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Introduccion

1.1 ESFINGOLIPIDOS

Los esfingolipidos son constituyentes esenciales de las células eucariotas. Fueron
descubiertos en 1876 por J. L. W. Thudichum y durante mucho tiempo se consider6 que
su funcion en la formacion de las membranas era tinicamente estructural. Sin embargo,
el estudio de su metabolismo y funcion ha revelado que algunos miembros de la familia
de los esfingolipidos como la ceramida, la esfingosina o la esfingosina 1-fosfato (S1P),
ademds de realizar una funcién estructural en las membranas celulares tienen una
funcioén activa en procesos de regulacion y vias de transduccion de sefiales como la
regulacion del crecimiento celular, la diferenciacion, la senescencia y la apoptosis '
Ademas, los esfingolipidos pueden agruparse dindmicamente en las membranas
celulares con esteroles para formar microdominios lipidicos o rafis, los cuales
funcionan como centros de transduccion de sefiales y organizacion de proteinas .

Como todos los lipidos de membrana, los esfingolipidos son moléculas anfipaticas. La
region hidrofoba consiste en una larga cadena base esfingoide, normalmente
esfingosina, esfinganina o fitoesfingosina, a la que se une un 4cido graso por una union
amida al carbono 2 (C,). El esfingolipido mas simple es la ceramida 3. Su region
hidrofila es minima (dos grupos OH) en comparacidon con otros esfingolipidos mas
complejos, como es el caso del grupo fosfato de la SIP o los residuos de azticar en los
glicoesfingolipidos *.

La via metabolica de los esfingolipidos presenta una intrincada red de reacciones que
conducen a la formacion de una gran diversidad de esfingolipidos, siendo la ceramida el
centro de la biosintesis y del catabolismo y precursor de esfingolipidos complejos '
Los esfingolipidos pueden sintetizarse de novo en el reticulo endopldsmico liso a partir
de serina y palmitato, que condensan gracias a la serin palmitoil transferasa para formar
3- cetodihidroesfingosina, la cual tras diversas reacciones en las que intervienen varias
enzimas, acaba generando ceramida >,

La ceramida también puede generarse por la hidrélisis de la esfingomielina a través de
la accion de las esfingomielinasas (SMasas), que rompen la esfingomielina generando
ceramida y fosfocolina °. Se conocen cinco tipos de SMasas, que se clasifican en
funcién de su pH oOptimo y su dependencia de cationes. Asi, hay una SMasa acida

. . + .
lisosomal y su forma secretada dependiente de Zn”", una alcalina y dos formas neutras,
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de las cuales una estd unida a membranas y es dependiente de Mg”" y otra es
independiente de Mg”". Se localizan en la membrana plasmatica y en el reticulo
endopldasmico, aunque también se encuentran en lisosomas, citosol y nucleo. La
presencia de esfingolipidos (incluyendo ceramida y esfingomielina), y de ceramida

sintasa y ceramidasa en las mitocondrias '*'!

sugiere la existencia de una ruta de
esfingomielina mitocondrial, pero hasta el momento no se ha localizado SMasa en las

mitocondrias '?

Palmitata + Ser
CDasa l SPT
SMasa ) CDS
| Dihidroesfingomizlina |—D| Dihidroceramida I ‘ | Dihidroesfingosina | «—— 3-cetodihidroesfingosina
CerS

\({_/Pc SIP
SMak\ CDasa SK liaga

Ceramida W ‘ Esfingosina-1-fosfato | —— Etanolamina
SPPasa fosfato +

f/ém - s

Glucosilecramida PPasa CK

1 o
K pidos
It EEEES DO

Glucoesfingolipidos
complejos

Figura 1. Metabolismo de los esfingolipidos. La ceramida se considera el centro del metabolismo de los
esfingolipidos. Se sintetiza de novo a partir de la condensacion de palmitato y serina para formar 3-
cetodihidroesfingosina por la serin palmitoil transferasa (SPT). La 3-cetodihidroesfingosina es reducida
en dihidroesfingosina por la 3-cetodihidroesfingosina reductasa (CDS) y acilada por la ceramida sintasa
(CerS) para formar dihidroceramida, que forma ceramida por accion de las desaturasas. Desde aqui, la
ceramida puede convertirse en otras especies lipidicas interconectadas. La tinica salida de la via de los
esfingolipidos estda mediada por la esfingosina 1-fosfato liasa (S1P liasa), que metaboliza la S1P. CD:
ceramidasa; CDS: 3-cetodihidroesfingosina reductasa; CK: ceramida quinasa; DAG: diacilglicerol;
GCasa: glucosil-ceramidasa; GCS: glucosilceramida sintasa; PC: fosfatidilcolina; SK: esfingosina
quinasa; SMasa: esfingomielinasa; SMS: esfingomielina sintasa; SPPasa: esfingosina fosfato fosfatasa;
SPT: serin palmitoil transferasa. Adaptado de "

En el aparato de Golgi la ceramida puede ser fosforilada, glicosilada o recibir un grupo
de fosfocolina para formar esfingolipidos mas complejos. Todas estas reacciones son
reversibles, pues existen enzimas que las catalizan en ambas direcciones, por lo que se
puede regenerar la ceramida para que pueda seguir otra ruta de biosintesis '*'®. Ademas,

la ceramida puede romperse por la accion de ceramidasas formandose esfingosina,
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activa por si misma y que también puede dar lugar a S1P o entrar en la via de
recuperacion (salvage), donde se recicla en otras vias de esfingolipidos. Asimismo, la
SIP puede desfosforilarse generando de nuevo esfingosina o romperse
irreversiblemente por la SIP liasa para generar etanolamina fosfato y hexadecenal, el

. . . , ’ . 17-20
cual puede ser reducido a palmitato reincorporandose a la sintesis de novo '’

).

El metabolismo de los esfingolipidos puede regularse en multiples niveles, desde el

(Figura

control de la expresion de las enzimas implicadas en su sintesis hasta modificaciones
post-traduccionales o0 mecanismos alostéricos. Algunos de los mismos son dependientes
del tipo celular y pueden responder a sefiales especificas *. Muchos tipos de estrés,
como la isquemia y la recuperacion, el TNF-a o el estrés oxidativo activan la formacion
de ceramida y otros esfingolipidos, activando las SMasas, la sintesis de novo y la via de
recuperacion >,

En la regulacion de los esfingolipidos son muy importantes los citados rafts, ya que no
solo son abundantes en esfingolipidos, sino que en ellos se localizan muchas de las
enzimas de las rutas metabolicas de los esfingolipidos, como las SMasas. De este modo,

diversas sefiales convergen en estos microdominios, induciendo la formacién de unos

esfingolipidos u otros, lo que desencadena distintas respuestas celulares .

Ceramida

El término ceramida se aplica a una familia de moléculas formadas por un esqueleto de
esfingosina unido a través de su C; a un acido graso de cadena variable por un enlace
amida >*. El estado de saturacién y/o hidroxilacion, asi como la longitud de la cadena
del acido graso, confieren caracteristicas especificas a cada ceramida, pudiendo ejercer
funciones distintas >*°. Asi, por ejemplo, las ceramidas de cadena larga (C16) parecen
estar implicadas en procesos de apoptosis, mientras que en el caso de ceramidas de
cadena corta no esta tan clara su funcion en este proceso *. En este trabajo se ha
empleado C,-ceramida o N-acetilesfingosina. (Figura 2).

La ceramida es el centro de la ruta biosintética de los esfingolipidos, ya que es el
precursor de todos los esfingolipidos y un intermediario comin en el proceso de

transformacion de un esfingolipido a otro. Por esta razén es dificil medir las acciones
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intracelulares de la ceramida, ya que su concentracién puede variar continuamente o
puede estar observandose la respuesta producida por un esfingolipido formado a partir

de la ceramida y no de la propia ceramida.

X

HN CH,4
3

HOMHJ

OH

Figura 2. Estructura de la C2-ceramida.

La senalizacion por ceramida se ha relacionado con la regulacion del crecimiento
celular, la diferenciacion %, la senescencia >, la necrosis =, la proliferacion 29 y la
apoptosis ° (revisado en '). Asi, muchos inductores de estrés aumentan los niveles
endogenos de ceramida y la adicion de ceramida puede igualmente activar estos
procesos.

Por otro lado, se ha visto que la ceramida puede interaccionar con muchas proteinas,
tanto quinasas como PKC { (proteina quinasa C () *' y CAPK/KSR (proteina quinasa
activada por ceramida) o fosfatasas como PP1 y PP2A ***%. Ademas, la ceramida es un

activador de la cascada de JNK *®°7.

Esfingosina 1-fosfato

La S1P se forma por la fosforilacion de la esfingosina por accion de las esfingosina
quinasas (SK1 y SK2) y puede ser desfosforilada para regenerar esfingosina por la
esfingosina fosfato fosfatasa (SPPasa) o ser escindida por la SIP liasa de forma
irreversible para generar hexadecenal y etanolamina fosfato, saliendo del ciclo de los

172038 (revisado en ') (Figura 3).

esfingolipidos
Gracias a su estructura simple de una tnica cadena y a su grupo fosfato, es uno de los
esfingolipidos mas solubles, lo que permite que pueda moverse facilmente entre
membranas equilibrandose rapidamente su concentracion. En las células se encuentra en

concentraciones bajas, del orden nanomolar, lo que permite que modificaciones en su
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concentracion sirvan de sefializacion para activar distintos procesos, como ocurre con

. 1
otros segundos mensajeros 3.

OH
O :
Ho_ﬁ,_O/\]/\//"\,/\/\/\/\/\/\CH3
OH NH,

Figura 3. Estructura de la S1P.

En los mamiferos la S1P parece actuar como un ligando de receptor, una molécula de
sefializacion intracelular y un intermediario de la conversion de esfingolipidos a
glicerofosfolipidos. De estas tres funciones principales, la mas conocida es la de ligando
de receptor. Hasta ahora solo se han identificado receptores de membrana de alta
afinidad (kg = 2-63 nM) acoplados a proteinas G (S1PRs), de los cuales se conocen por

el momento 5 tipos >

. Estos receptores tipos (S1PR;.s) se expresan de forma
diferencial en funcién del tejido (S1P;, SIP, y S1P; se expresan ubicuamente, S1P4 en
tejidos linfoides y S1Ps en la piel y en el cerebro) **°, lo que es crucial para sus
funciones bioldgicas, y activan vias intracelulares mediadas por MAPK (proteinas
quinasas activadas por mitogenos), PI3K (fosfatidil inositol 3 quinasa) o PKC. Los
S1PRs estan acoplados a proteinas G especificas para cada receptor de los tipos Gi, Gq y
G213, siendo las Gj las mads comunes, cuya accion se inhibe con la toxina pertussis
(PTX). En funcion de a qué receptor se une la SIP y a qué proteina G esté acoplado
¢éste, se activan distintas vias de sefalizacion que conducen a respuestas celulares
diferentes *~°.

