados es posible que el inhibidor de SAPK/JNK, (SP600125) se 
encuentre involucrado en la activación de las quinasa AKT. 
 
La  acción anti-apoptótica de la tiorredoxina puede estar relacionada con el aumento en la 
activación de AKT. 
 
La fosforilación quinasa p38 contribuye a la defosforilación de AKT. 
 
Es posible que existan uno o varios intermediarios entre PCA y ASK o p38 que se encuentren 
afectados por tiorredoxina o SB203580 y que alteren la acción de PCA. 
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8. Recomendaciones y perspectivas  
 
En vista que el efecto de los inhibidores sobre las quinasas es dependiente del tiempo de 
tratamiento y de la concentración del inhibidor, se recomienda realizar un estudio de los efectos 
de los inhibidores sobre las quinasas y la supervivencia durante periodos largos de tiempo.  
 
Al realizar la inhibición de las quinasas estudiadas por medio de inhibidores químicos, se observó 
que estos por si solos pueden llegar a tener efecto sobre la supervivencia de las células, por lo que 
se sugiere realizar la inhibición de las quinasas empleando ARNs de interferencia (Zhang, Wei, 
Yang, & Yu, 2004). 
 
El carácter apolar de los inhibidores (con excepción de la tiorredoxina), hizo necesario que estos 
compuestos fuesen diluidos en DMSO. Se sugiere que en los próximos ensayos se utilice un control 
con DMSO, ya que este puede interferir con la interpretación de los resultados dado su efecto 
sobre el ciclo celular y  la fosforilación de las proteínas (Ponzio et al. 1998; Santos  
et al. 2003; Julien et al. 2012). 
 
Es de interés corroborar el efecto de la inhibición de las vías  de señalización mediante el estudio 
de las moléculas blanco de cada una de las quinasas, por ejemplo GSK3β, FOXO3a, FOXO1, c-Jun 
entre otras. 
 
Se sugiere el estudio de vías alternas de activación SAPK/JNK y p38. 
 
Es recomendable realizar estudios del efecto de PCA sobre la expresión de los genes que codifican 
para las quinasas. 
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ANEXOS 

 
ANEXO 1. SOLUCIONES DE TRABAJO 

 
1.1 MEDIO DE CULTIVO COMPLETO 

 

 Medio DMEM/F12 (Gibco) 

 4 g/l (25mM) glucosa 

 100 U/ml de penicilina 

 100 µg/ml de estreptomicina 

 10% suero fetal bovino 
 
1.2 PBS 1X 

 2 mM KH2PO4 

 10 mM Na2HPO4 

 2,7 mM KCl 

 1,3 mM NaCl 
 
1.3 Buffer de lisis  

 20mM pH 7.5Tris-HCL  

 150mM NaCl 

 1mM EDTA 

 1mM EGTA 

 1%  (v/v) TritonX-100 

 20 mM pirofosfato de sodio  

 25 mM fluoruro de sodio 

 1mM β-glicerofosfato  

 1mM Na3VO4 

 1µg/ml  Leupeptina 

 1mM PMSF  
 

1.4 Solución TBS 

 20 Mm Tris 

 137 mM NaCl 
 

1.5 Solución de bloqueo 

 TBS 1X,  

 0.05%Tween 20   

 1% BSA  
 
1.6 Solución TBST 

 TBS 1X,  

 0.05%Tween 20  
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1.7 Buffer de lavado ELISA  

 PBS 1X 

 0.05%Tween 20   
1.8 Buffer de bloqueo ELISA 

  PBS 1X  

 0.05%Tween 20   

 1% BSA  
 
1.9 Buffer de bloqueo inmunofluorescencia 

  PBS 1X  

 10 % BSA  
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ANEXO 2 PRODUCCIÓN ACADÉMICA DERIVADA DEL TRABAJO 
 

Ponencias en Simposios, Conferencias  y Congresos 
  
Universidad Nacional de Colombia. Bogotá. Colombia 
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