En cuanto a la funcion de la S1P como segundo mensajero, no se ha encontrado ninguna
diana molecular, pero teniendo en cuenta que muchas de las respuestas inducidas por la
S1P como sefializador intracelular se asemejan a las respuestas inducidas por la S1P
como ligando de los S1PRs, se cree que es posible que la S1P sea liberada al exterior de
la célula de forma autocrina o paracrina para unirse a sus receptores y asi iniciar la
cascada de sefializacion. Sin embargo, en otras ocasiones las funciones intracelulares de
la SIP parecen ser independientes de los SIPRs '*%.

Entre las respuestas inducidas por la S1P se encuentran la regulacion de la proliferacion,

el crecimiento, la supervivencia y la migracion celular, la inflamacion, la angiogénesis,
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la vasculogénesis y la resistencia a la apoptosis. En general, parece antagonizar los
efectos de la ceramida, normalmente relacionada con la inhibicion del crecimiento, la

senescencia o la induccién de la muerte celular .

1.2 LA FAMILIA DE PROTEINA QUINASAS C

Las PKCs son una familia multigénica de serina/treonina quinasas que se encuentran
implicadas en muchas vias de transduccion de sefiales >,

Las PKCs forman parte de la superfamilia de proteina quinasas ABC, que incluye la
proteina quinasa A (PKA), la proteina quinasa B (PKB) o Akt y las PKCs ». Como
todos los miembros de esta superfamilia, las PKCs tienen un dominio regulador en su
region N-terminal y un centro quinasa altamente conservado en la region C-terminal,
donde se encuentra el centro de union al sustrato y al ATP. Ademas, en el dominio
quinasa se localizan el motivo de giro y el hidrofébico, que son motivos de
autofosforilacion. El dominio regulador realiza dos funciones, por una parte se une a las
distintas dianas celulares y por otra inhibe el centro activo de la enzima a través de la
region pseudosustrato autoinhibitoria que contiene >*. Ademas, las PKCs, como todas
las quinasas ABC, contienen un bucle de activacion de treonina que es fosforilado por la
quinasa dependiente de fosfoinositidos 1 (PDK-1) preparando a las PKCs para su

activacién >+

. Una vez fosforiladas por la PDK-1, se mantienen en un estado
autoinhibido hasta que segundos mensajeros las activan >°.

Existen al menos 10 isoformas de PKCs, que se dividen en tres grupos en funcion de su
estructura primaria >°: las PKCs convencionales o clasicas (cPKC), las PKCs nuevas
(nPKC) y las PKC:s atipicas (aPKC).

El primer grupo (cPKCs) esta formado por las isoformas a, BI, BII (formada por splicing
alternativo de BI) y y. El dominio regulador de estas isoformas contiene un dominio C1
formado por dos secuencias en tindem (C1A y C1B) de unos 50 aminoacidos cada uno
con 6 Cys y 2 His que coordinan dos atomos de Zn**, formando dos dedos de zinc, los
cuales funcionan como punto de unién del diacilglicerol (DAG) y de esteres de forbol
como ligando no natural. También tienen un dominio C2 que une calcio **.

Las isoformas del segundo grupo (nPKCs) a su vez pueden subdividirse en dos grupos

en funcidn de sus caracteristicas estructurales, uno formado por 6 y 6 y otro por € y n.
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Estas enzimas también presentan los dominios C1 y C2, aunque su distribucion a lo
largo de la estructura primaria estd invertida en relacion con el de las ¢cPKCs. Los
dominios C2 de las nPKCs no unen calcio, no teniendo ningun ligando conocido. Se
cree que al no tener sensor de calcio, estas PKCs se translocan y activan de forma

distinta a las cPKCs >*

Bisagra
Dominio regulador m Dominio quinasa
I 11 |
cPKC: o, BLBILY [CANCEN cz Mol ca -
nPKC: §,0,¢,1 cadke LML C1A . C18 [ c3 [] C4 =
aPKC: &, VA T Fe T LH & L3l ca =
c Motivo hidrofébico . a Motivo de giro
Forbol A {E‘ -
I Y }" F :-
F & i
. . g Bucle de activacion
:'?,' '\‘J{ L' 1 Y
l'. o Fall ¥ | . - Fal
. .’j - p A
Y /‘_ | 8 i i F'“ll‘-l ( ¥ e
- ji_h ;r,.- |I.l .II 1 |!'-I'Il' / ""Q
"\..L ! '_-'I .'II L - i
.:r\ » ; ‘-I 3, ’f{ 'L?
N Fa
¢
CiB Cc2 Centro quinasa

Figura 4. Estructura de las isoformas de las PKCs. Arriba: Las PKCs tienen un dominio quinasa
(turquesa) conservado y dominios reguladores mas variables. Todos los dominios reguladores tienen un
motivo pseudosustrato (verde; PS) en el extremo N-terminal del dominio C1 (rosa). Los dominios C1
dispuestos en tdindem son los sensores moleculares de DAG en las cPKCs y las nPKCs, mientras que el
unico dominio C1 de las aPKCs no une DAG. Los dominios C2 (amarillos) unen calcio en las ¢cPKCs,
pero no en las nPKCs. El dominio tipo C2 (C2-like) de las nPKCs es un modulo de interaccion de
fosfotirosina. En gris se muestran las regiones variables en funcion de la isoforma. 4bajo: Diagramas de
la estructura de los dominios C1B, C2 y el dominio quinasa. Adaptado de *

El tercer grupo (aPKCs) esta formado por las isoformas , 1 y A. Estas PKCs no tienen
un dominio C2 sensible a calcio y tienen un dominio C1 atipico con s6lo una estructura
rica en Cys de unidon a membrana, que une ceramida pero no DAG como en los otros
dos grupos, por lo que no requieren ni calcio ni DAG para su activacion. Ademas, no
tienen el residuo de Ser/Thr conservado en el extremo C-terminal, que es un centro

importante de fosforilacién en las cPKCs y en las nPKCs Asimismo, presentan un
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dominio PB1 de interaccion proteina-proteina que media interacciones con otras
proteinas que también contienen un dominio PB1 > (Figura 4).

La mayoria de las isoformas de PKCs son ubicuas y muchas células expresan varias
isoformas a la vez .

Las PKCs recién sintetizadas presentan una conformacion abierta que permite que la
PDK-1 se una al motivo hidrofébico del dominio quinasa y fosforile a la PKC en el
bucle de activacion, soltdindose después. Una vez fosforilada en el bucle de activacion,
la PKC se autofosforila en los motivos de giro e hidrofébico, estabilizdndose en una
conformacién cerrada que permite que la region pseudosustrato N-terminal contacte con
el punto de unidn del sustrato en un bucle inhibitorio, inhibiendo la enzima hasta que
sea activada por segundos mensajeros * . Una vez activadas las PKCs pueden
translocarse a distintas sublocalizaciones, como la membrana plasmatica, el nucleo, el
aparato de Golgi o las mitocondrias, donde ejercerdn su funcion fosforilando diversas
proteinas °'®. Parece que en la translocacion de las PKCs intervienen unas proteinas de
anclaje asociadas a membrana conocidas como RACKs. Estas proteinas parecen actuar
como union de las PKCs para localizarlas en distintos microdominios cerca de sus
activadores alostéricos y de sus sustratos unicelulares. Se ha propuesto que las células
expresan un unico RACK, con distinta localizaciéon subcelular, para cada isoforma de
PKC, y que las interacciones PKC-RACK son esenciales para la respuesta celular .

Las PKCs se han implicado en muchos procesos celulares como diferenciacion,
proliferacion, migracion y muerte celular. En general, se ha visto que las cPKCs y las
aPKC suelen tener funciones antiapoptoticas, mientras que en las nPKCs existen
diferencias segun la isoforma. Asi, por ejemplo, PKC ¢ estd implicada en supervivencia,
migracion y proliferacion y PKC 6, sin embargo, es activada por muchos inductores de

muerte %,

1.3 ISQUEMIA CEREBRAL

La isquemia cerebral es un trastorno neuroldgico originado por la disminuciéon brusca
del aporte sanguineo hasta unos niveles que resultan insuficientes para mantener el

metabolismo y funciones normales de las células cerebrales. Es una de las principales

causas de muerte e incapacidad de los paises desarrollados. Puede suceder por
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diferentes causas, como una parada cardiaca, una oclusion arterial o una hemorragia
cerebral. El resultado es que el riego sanguineo se interrumpe, produciéndose la
isquemia. Debido a la falta de glucosa y oxigeno no se puede mantener la homeostasis
celular, produciéndose diversos efectos como desequilibrio i6nico, excitotoxicidad,
aumento de la concentracion de calcio, desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa,
disminucién de la concentracion de ATP y estrés oxidativo, lo que termina provocando
finalmente la muerte de la célula por apoptosis o necrosis **.

Si la isquemia se prolonga varios minutos, las neuronas de la zona mas afectada sufren
un dafio irreversible y mueren por necrosis. Sin embargo, en las regiones que rodean a
esta region (zona de penumbra) existe un cierto riego sanguineo y por lo tanto la
intensidad de la isquemia es menor, de modo que aunque el metabolismo se detiene,
disminuyen las propiedades de excitabilidad eléctrica neuronales y se perturban los
gradientes i6nicos, se produce menos dafio y las células mueren fundamentalmente por
apoptosis e incluso se pueden recuperar si se restablece el flujo sanguineo 7",

Durante la isquemia, debido a la hipoxia, se produce el desacoplamiento de la
fosforilacion oxidativa en las mitocondrias, de modo que no se puede generar ATP por
este proceso. Esto provoca un descenso de la concentracion de ATP con un aumento
concomitante de la concentracion de ADP, AMP y fosfato inorganico. La glicolisis
continua con la glucosa remanente para proporcionar una minima cantidad de ATP que
resulta insuficiente. Ademads, el 4cido lactico formado en el proceso se acumula,
descendiendo el pH de la célula, lo que inhibe la glicolisis y activa el antiporter Na'/H"
para eliminar el exceso de protones. En consecuencia, aumenta la concentracion de Na',
que ademas no puede ser bombeado al exterior de la célula de nuevo a través de la
Na'/K'ATPasa debido a la falta de ATP. En condiciones normales esta bomba mantiene
las concentraciones intracelulares de potasio y de sodio necesarias para la propagacion
de los potenciales de accion (elevada en el caso del potasio y reducida en el caso del
sodio), por lo que al dejar de funcionar provoca la despolarizacion de la membrana, la

72,73
" Este aumento en la

liberacion de potasio y la entrada de sodio a la célula
concentracion de sodio provoca que el antiporter Na'/Ca®", que normalmente expulsa
calcio al exterior de la célula utilizando el gradiente de sodio, se inhiba o funcione en
sentido contrario, aumentando la concentracion intracelular de calcio. Ademas, la falta

de ATP inhibe a las Ca’’ATPasas de la membrana plasmatica y del reticulo
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endoplasmico, contribuyendo al aumento de la concentracion de calcio. . Asimismo, el
exceso de sodio provoca el funcionamiento al revés de los transportadores de glutamato,
lo que conduce a la activacion de sus receptores NMDA y AMPA. Estos receptores,
fundamentalmente los de NMDA, son permeables al calcio, por lo que su apertura
aumenta la despolarizacion de membrana y contribuye al aumento de calcio intracelular
y a la excitotoxicidad 7. La activacién de los receptores metabotropicos también
contribuye al aumento de calcio (Figuras 5, 6 y 7).

La mitocondria actuia como un reservorio de calcio, tamponando la concentracion de
calcio citosolico, ya que un exceso de calcio en el citosol provoca la activacion de las
proteasas, lipasas y DNasas dependientes de calcio y, en consecuencia, la muerte de la

68

célula ™. Asi, el aumento del calcio citosdlico conlleva un aumento del calcio

mitocondrial al entrar éste a la mitocondria a favor de gradiente electroquimico a través
del uniporter de calcio """

La salida de calcio de la mitocondria esta mediada por el transportador Na*/Ca*" y por
un mecanismo independiente de sodio que parece ser un transportador H'/Ca>". Existe
un alto acoplamiento de los gradientes de sodio y H' por el transportador Na"/H", de
modo que el gradiente de sodio es similar al gradiente de protones. En la isquemia se
ralentiza la cadena respiratoria por la falta de O,, por lo que disminuye el bombeo de
protones hacia el citosol y la membrana se despolariza, ya que el gradiente de pH es el
principal componente del potencial de membrana. El descenso del gradiente de pH
conlleva un descenso del gradiente de sodio, lo que contribuye al aumento de la
concentracion de calcio mitocondrial al ser menor la fuerza de extrusion del mismo en
los dos sistemas de salida de calcio *".

En estas condiciones de sobrecarga de calcio mitocondrial, especialmente si va
acompafiado de otros factores que sensibilizan a esta elevada concentracion de calcio,
como es la falta de nucledtidos de adenina, una alta concentracion de fosfato inorganico
y fundamentalmente estrés oxidativo " (eventos que suceden en la isquemia y en la
recuperacion) se produce un aumento de la permeabilidad mitocondrial conocido como
transicion de la permeabilidad mitocondrial, debido a la apertura del poro de transicion

de la permeabilidad mitocondrial (mPTP). Sin embargo, aunque durante la isquemia se

producen muchos de los factores necesarios para la apertura del mPTP, ésta no sucede
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porque el estrés oxidativo no es muy alto y el bajo pH inhibe la apertura del mPTP,

probablemente porque los protones compiten con el calcio ***' (Figuras 5, 6 y 7).

Membrana plasmatica
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Figura 5. Condiciones normales. (1) En condiciones normales la mayor parte del ATP se forma por la
fosforilacion oxidativa en la mitocondria. (2) Parte de este ATP es utilizado por la K'/Na"ATPasa de la
membrana plasmatica, que mantiene las concentraciones intracelulares de potasio y de sodio necesarias
para la propagacion de los potenciales de accion (elevada en el caso del potasio y reducida en el caso del
sodio). (3) El gradiente de sodio generado por la K'/Na*ATPasa es utilizado por el transportador Na*/Ca**
para mantener una baja concentracién de calcio intracelular, ayudado por las Ca’*ATPasas de la
membrana plasmatica y del reticulo endoplasmico (4).

El mPTP es un poro no selectivo permeable a cualquier molécula menor de 1,5 kDa
cuya apertura tiene dos consecuencias fundamentales. La primera es el desacoplamiento
de la fosforilacion oxidativa, ya que el aumento de la permeabilidad de la mitocondria
provoca la disipacion de los dos componentes de la fuerza proton motriz (pmf): el
gradiente de pH producido en la cadena de transporte de electrones y el potencial de
membrana mitocondrial. En ausencia de pmf la ATPasa no puede sintetizar ATP e

incluso puede funcionar en sentido contrario, produciendo su hidrolisis. La
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consecuencia es que las mitocondrias no pueden mantener sus niveles de ATP, lo que

resulta en un trastorno del metabolismo y de la homeostasis idnica que conduce a la

muerte por necrosis ©> .

Membrana plasmatica

®
. Na* Na* N / \

® ® ® @

ATP  ADP+Pi
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k ™
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Mitocondria
Reticulo endoplasmico

Figura 6. Isquemia. (1) Durante la isquemia la hipoxia inhibe la cadena de electrones (cadena de ¢') de la
mitocondria, desacoplandose la fosforilacion oxidativa. Los niveles de ATP disminuyen y se activa la
glicolisis, lo que conduce a un descenso del pH en el citosol. (2) El descenso del pH activa el
transportador Na'/H", que junto con la inhibicion de la K'/Na'ATPasa, provoca un aumento de la
concentracion citosdlica de sodio y un descenso de la de potasio, despolarizdndose la membrana
plasmatica. (3) El exceso de sodio provoca que la Na'/Ca** funcione al revés, aumentando la
concentracion intracelular de calcio. (4) Al aumento de la concentracion de calcio contribuyen la
inhibicion de las Ca’*ATPasas de la membrana plasmatica y del reticulo endoplasmico, asi como la
activacion de los receptores de Glu, cuya liberacion esta favorecida por el exceso de sodio (5). (6) El
aumento de calcio intracelular provoca el aumento de la concentracion de calcio mitocondrial al entrar el
calcio por el uniporter de calcio y no poder salir ni por los transportadores ni por el mPTP (PTP), todos
ellos inhibidos por el descenso de pH producido por la inhibicion de la cadena electronica.

La segunda consecuencia de la apertura del mPTP es el hinchamiento (swelling) de la
mitocondria. El aumento de la permeabilidad de la membrana mitocondrial a moléculas
pequenias causa el equilibrio de osmolitos de bajo peso molecular, mientras que las

proteinas, de mayor peso molecular, se mantienen en sus respectivos compartimentos.
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El resultado es que debido a la elevada concentracion de proteinas de la matriz se ejerce
una presion osmotica coloidal que provoca el hinchamiento de la matriz al entrar agua.
Este se produce sin dafiar la membrana mitocondrial interna, la cual se despliega, pero si
es continuado termina provocando la ruptura de la membrana mitocondrial externa, mas
rigida. Esto provoca la liberacion de proteinas proapoptoticas mitocondriales como el
citocromo ¢, que desencadenan la apoptosis activando vias dependientes e
independientes de caspasas ">****7_ Sin embargo, solo si los mPTP vuelven a cerrarse
lo suficiente como para mantener los niveles de ATP, predominard la muerte por
apoptosis frente a la necrosis **. Esto depende de la intensidad del dafio, de modo que
cuanto mas larga sea la isquemia mayor serd la proporcion de necrosis frente a

apoptosis.

Mitocondria

Ca?*—» ¢ AQ

Figura 7. Recuperacion. En la recuperacion se reactiva la sintesis de ATP y se produce una explosion de
formacion de ROS al reentrar el oxigeno. El exceso de ROS junto con la elevada concentracion de calcio
mitocondrial inducen la apertura del mPTP (PTP) y la consecuente despolarizacion del potencial de
membrana mitocondrial (@yy;).

La composicion del mPTP no se conoce con seguridad. Segin uno de los principales
modelos estaria formado por el transportador de nucledtidos de adenina (ANT) de la
membrana mitocondrial interna, el canal anidnico dependiente de voltaje (VDAC) de la
membrana mitocondrial externa, la ciclofilina D de la matriz mitocondrial y otras
proteinas (Figura 8). Sin embargo, en ratones knockout frente a ANT y VDAC la
transicion de la permeabilidad mitocondrial atn sucede. También ocurre en ratones

knockout para ciclofilina D, pero en este caso los ratones si presentan una cierta
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proteccion frente a la isquemia y se requiere una mayor concentraciéon de calcio para
inducir dicha transicién ***°. Por estas razones la ciclofilina D parece ser la unica
proteina que con seguridad esta implicada en el funcionamiento del mPTP y por eso su
inhibidor la ciclosporina A (CsA) y sus derivados son inhibidores aceptados para el

mPTP.

mPTP
vDAC? @ / \.

@® Citocromoc

Figura 8. Estructura del mPTP. El principal modelo del mPTP hipotetiza que VDAC de la membrana
mitocondrial externa se une a ANT de la membrana mitocondrial externa y a ciclofilina D (CyD)
formando el mPTP en respuesta a distintas sefiales. A través del mPTP pasa Ca®" y todo tipo de moléculas
pequefias como el citocromo c. Adaptado de °'.

Un modelo alternativo propone que el dafio producido por el estrés oxidativo y otras
perturbaciones que se producen en la isquemia provocan un plegamiento alterado de las
proteinas integrales de membrana °*. Estas proteinas mal plegadas crean superficies
hidrofilicas frente a las bicapas lipidicas, lo que supone una condicion desfavorable
termodinamicamente. Como consecuencia, estas proteinas se agregan, de modo que las
superficies hidrofilicas forman un canal acuoso transmembrana, correspondiente a un
mPTP naciente. Para evitar una permeabilizacion catastrofica y el desacoplamiento de la
fosforilacion oxidativa, la ciclofilina D y otras chaperonas actiian a ambos lados de la
membrana interna para impedir la conductancia a través de estos mPTP nacientes .

Por otro lado, en la isquemia se produce un exceso de especies reactivas de oxigeno
(ROS), lo que se conoce como estrés oxidativo. Las ROS son formas quimicas

derivadas del oxigeno molecular (O,) como el anién superdxido (O;) o el perdxido de

18



Introduccion

hidrogeno (H,0,) entre otras. Son quimicamente muy inestables y, en general, tienen
una gran capacidad oxidante, pudiendo reaccionar con otras moléculas y estructuras de
la célula, contribuyendo al dafo celular. Sin embargo, si el estrés oxidativo no es muy

94-98

alto, las ROS actuan sobre las vias de transduccion de senales , comportandose

. . 99-102
como segundos mensajeros intracelulares .

Estas sefiales son especialmente
importantes en la isquemia '*.

La hipoxia disminuye la tasa de transporte de los electrones de la cadena respiratoria,
aumentando la posibilidad de que se forme O,-". El mayor tiempo de vida del radical
QH’ del ciclo Q del complejo III o su incapacidad de reducirse a QH, por cambios
conformacionales de la proteina inducidos por la isquemia '** conducen a que QH se
autooxide liberando un electron singlete que ataca al O, remanente generando O;-". El
O, formado dismuta espontaneamente a H,O,, reaccion favorecida por el bajo pH
durante la isquemia, o mas frecuentemente es dismutado rapidamente en la matriz por la
superoxido dismutasa mitocondrial o en el espacio intermembrana y en el citosol por la
citosolica, por lo que la mayoria del O, es convertido rapidamente a H,O,. Este
difunde al citosol a través de la membrana mitocondrial o por las acuaporinas '*'% y es
neutralizado por accién de la catalasa o la glutation peroxidasa en el citosol,
convirtiéndolo en H,O y O,. Sin embargo, en la isquemia los sistemas depuradores
(scavengers) de ROS estan superados ', no eliminandose con tanta rapidez el O, ni el
H,0,, lo que contribuye al aumento de ROS.

También hay fuentes de ROS no mitocondriales en la isquemia, como la NADPH
oxidasa '’ y la xantina oxidasa '®, pero la mayoria de las ROS proceden probablemente

de la mitocondria, como muestra el dafio a los complejos respiratorios %'

102,111

y el uso de
inhibidores mitocondriales
Ademas, en la isquemia la cadena respiratoria también produce NO, que puede generar
especies reactivas de nitrogeno (RNS), que contribuyen al dafio pero que también son
importantes sefializadores celulares.

En los tejidos sometidos a isquemia, si ésta es muy larga, las células terminardn
muriendo por necrosis, por lo que para la supervivencia del tejido es necesaria una
reperfusion del mismo. Sin embargo, la recuperacion por si misma puede aumentar el
dafio, fundamentalmente por la reoxigenacion . En la recuperacion se reactiva la

sintesis de ATP y se produce una explosion de formacioén de ROS al reentrar el oxigeno

19



Introduccion

y reaccionar con radicales acumulados durante la isquemia como la semiubiquinona ''2.
Esta puede reaccionar con el oxigeno generando O, que se reduce por las superoxido
dismutasas a H,O; 3 Tas ROS generadas afectan directamente a proteinas de la
mitocondria, inducen la peroxidacion de los lipidos de membrana ''* y la apertura del
mPTP al incrementar su sensibilidad frente a la elevada concentracion de calcio. Esto va
acompafiado por una recuperacion de los valores normales de pH, estimulandose la

apertura del mPTP, lo que conduce a la muerte celular **'" (Figuras 5, 6 y 7).
Factores inducibles por hipoxia (HIFs)

Los factores inducibles por hipoxia (HIFs) son un conjunto de factores de transcripcion
de tipo hélice-lazo-hélice basico (bHLH) que regulan la expresion de cerca de 200
genes que pueden afectar a la respuesta adaptativa de la célula frente a la hipoxia y/o la
isquemia ''®''®. Estos genes presentan en su DNA regiones conocidas como elementos
de respuesta a hipoxia (HREs), a los que se une HIF para inducir la transcripcion ',

HIF es un heterodimero formado por una subunidad a y una subunidad  (ARNT). Se
conocen 3 tipos distintos de genes para cada una de las subunidades. Las 3 subunidades
a tienen capacidad para unirse a cualquiera de las subunidades B, pero dependiendo de
qué clase de heterodimero se forme, la eficacia del factor de transcripcion para

. - s . o 120
incrementar la expresion de sus genes dianas varia

. De todas las configuraciones
posibles, el HIF mas estudiado, el principal regulador y el que se expresa en todos los
tejidos es el formado por la subunidad HIF-la y la HIF-1p/ARNTI "', Ambas
subunidades se expresan constitutivamente, pero la estabilidad de la subunidad o se
regula en funcion de los niveles de O, 122123 "B condiciones de normoxia, la subunidad
a es hidroxilada en dos residuos de prolina conservados en la region del péptido
conocida como dominio de degradacion dependiente de oxigeno (ODD) por una familia
de prolil-hidroxilasas (PHDs), lo que facilita el reconocimiento de HIF-a por la proteina
von Hippel-Lindau (vHL) '**!*°. Esta proteina funciona como una ubiquitina ligasa,

: 0,124-126
marcando la subunidad o para que sea degradada en el proteasoma "

. Por tanto,
los niveles de HIF en normoxia son practicamente inexistentes. Durante la hipoxia las
PHDs son inhibidas, lo que permite que la subunidad a se acumule, se una a la

subunidad P y pase al ntcleo para iniciar la transcripcion de diversos genes implicados
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en el metabolismo de la glucosa, la funcion mitocondrial, la supervivencia celular, la

. . . / . : 11
apoptosis y la resistencia al estrés oxidativo '’

Proteccion frente a la isquemia/recuperacion

La gravedad del dafo isquémico depende no sélo de la duracién y de la intensidad del
estimulo isquémico, sino también de la tolerancia del tejido a la falta de oxigeno. Por
tanto, los mecanismos de proteccion estan orientados a aumentar la tolerancia del tejido
a la isquemia, siendo el principal objetivo la zona de penumbra debido a su mayor
posibilidad de recuperacion "°. Hasta el momento, la forma de proteccion mas estudiada
y con mayor ¢éxito es el precondicionamiento isquémico, el cual consiste en provocar
pequefios e intermitentes episodios de isquemia o hipoxia antes del episodio mas fuerte
de isquemia '%’. La mayoria de las investigaciones se han realizado en corazén, donde se
ha puesto de manifiesto que tanto la hipoxia crénica como el precondicionamiento
isquémico disminuyen el tamafio del infarto, pero cada vez son mas numerosos los
estudios realizados en cerebro '**'%’.

Aunque no se conoce con exactitud el mecanismo molecular de esta proteccion, se han
realizado estudios que indican la implicacion de diferentes proteinas quinasas,
fundamentalmente PKC &, asi como de ROS y de NO, en la activacion de un canal de
K* dependiente de ATP de la mitocondria (mitoKatp). El mitoKatp es un canal de
potasio especifico de la mitocondria que se descubri6 gracias al estudio de los flujos de
potasio en la mitocondria y a la respuesta de los mismos a inhibidores generales de
canales de potasio dependientes de ATP. Todo lo que se conoce de su posible estructura
esta basado en los canales de potasio dependientes de ATP de otros organulos, como el
reticulo endoplasmico. Al abrirse permite el influjo de potasio a la mitocondria. Parece
ser que la activacion de la PKC ¢ y del mitoKsrp conducen, en tltimo término, a una
disminucién de la sobrecarga de calcio y de la generaciéon de ROS producida en la
reperfusion, lo que provoca en ultimo lugar la inhibicion de la apertura del mPTP y con

ello la proteccion del tejido '°

. No se conoce a través de qué mecanismo la PKC ¢ y el
mitoKarp producen estos efectos, ni si son los efectores finales de la proteccion o
simplemente transductores de la sefal, pero se cree que la entrada de potasio en la

mitocondria dificulta la entrada de calcio al reducir el gradiente i6nico que impulsa la

21



Introduccion

entrada de calcio. La hipoxia cronica parece activar las mismas vias que el
precondicionamiento isquémico, pero ademds afecta también a la expresion de otras
proteinas asociadas con el mantenimiento de la homeostasis de O, como HIF.
Probablemente esta sea la causa de que, aunque la hipoxia crénica protege menos que el
precondicionamiento, su proteccién es mas duradera '

Recientemente se estd abordando el estudio del postcondicionamiento isquémico, que
consiste en someter al tejido a multiples y cortos episodios de isquemia después del
accidente isquémico. También tiene un efecto protector y resulta mas util en clinica
porque no es necesario conocer cuando se va a producir la isquemia. Parece que activa
las mismas vias de transduccion de sefiales que el precondicionamiento '**'%.

También se han hecho estudios de neuroproteccion farmacologica. En este sentido, para
que una molécula sea neuroprotectora debe interferir con uno o mas de los componentes
de la cascada bioquimica que se desencadenan en la isquemia/recuperacion, como la
pérdida de las reservas energéticas intracelulares, el desequilibrio de los gradientes
i6nicos con la consecuente despolarizacion de la membrana, liberacion de potasio,
excitotoxicidad y aumento de calcio intracelular, la disminucién del pH, el aumento de
ROS y todos los procesos que tienen lugar en la mitocondria como el aumento del
calcio mitocondrial y la apertura del mPTP. Se han llevado a cabo numerosos estudios,
encontrandose moléculas que podrian ser protectoras como los moduladores del
receptor de NMDA (selfotel y dextrorfano), que impiden la accion de las grandes
cantidades de glutamato y su consecuente excitotoxicidad; inhibidores de la liberacion
del glutamato (damotrigina y fosfenitoina), inhibidores de la apertura del mPTP
(ciclosporina A y acido bongkrékico); inhibidores de la expresion de p53 (pifitrina a),
inhibidores de la liberacion de citocromo ¢, y moléculas con propiedades antioxidantes
y con capacidad para estabilizar la expresion de HIF-1 (desferoxamina) "**.

Teniendo en cuenta los efectos del precondicionamiento isquémico, se han realizado
también estudios de precondicionamiento farmacoldgico. Para ello se han empleando
moléculas que mimetizan los procesos del precondicionamiento, como el diazoxido, que
es un activador del mitoKarp que impide la apertura posterior del mPTP, o factores que
imitan la agresion para inducir asi tolerancia, como inhibidores de la cadena respiratoria

o moléculas estabilizadoras de HIF '¥.
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Sin embargo, aunque todos estos fairmacos funcionan en modelos animales, no se ha
encontrado ningln tratamiento eficaz en humanos, ya que presentan muchos efectos
secundarios y sus efectos beneficiosos son mucho menores que los encontrados en
animales de experimentacion. Por lo tanto, es necesario seguir investigando para
encontrar moléculas neuroprotectoras contra la isquemia que resulten mas eficaces que

las actuales.
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Objetivos

El objetivo cientifico general de esta tesis doctoral consiste en estudiar los mecanismos
protectores de la ceramida y esfingosina 1-fosfato sobre la muerte celular inducida por
isquemia/recuperacion en un modelo experimental in vitro en cultivos celulares de

neuronas (SH-SYS5Y).

1. Valorar el efecto neuroprotector de la ceramida y esfingosina 1-fosfato sobre la

muerte celular inducida por isquemia/recuperacion.

2. Determinar qué vias de sefializacion estan implicadas en la proteccion ejercida

por ceramida y esfingosina 1-fosfato.

3. Estudiar la accién de la ceramida sobre las alteraciones inducidas por la
isquemia en la mitocondria: variaciones de calcio, produccion de especies

reactivas de oxigeno (ROS) y apertura del poro de transicion mitocondrial.

4. Evaluar los efectos de la esfingosina 1-fosfato sobre las alteraciones
mitocondriales producidas por isquemia/recuperacion: potencial de membrana,
variaciones de calcio, especies reactivas de oxigeno (ROS) y apertura del poro

de transicion mitocondrial.
5. Determinar la implicacion del factor inducible por hipoxia (HIF) en el papel

neuroprotector de la ceramida y esfingosina 1-fosfato en el proceso de

isquemia/recuperacion.
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Materiales y métodos

3.1 CULTIVO CELULAR

Para todos los experimentos se emple6 la linea celular SH-SYS5Y (nimero de ATCC
CRL-2266) de neuroblastoma humano. Estas células se cultivaron en medio DMEM
(Sigma) suplementado con suero fetal bovino (Sigma) al 10 %, penicilina-
estreptomicina (Sigma) al 1% y glutamina (Sigma) al 1% en un incubador humidificado

a 37 °C con un 5% de CO,. El medio se cambid cada 2 dias.

Procedencia
Nombre Concentracion | Diana Funcién
comercial
Inhibidor competitivo
Bisindolylmaleimide
10 nM PKC del centro de unién del Tocris
(BSM)
ATP en las PKC
Wortmannin (WT) 10 nM PI3K Inhibidor de PI3K Sigma
ERK activation Inhibidor de la )
3uM ERK1/2 o Calbiochem
inhibitor peptide (1E) activacion de ERK
PKC ¢ translocation
Inhibidor de la
inhibitor peptide 5 uM PKC ¢ Calbiochem
translocacion de PKC ¢
(V1-2)
PKC(
Inhibidor
pseudosubstrate )
50 nM PKC pseudosustrato Calbiochem
inhibitor peptide -
competitivo de PKC
(PS)
Impide la interaccion de
Pertussis toxin
100 ng/ml S1PR las proteinas G;, G, y G; Sigma
(PTX)
con los receptores
Cyclosporine A Inhibidor de la )
1 uM mPTP Calbiochem
(CsA) ciclofilina D
S-hydroxidecanoate
300 uM mitoKarp | Inhibidor del mitoK tp Sigma
(5HD)
Inhibidor del complejo I
Rotenona 10 uM ROS Sigma
de la cadena respiratoria

Tabla 1. Listado de inhibidores utilizados. Se indica la concentracion a la que se utilizaron, diana,
mecanismo de accion y procedencia comercial.
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3.2 EXPERIMENTACION GENERAL

En todos los experimentos las células se encontraban a un 80% de confluencia, salvo en
los experimentos de microscopia confocal, en los que la confluencia fue menor para
poder analizar las células de forma individualizada, asi como en los experimentos de
transfeccion, en la que es necesaria una menor confluencia para una mayor eficiencia.
En los tratamientos con isquemia los esfingolipidos se afiadieron a la vez que se indujo
la isquemia y se mantuvieron durante toda la isquemia y la recuperacion, salvo en los
casos de pretratamiento, que se afiadieron 3 h antes de la isquemia, o en los
experimentos en los que el tratamiento fue s6lo en una fase de la isquemia/recuperacion,
que se afiadieron al comienzo de la fase. En este trabajo se ha empleado C,-ceramida o
N-acetilesfingosina. La C,-ceramida es soluble en agua y permeable a las membranas
celulares y, por tanto, es ficil de administrar exogenamente a cultivos celulares >*.

Cuando se emplearon inhibidores, estos se afiadieron 15 min antes de la ceramida y la

S1P. En la Tabla 1 se detallan los inhibidores empleados.

3.3 MODELO DE ISQUEMIA IN VITRO

Para simular la isquemia se utilizé un modelo de privacion de oxigeno y glucosa (OGD)
el tiempo indicado en cada experimento. Para ello, el medio de cultivo celular se
sustituyo por el tampon de isquemia (apartado 3.11), sin glucosa y previamente gaseado
con nitrogeno, y las células se sometieron a hipoxia en un incubador humidificado a 37
°C con un 5% de CO, y un 1% de O, (modelo 3141 de Thermo Electron Corporation)
Para la recuperacion, se sustituyo de nuevo el tampon de isquemia por medio completo
y se cultivaron las células en el incubador a 37 °C con un 5% de CO,y un 21% de O; el

tiempo indicado en cada experimento.

3.4 MUERTE CELULAR

Ensayo de viabilidad celular por MTT

Se empled el método descrito por Alley y cols *°. Este método se basa en que la sal

amarilla de tetrazolio (MTT), soluble en agua, atraviesa las membranas celulares y es
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reducida por las reductasas mitocondriales de las células vivas, formando granulos de
formazan de color azul oscuro, insolubles en agua pero no en isopropanol acido (acido
clorhidrico 0,06 N en isopropanol). La medida espectrofotométrica a 570 nm del
formazan formado permite cuantificar la viabilidad celular. Para ello, las células se
cultivaron en placas de 96 pocillos, tras los tratamientos se afiadi6 la solucion de MTT
(Calbiochem) a cada pocillo a una concentracion final de 5 mg/ml, incubandose a 37 °C
durante 4 h en oscuridad. Pasado este tiempo el formazéan fue disuelto en el isopropanol
acido y se midid la absorbancia a 570 nm empleando un espectrofotometro de placas

(Power-Wavex microplate spectrophotometer Bio-Tek Instruments).

Medida de los tipos de muerte por citometria de flujo

La diferenciacion entre las células muertas por apoptosis temprana y por necrosis o
apoptosis tardia se llevé a cabo mediante citometria de flujo, utilizando un kit de
anexina V-FITC e ioduro de propidio (Biosource). En la etapa temprana de la apoptosis,
la fosfatidilserina de la cara interna de la membrana celular se transloca a la cara
externa, pudiéndose unir la anexina V conjugada con FITC. Por su parte, el ioduro de
propidio es un agente intercalante del DNA que emite en el ultravioleta y que sélo
puede acceder al DNA cuando las membranas celulares han perdido su integridad, como
ocurre en la necrosis o en una etapa muy avanzada de apoptosis. Por tanto, por
citometria de flujo se pueden distinguir las células que han entrado en apoptosis,
positivas para anexina V y negativas para ioduro de propidio, de las células necréticas o
apoptoticas muy avanzadas, positivas para ioduro de propidio. Las células vivas seran
aquellas que resulten negativas para ambos marcadores. Tras los distintos tratamientos
se recogieron tanto las células adherentes como las células en suspension por
centrifugacion y se lavaron con PBS frio dos veces. Después se resuspendieron en el
medio de unién (apartado 3.11), y se marcaron en oscuridad 2-3 x 10° células por
tratamiento con anexina V-FITC y con ioduro de propidio durante 15 min a temperatura

ambiente. Pasado ese tiempo se realizo el analisis por citometria de flujo.
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3.5 ANALISIS PROTEICO

Separacion de fracciones de citosol, membrana, nucleo y mitocondrias

La extraccion proteica de las fracciones de membrana, nucleo y citosol se realizo segin
el método descrito por Miguel y cols *’. Todo el proceso de extraccion se realizé a 4
°C. Tras los distintos tratamientos se recogieron las células, se lavaron con PBS frio, se
resuspendieron en el tampodn de lisis (apartado 3.11) con los inhibidores de proteasas y
se lisaron las células con un homogeneizador Douncer de tipo B. La lisis se confirmé en
el microscopio. El lisado celular se centrifugd a 800 g durante 10 min a 4 °C. El
sedimento, correspondiente a la fraccion nuclear, se resuspendid en el tampdn de lisis
anterior y se valor6 la concentracion de proteinas por el método Bradford (Sigma)
siguiendo las instrucciones del fabricante y se guardé a -80 °C hasta su uso. El
sobrenadante se centrifugé a 100000 g durante una hora a 4 °C para separar la fraccion
citosolica de la membrana. En el sobrenadante resultante, correspondiente a la fraccion
citosolica, se valoro la concentracion de proteinas, almacendndose a -80 °C hasta su uso.
El sedimento se resuspendidé en tampoén de lisis al que se afiadi6 triton X-100 al 0,1%
para permeabilizar la membrana, se mantuvo en agitacion durante 2 h a 4 °C y se
centrifugd de nuevo a 100000 g. En el sobrenadante, correspondiente a la fraccion de
membrana, se valord la concentracion de proteinas, almacenandose a -80 °C hasta su
uso.

La extraccion proteica de las mitocondrias y del citosol se realizaron segiin el método
descrito por Kim y cols '**. Todo el proceso de extraccion se realizo a 4 °C. Tras los
distintos tratamientos se recogieron las células, se lavaron con PBS frio, se
resuspendieron en el tampoén de extraccion mitocondrial (apartado 3.11) con los
inhibidores de proteasas y se lisaron las células pasandolas 5 veces por una aguja de 25
Gauges. La lisis se confirm6 en el microscopio. El lisado celular se centrifugd a 1000 g
durante 10 min a 4 °C para eliminar los restos celulares. El sobrenadante se centrifugo
de nuevo a 10000 g a 4 °C para separara la fraccion citosolica de la mitocondrial. El
sobrenadante resultante, correspondiente a la fraccion citosolica, se centrifugdé de nuevo
a 100000 g para obtener una fraccion citosélica mas pura y en el sobrenadante resultante
se valoro la concentracion de proteinas, almacenandose a -80 °C hasta su uso. El

sedimento de la centrifugacion anterior se resuspendid en el mismo tampdn, se
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centrifugd de nuevo a 10000 g a 4 °C para obtener una fraccidbn mdas pura, y el
sedimento resultante se resuspendid en tampon, se valor6 la concentracion de proteinas

y se almacend a -80 °C hasta su uso.

Western blot

Los extractos proteicos se calentaron durante 5 min a 95 °C con tampén de Laemmli
(apartado 3.11) para la desnaturalizacion de las proteinas, separandose por electroforesis
en geles de poliacrilamida con un 10% de acrilamida en presencia de SDS (SDS-
PAGE), a una intensidad constante de 40 mA. Posteriormente, se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa (Hybond; Amersham Biosciences) en sistema humedo
durante 3 h a una intensidad constante de 350 mA. Tras la transferencia, las membranas
se bloquearon durante una hora con leche en polvo al 5% en TTBS. Después se
incubaron con el anticuerpo primario durante una hora a temperatura ambiente o toda la
noche a 4 °C. A continuacion se lavaron tres veces durante 10 min con TTBS y se
incubaron una hora con el anticuerpo secundario. Tras tres lavados de 10 min se
detectaron las proteinas por quimioluminiscencia (ECL) (Amersham Biosciences).

Los anticuerpos utilizados se detallan en la Tabla 2.

Procedencia
Proteina Dilucion del C comercial | Ac?2° Dilucion del Ac
kDa comercial
diana Ac.1° del Ac 1° anti- 2°
del Ac 2°
1:1000 en leche 1:5000 en leche
PKC ¢ 90 Santacruz Conejo Calbiochem
al 5% en TTBS al 5% en TTBS
1:1000 en leche 1:5000 en leche
PKCZ{ 72 Santacruz Conejo Calbiochem
al 5% en TTBS al 5% en TTBS
1:1000 en leche 1:5000 en leche
PKC 6 78 Santacruz Conejo Calbiochem
al 5% en TTBS al 5% en TTBS
Transduction
1:1000 en leche 1:5000 en leche
HIF-1a | 120 laboratories- | Conejo Calbiochem
al 5% en TTBS BD al 5% en TTBS

Tabla 2. Anticuerpos utilizados. Se indica la proteina diana y su peso molecular, asi como la dilucién
empleada en los anticuerpos primario y secundario, el organismo que reconoce el anticuerpo secundario y
la procedencia comercial.
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3.6 MEDIDA DE ACTIVIDAD DE CASPASA 3

Para la medida de la actividad de la caspasa 3, se emple6 el sustrato colorimétrico Ac-
DEVD-pNA (Calbiochem). Tras los distintos tratamientos, se recogieron las células, se
lavaron con PBS frio, se resuspendieron en el tampon de lisis de caspasas (apartado
3.11) y se incubaron en hielo durante 5 min. Posteriormente, se centrifugaron a 10000 g
a 4 °C, recogiendo el sobrenadante y midiendo la concentracion de proteina por el
método Bradford (Sigma). Alicuotas de 50 pg de cada tratamiento se atemperaron 10
min a 37 °C en el tampon de ensayo de caspasas (apartado 3.11) y se inici6 la reaccion
colorimétrica anadiendo el sustrato a una concentracion final de 200 uM. La reaccion se
mantuvo en la oscuridad a 37 °C durante 4 h, midiendo la absorbancia a 405 nm cada 30

min.

3.7 EXPRESION GENICA

Extraccion del RNA

Para la extraccion del RNA total de las células se empled el reactivo Ultraspec
(Biotecx). Tras los distintos tratamientos las células se homogeneizaron en Ultraspec y
se mantuvieron 5 min a 4 °C para permitir la disociacion completa de los complejos
nucleoproteicos. Posteriormente, tras 15 s de fuerte agitacion con cloroformo, se
mantuvieron a 4 °C 5 min y se centrifugaron a 12000 g 15 min a 4 °C. Tras la
centrifugacion se separan una fase acuosa y otra organica. Se recogié la fase acuosa y se
precipitd el RNA con isopropanol manteniéndolo 10 min a 4 °C y centrifugando
posteriormente a 12000 g 10 min a 4 °C. El sedimento de RNA se lavé dos veces con
etanol al 75%, se seco y se disolvio en agua con DEPC al 0,1%. La concentracion de

RNA y su pureza se midieron con un Nanodrop (Spectrophotometer Nanodrop ND-

1000).

RT-qPCR

De cada muestra se retrotranscribieron 5 pug del RNA total a cDNA en un termociclador

(MultiGene II, LabNets) utilizando la retrotranscriptasa SuperScript II (Invitrogen) y
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oligomeros oligo(dT) (Invitrogen) como cebadores. A 5 nug de RNA se le afiadieron
oligomeros oligo(dT) 50uM y una mezcla 10 mM de nucleétidos (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP). La mezcla se calent6 a 65 °C 5 min para eliminar posibles apareamientos
secundarios y después se incubd en hielo 1 min. Tras este proceso, se afadio DTT 0,1
M, 2 U/ul del inhibidor de RNasa RNaseOUT (Invitrogen), 20 U/l de retrotranscriptasa
SuperScript II (Invitrogen) y el tampdn comercial déptimo para el funcionamiento de la
enzima. La mezcla se incub6 a 42 °C 50 min y después se inactivé calentando 15 min a
70 °C.

Posteriormente, 10 pl del cDNA obtenido se amplifico usando un termociclador (7900
HT Fast Real Time PCR System, Applied Biosystems) empleando SYBRGreen
(Applied Biosystems) para la deteccion del DNA. Los cebadores empleados se
disefiaron a partir de las secuencias de los mRNA humanos de B-actina, PKC ¢ y PKC ¢

que aparecen registrados en el GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/) con

el programa PrimerExpress (Applied Biosystems). Los cebadores utilizados se
presentan en la Tabla 3. Los datos se analizaron utilizando el programa informatico SDS
Software (Applied Biosystems). Cada muestra se analiz6 por duplicado y se normaliz6

en funcion de la expresion del gen de la B-actina.

Referencia en
Gen Cebadores
el NCBI

Antisentido: 5 CAAATAGTGATGACCTGGCCGT 3’
Sentido: 5> AGAGGGAAATCGTGCGTGAC 3°
Antisentido: 5 GCTGAGTGTCTCCAACACAGG 3’
Sentido: 5 ACTTTGGTGAAGACCTGATGC 3’
Antisentido: 5 GCCAGTTATCGATGGGATGG 3’
Sentido: 5 AGCCCAAGCCCCTGAGAG 3’

B-actina | NM_001101.3

PKCe | NM 005400.2

PKC( | NM 002744.4

Tabla 3. Cebadores empleados para la RT-qPCR. Se indica el gen diana, la referencia secuencia del
mRNA en el NCBI y las secuencias de los cebadores con sentido y antisentido.

3.8 SILENCIAMIENTO DEL RNA

Para el silenciamiento de PKC ¢ se utilizo el RNA de interferencia (siRNA) (5’
CTGTGAAGGTCTTAAAGAA) sintetizado por Gene Link. El siRNA se transfecto
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con lipofectamina 2000 (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante a células
a un 50% de confluencia. Brevemente, 100 pmol de siRNA se diluyeron en medio
DMEM sin suero y se mezclaron con la lipofectamina también disuelta en el mismo
medio sin suero. Tras 20 min de incubacion para la formacion de los complejos siRNA-
lipofectamina 2000, la mezcla se afiadio a las células. Al dia siguiente se cambid el

medio y se iniciaron los tratamientos.

3.9 MICROSCOPIA CONFOCAL

Los experimentos de microscopia confocal se llevaron a cabo con células a un 60% de
confluencia, para poderlas analizar de forma individualizada. Para estos experimentos se
emplearon sondas fluorescentes con una cola acetoximetiléster (AM) que las hace
permeable a las células. Una vez en el interior de las células, las esterasas intracelulares
rompen esta cola AM, quedando la sonda dentro de las células. En estos experimentos,
las células se cargaron con la(s) sonda(s) correspondiente(s) el tiempo indicado para
cada sonda en oscuridad y en el tampon de carga (apartado 3.11). Pasado este tiempo se
lavo el exceso de sonda y se mantuvieron las células en dicho tampdn durante 30 min en
oscuridad para dejar actuar a las esterasas y para que se eliminase el exceso de sonda del
interior de las células. Después las células se colocaron en una camara sellada y
termostatizada sobre el microscopio. Para inducir la isquemia se sustituyo el medio de
carga por tampon de isquemia (apartado 3.11) y se gased la cdmara con nitrégeno. En la
recuperacion se elimind la hipoxia y se afiadid glucosa como en las condiciones
iniciales. Las imagenes se tomaron con un microscopio confocal Leica y se analizaron
con el programa LCS Lite. Se analizé la fluorescencia de al menos 40 células por

experimento y se normaliz6 la media respecto al punto inicial.

Apertura del poro de transicion mitocondrial

Para medir la apertura del mPTP en células individualizadas empleamos el método

descrito por Petronilli y cols %’

. Esta técnica se basa en la carga de las mitocondrias con
calceina-AM (Anaspec) (Aexcitacion/emision = 494/517 nm) y cloruro de cobalto (Sigma). La
calceina-AM, no fluorescente, difunde pasivamente en las células gracias a su cola AM
y se acumula en los compartimentos celulares, incluyendo las mitocondrias. Una vez

dentro de la células, las esterasas intracelulares rompen la cola AM liberando la
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calceina, fluorescente y polar. Por su parte, el cloruro de cobalto entra al citosol de las
células donde desactiva (quenching) la emision de la calceina, de modo que la
fluorescencia de calceina que se detecte correspondera a la calceina acumulada en las
mitocondrias. Cuando el mPTP se abre, la calceina sale a través del poro, observandose
un descenso en su fluorescencia.

Para medir la apertura del poro, se cargaron las células con calceina-AM 1 uM y con el
cloruro de cobalto 1uM durante 15 min a 37 °C en la oscuridad, se lavaron y se dejaron
30 min a 37 °C en oscuridad para eliminar el exceso de sonda, obteniéndose imagenes

cada 5 min durante 60 min de isquemia.

Potencial de membrana mitocondrial

Para medir el potencial de membrana se empled tetrametilrodamina metil éster
(TMRM) (Anaspec) (Aexcitacionemision = 949/573 nm). El TMRM es un fluorescente
catidonico permeable a las células y que es secuestrado por las mitocondrias activas, por
lo que se emplea para medir el potencial de membrana mitocondrial. Para medir la
despolarizacion del potencial mitocondrial las células se cargaron con TMRM 1uM
durante 15 min a 37 °C en oscuridad, se lavaron y se dejaron 30 min a 37 °C en
oscuridad para eliminar el exceso de sonda, tomandose imagenes cada 5 min durante 60

min de isquemia y 25 de recuperacion.

Medida del calcio mitocondrial

Para medir el calcio mitocondrial se emple6 una sonda especifica, rhod-2 AM
(Anaspec) (Aexcitacién/emision = 949/578 nm). Las células se cargaron con rhod-2 AM 2,2
mM durante 15 min a temperatura ambiente en oscuridad, se lavaron y se dejaron 15
min en oscuridad para eliminar el exceso de sonda. Adicionalmente, se pretrataron
durante 15 min con tapsigargina 2 pM (Sigma), un inhibidor de la Ca**/ATPasa del
reticulo endopldsmico, para evitar interferencias con el calcio del reticulo. Se tomaron

imagenes cada 15 s durante 60 min de isquemia.
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Medida de especies reactivas de oxigeno

Para medir ROS se utilizé dihidrorodamina 123 (DHR 123) (Anaspec) (Aexcitacion/emision =
507/529 nm). La DHR 123 es un indicador no fluorescente y sin carga que difunde a
través de las membranas pasivamente hasta ser oxidado por ROS, convirtiéndose en
rodamina 123, catiénica y fluorescente, que se localiza en las mitocondrias. Por eso se
emplea para medir las ROS preferentemente generados en la mitocondria. Las células se
cargaron con DHR 123 10 pM durante 30 min a 37 °C en oscuridad, se lavaron y se
mantuvieron durante 15 min a 37 °C en oscuridad para eliminar el exceso de sonda y se

tomaron imagenes cada 5 min durante 60 min de isquemia y 15 de recuperacion.

3.10 MEDIDA DEL HINCHAMIENTO MITOCONDRIAL (SWELLING)

Aislamiento de las mitocondrias

El aislamiento de las mitocondrias se realiz6 seglin el método descrito por Khaliulin y

140
cols

. Tras los distintos tratamientos se recogieron las células, se lavaron con PBS frio
y seguidamente se resuspendieron en el tampon de aislamiento mitocondrial (apartado
3.11), lisandose con un homogeneizador Douncer de tipo B. Los homogeneizados se
centrifugaron a 480 g durante 10 min a 4 °C para eliminar los restos celulares y el
sobrenadante, en el que se encuentran las mitocondrias, centrifugandose de nuevo a
10000 g 10 min a 4 °C. El sedimento, correspondiente a las mitocondrias, se lavo y
resuspendi6 en el tampdén de resuspension mitocondrial (apartado 3.11) y se determiné

la concentracion de proteinas por el método Bradford (Sigma) siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Medida del swelling mitocondrial

Para medir la capacidad de resistencia al mismo utilizamos el método descrito por Ruiz-
Meana y cols '*!, que se basa en la relacion entre la apertura del mPTP inducida por
cloruro calcico y el aumento del volumen mitocondrial como consecuencia de dicha
apertura, medido como un descenso de la absorbancia a 520 nM. Las mitocondrias (0,5

mg de proteina) se resuspendieron en el tampon de swelling (apartado...) en una cubeta
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de espectrofotometria. Tras 2 min de estabilizacion se afiadié CaCl, 250 uM midiéndose

la absorbancia a 520 nM cada 15 s durante 7 min.

3.11 COMPOSICION DE TAMPONES

Tampon de isquemia
Contiene:
5 mM HEPES, pH 7,4, 154 mM NaCl, 5,6 mM KCl, 3,6 mM NaHCO; y 2,3 mM CaCl..

Este tampon se gase6 con nitrogeno antes de ser utilizado.

PBS
Contiene:

8 mM Na,HPO,, 1,5 mM KH,PO,, pH 7,6, 2,7 mM KCl y 0,14 mM NaCl.

Tampon de lisis

Contiene:

20 mM Tris-HCL, pH 7,5, 5 mM MgSO4 y 0,5 mM EGTA.

Inhibidores: 1% de 2-mercaptoetanol, 0,1 mM Na3VOs, 20 mM NaF, 10 pg/ml
leupectinay 1 mM PMSF.

Tampon de extraccion mitocondrial

Contiene:

20 mM HEPES-KOH, pH 7,5, 10 mM KCl, 1,5 mM MgCl,, | mM EDTA-K,, 250 mM
sacarosa, | mM EGTA y ImM DTT.

Inhibidores: 1% de 2-mercaptoetanol, 0,1 mM Na 3 VO4, 20 mM NaF, 10 pg/ml
leupectina y 1 mM PMSF.

Tampon de Laemmli 1X
Contiene:
6,25 mM Tris-HCIL, pH 6,8, 50 mM EDTA, 2% de SDS , 10% de sacarosa , 5% de 2-

mercaptoetanol y 0,004% de azul de bromofenol.
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TTBS
Contiene:

20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 137 mM NaCl y 0,05% de Tween-20.

Medio de union para citometria
Contiene:

10 mM HEPES-NaOH, pH 7,4, NaCl 140 mM y CacCl, 2,5 mM.

Tampon de lisis de caspasas
Contiene:

50 mM HEPES, pH 7,4, 100 mM NaCl, 0.1% CHAPS, 1 mM DTT, 0,1 mM EDTA.

Tampon de ensayo de caspasas

Contiene:

50 mM HEPES, pH 7.4, 100 mM NacCl, 0.1% CHAPS, 10 mM DTT, 0,1 mM EDTA y
10% de glicerol.

Tampon de carga

Contiene:

10 mM Na-HEPES, pH 7,3, 0,137 M NaCl, 5,4 mM KCl, 0,25 mM Na,HPO,, 0,44 mM
KH;PO4, 1,3 mM CaCl,, y 1 mM MgSOs..

Tampon de aislamiento mitocondrial
Contiene:

10 mM MOPS, pH 7,5, 250 mM sacarosa, ] mM EGTA y 5 mM KH,PO,.

Tampon de resuspension mitocondrial
Contiene:

10 mM MOPS, pH 7,5 250 mM sacarosa y 5 mM KH,POj,.
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Tampoén de swelling

Contiene:

10 mM Tris-HCI, pH 7,3, 120 mM sacarosa, 120 mM KCI, 20 mM MOPS y 5 mM
KH,PO..

3.12 ANALISIS ESTADISTICO
Los datos se presentan como la media + error estandar. Las comparaciones estadisticas

se realizaron mediante una t de Student. Una p<0,05 se considerd estadisticamente

significativa. Para el andlisis estadistico se empled el programa Graph Pad Prism 5.
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Resultados

Accion de la ceramida y de la esfingosina 1-fosfato en la proteccion de la muerte

inducida por isquemia y recuperacion

El primer objetivo fue determinar si la ceramida y/o la SIP protegian de la muerte
inducida por isquemia en células de neuroblastoma humano SH-SYSY. Para ello,
basandose en resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio que mostraban que
después de 3 h de isquemia y 16 h de recuperacion se producia una muerte de al menos
el 30%, las células se sometieron a dicho tratamiento en presencia o ausencia de
distintas dosis de ceramida y S1P, midiéndose posteriormente la viabilidad celular
mediante un ensayo con MTT. Como se puede ver en la Figura 9, ambos esfingolipidos
protegieron de la muerte celular cuando se administraron a concentraciones bajas, no
teniendo ningin efecto protector, en el caso de la S1P (Figura 9B), o incluso
provocando la muerte de mas del 40% de las células a concentraciones mas altas en el
caso de la ceramida (Figura 9A). La proteccion fue completa a las concentraciones de
10 uM para ceramida y 1uM para S1P. En vista de estos resultados se eligieron estas

dosis para evaluar el efecto protector de estos esfingolipidos.
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Figura 9. Dosis respuesta de esfingolipidos en la viabilidad celular. Las células fueron sometidas a 3 h
de isquemia y 16 h de recuperacion (excepto el control) en presencia o ausencia (sin tratamiento) de
distintas dosis de los esfingolipidos, midiéndose posteriormente la viabilidad por MTT. (A) Efecto en la
viabilidad de distintas dosis de ceramida (Cer). (B) Efecto en la viabilidad de distintas dosis de S1P.
*p<0,05.

Teniendo en cuenta que los procesos que suceden durante la isquemia y la recuperacion
son muy distintos, el siguiente paso fue determinar en qué parte del proceso de la
isquemia/recuperacion se producia la proteccion por parte de la ceramida y de la SIP y

si un precondicionamiento con los esfingolipidos favorecia la proteccion como ocurre
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con otros protectores ya descritos. Para ello, se formaron 6 grupos de células y se
sometieron a 3 h de isquemia y 16 h de recuperacién anadiendo el esfingolipido 3 h
antes de la isquemia como precondicionamiento y/o durante la isquemia y/o en la
recuperacion siguiendo el esquema de la Figura 10. Asi, en el Grupo 1 el esfingolipido
solo se afiadi6 durante el precondicionamiento, en el Grupo 2 sélo en la isquemia, en el
Grupo 3 so6lo en la recuperacion, en el Grupo 4 en el precondicionamiento y en la

isquemia, en el Grupo 5 en la isquemia y en la recuperacién y en el Grupo 6 en las tres

fases.
Pretratamiento Isquemia Recuperacion
Grupo 1 I I |
Grupo 2 I I |
Grupo 3 I I I

Grupo 4 ]

Grupo 5 | T

Grupo 6 |

Hl Tratamiento con el esfingolipido

Figura 10. Esquema de tratamientos con los esfingolipidos en las distintas fases de la
isquemia/recuperacion. El esfingolipido se afiadio en las fases marcadas con negro.
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Figura 11. Efecto de los esfingolipidos sobre la viabilidad celular en las distintas fases de la
isquemia/recuperacion. Las células fueron sometidas a 3 h de isquemia y 16 h de recuperacion (excepto
el control) en presencia o ausencia (sin trat.) de los esfingolipidos en precondicionamiento (1), durante la
isquemia (2), durante la recuperacion (3) en precondicionamiento y durante la isquemia (4), en la
isquemia y la recuperacion (5) y en precondicionamiento, durante la isquemia y la recuperacion (6). La

viabilidad se midi6 por MTT. (A) Efecto en la viabilidad del tratamiento con ceramida 10 pM. (B) Efecto
en la viabilidad del tratamiento con S1P 1 uM. *p<0,05.

Como se observa en la Figura 11 ambos esfingolipidos protegieron en los seis grupos,
produciéndose la mayor proteccion cuando estaban presentes tanto en la isquemia como

en la recuperacion. Como la méaxima proteccion se produjo cuando el esfingolipido
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estaba presente tanto en la isquemia como en la recuperacion, independientemente de
que hubiese habido un tratamiento previo (no existen diferencias entre el Grupo 5y el 6
para ninguno de los esfingolipidos), el resto de los experimentos se realizaron
afladiendo el esfingolipido al inicio de la isquemia y manteniéndolo durante las fases de
isquemia y recuperacion sin pretratar, ya que el pretratamiento no parece aportar un

beneficio extra en este caso.

Accion protectora de la ceramida y de la esfingosina 1-fosfato en la apoptosis y en

la necrosis

Los procesos de isquemia y recuperacion inducen muerte por apoptosis y por necrosis.
Para estudiar la accidon protectora de estos esfingolipidos frente a ambos tipos de
muerte, tras someter a las células a los procesos de isquemia/recuperacion en presencia
y ausencia de los esfingolipidos, se llevé a cabo una citometria de flujo con anexina V-
FITC e ioduro de propidio para diferenciar los dos tipos de muerte. Como se aprecia en
la Figura 12, la isquemia/recuperacion provocd un aumento de la apoptosis temprana y
de la necrosis y/o apoptosis tardia significativo respecto al control, alcanzandose mas de
un 10% de apoptosis temprana y de un 25% de necrosis y/o apoptosis tardia. El

tratamiento simultdneo con ceramida o con S1P protegié completamente de ambos tipos

de muerte.
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Figura 12. Accién de los esfingolipidos sobre la apoptosis temprana (apoptosis) y la necrosis y la
apoptosis tardia (necrosis). Las células fueron sometidas a 3 h de isquemia y 16 h de recuperacion
(excepto el control) en presencia o ausencia de ceramida (Cer) 10 uM o SI1P 1 puM midiéndose la
apoptosis y la necrosis y/o apoptosis tardia por citometria de flujo con anexina V-FITC e ioduro de
propidio. (A) Cuantificacion de los porcentajes de muerte *p<0,05. (B) Citometria representativa de los
resultados.
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Con el fin de analizar si la proteccion de los esfingolipidos de cada tipo de muerte
dependia de en qué fase actuaba el esfingolipido (isquemia o recuperacion), tratamos las
células con el esfingolipido s6lo durante la isquemia (Grupo 2), s6lo durante la
recuperacion (Grupo 3) o en ambas fases (Grupo 5) y se cuantificaron por citometria de
flujo la apoptosis temprana y la necrosis y/o apoptosis tardia. En la Figura 13A se
observa que la ceramida protegié completamente de la necrosis y/o de la apoptosis
tardia tanto durante la isquemia como durante la recuperacion, asi como cuando estuvo
presente en ambas fases. En el caso de la apoptosis temprana, sin embargo, sélo se
produjo proteccion cuando la ceramida estuvo presente en la isquemia y en la
recuperacion. Por su parte, la SIP protegié completamente de la apoptosis temprana
tanto durante la isquemia como en la recuperacion y solo parcialmente de la necrosis y/o
de la apoptosis tardia en cada una de las fases, siendo la proteccion completa al estar
presente en ambas (Figura 13B).
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Figura 13. Efecto de los esfingolipidos sobre la apoptosis temprana (apoptosis) y la necrosis y/o la
apoptosis tardia en las distintas fases de la isquemia/recuperaciéon. Las células fueron sometidas a 3 h
de isquemia y 16 h de recuperacion (excepto el control) en presencia o ausencia de los esfingolipidos,
durante la isquemia (2), la recuperacion (3) o ambas fases (5) y posteriormente se valord la apoptosis
temprana y la necrosis y/o apoptosis tardia por citometria de flujo con anexina-V-FITC e ioduro de
propidio. (A) Efecto de ceramida (Cer) 10 uM en la apoptosis temprana y en la necrosis y/o apoptosis
tardia en las distintas fases. (B) Efecto de SIP 1 uM en la apoptosis y la necrosis en las distintas fases.
*p<0,05. (C) Citometria representativa de los resultados.
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Rutas de sefializacion implicadas en la accion de la ceramida y de la esfingosina 1-

fosfato

Una vez demostrada la proteccion que ejercen la ceramida y la SI1P frente a la apoptosis
y a la necrosis inducidas por isquemia/recuperacion, se planted estudiar qué rutas
estarian implicadas en dicha proteccion. Las vias de distintas proteinas quinasas: PKC,
PI3K/Akt y MAPK se han relacionado comunmente con la supervivencia y son
activadas por distintos protectores isquémicos. Utilizando inhibidores especificos de
estas quinasas (BSM para las PKC, WT para PI3K e IE para ERK) se llevo a cabo un
analisis con MTT para comprobar si estas rutas se activan en respuesta a ceramida y a
S1P en isquemia/recuperacion. Como se observa en la Figura 14, la proteccion ejercida
tanto por ceramida como por S1P, estd mediada por PKC, PI3K y ERK, ya que la
proteccion se impidid completamente con el uso de los inhibidores especificos. En el
caso de S1P se muestra también que su efecto protector estd mediado por receptor, ya
que se impidi6 completamente en presencia de PTX, un inhibidor de proteinas Gi, a las

cuales se acoplan los receptores S1PRs (Figura 14B).
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Figura 14. Accion de diferentes inhibidores sobre la proteccion ejercida por esfingolipidos. Las
células fueron sometidas a 3 h de isquemia y 16 h de recuperacion (excepto el control) en presencia o
ausencia (sin tratamiento) de ceramida (Cer) 10 uM (A) o S1P 1 uM (B) y BSM 10 nM, WT 10 nM, IE 3
pM y 100 ng/ml de PTX cuando se indica. A continuacion se valor6 la viabilidad por MTT. *p<0,05.

Papel diferencial de las diferentes isoformas de PKC en la accion protectora de

ceramida y esfingosina 1-fosfato

Los resultados de la Figura 14 indican que al menos una isoforma de la familia de las

PKC es activada en la proteccion mediada por ceramida y S1P, ya que dicha proteccion
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se inhibe en presencia de BSM. Varios autores han descrito que PKC ¢ estd implicada
en la accidon protectora de distintos compuestos frente a la isquemia, por lo que se
procedid a analizar si este era el caso de la ceramida y de la SIP. Para ello, se
transfectaron células con siRNA frente a PKC g, analizando la viabilidad por MTT.

Como se observa en la Figura 15A la inhibicion de PKC ¢ impidié la proteccion

inducida por ambos esfingolipidos.
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Figura 15. Implicacion de PKC & y PKC { en la accién de los esfingolipidos sobre la viabilidad
celular en isquemia/recuperacion. Las células fueron sometidas a 3 h de isquemia y 16 h de
recuperacion (excepto el control) en presencia o ausencia (sin tratamiento) de ceramida (Cer) 10 uM (A y
B) o SIP 1 uM (A y C) y siRNA frente a PKC € (A) y BSM 10 nM, V1-2 5 uM, y PS 50 nM (B y C)
cuando se indica. Se valoro6 la viabilidad mediante ensayos con MTT. *p<0,05.

Teniendo en cuenta, por una parte, que la ceramida y la S1P protegen de la apoptosis y
de la necrosis (Figura 12) y por otra que la proteccion estd mediada por PKC ¢ (Figura
15), se plante6 la posibilidad de que dicha PKC ¢ podria mediar la proteccion
impidiendo de forma diferencial la muerte por apoptosis o por necrosis. Para
comprobarlo se trataron las células con V1-2, inhibidor especifico de la translocacion de

PKC &, y se llevo a cabo una citometria de flujo. Como se aprecia en la Figura 16, V1-2
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impidi6 la proteccion inducida por los esfingolipidos frente a la necrosis y/o apoptosis
tardia. Sin embargo, no fue capaz de inhibir la proteccion frente a la apoptosis temprana
en el caso de la ceramida (Figura 16A) y s6lo lo hizo parcialmente en el caso de la S1P
(Figura 16B), siendo significativamente distinto del control y de Ila
isquemia/recuperacion. Estos resultados indican que PKC ¢ media la proteccion frente a
la necrosis y/o apoptosis tardia en ambos esfingolipidos, pero no frente a la apoptosis
temprana para la ceramida y solo en parte para la S1P. Sin embargo, el tratamiento con
BSM impidi6 completamente la proteccion de ambos tipos de muerte para los dos
esfingolipidos. Estos datos sugerian que al menos otra isoforma de PKC esta implicada
en la proteccion de los esfingolipidos frente a la apoptosis inducida por
isquemia/recuperacion. PKC o, PKC y y PKC { han sido descritas en varias rutas de
supervivencia en distintos modelos de muerte, pero datos previos del laboratorio
indicaron que no existian modificaciones ni de PKC a ni de PKC y en nuestras
condiciones, por lo que se considerd que la isoforma implicada en la proteccion podria
ser PKC (. Para comprobar esta hipotesis se utilizo un inhibidor pseudosustrato de PKC
€ (PS) y se llevd a cabo un estudio por citometria de flujo igual al anterior. Como puede
observarse en la Figura 16, en presencia de PS se inhibié completamente la proteccion
frente a la apoptosis temprana de ambos esfingolipidos, asi como la de la necrosis y/o
apoptosis tardia. La implicacion de la PKC ( en la proteccion mediada por la ceramida y
la S1P la confirmamos mediante un ensayo con MTT (Figura 15).

Teniendo en cuenta que la mitocondria juega un papel fundamental en la regulacion de
la apoptosis y de la necrosis y, en concreto, en el dafio producido por la
isquemia/recuperacion, y el papel mediador de PKC & y PKC { en la proteccion
inducida por ceramida y S1P, se procedid a analizar si estas isoformas son capaces de
actuar directamente en la mitocondria. Como los acontecimientos que ocurren en la
mitocondria para dar lugar a la muerte posterior son bastante tempranos, se midi6 la
translocacion de ambas isoformas a la mitocondria en dos situaciones diferentes (1 hora
de isquemia y 3 h de isquemia mas 30 min de recuperacion) en presencia de los

esfingolipidos.
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Figura 16. Medida de la apoptosis temprana y de la necrosis y/o apoptosis tardia en presencia de los
esfingolipidos y de diferentes inhibidores de PKC. Las células fueron sometidas a 3 h de isquemia y 16
h de recuperacion (excepto el control) en presencia o ausencia de ceramida (Cer) 10 uM (A) o S1P 1 uM
(B) y BSM 10 nM, VI1-2 5 uM, y PS-PKC £ (PS) 50 nM cuando se indica. Se valord la apoptosis
temprana y la necrosis y/o apoptosis tardia por citometria de flujo con anexina V-FITC e ioduro de
propidio. *p<0,05.

En la Figura 17A se observa que tanto la ceramida como 1 h de isquemia por separado
indujeron la translocacion de PKC ¢ a la mitocondria, mientras que cuando la ceramida
fue afadida durante la isquemia la translocacion fue menor incluso que el control. A
pesar de esta menor translocacion, los niveles de PKC fueron mayores de lo esperado,
lo que sugiere un aumento general de la expresion. Después de 3 h de isquemia y 30
min de recuperacion, tanto la ceramida como la isquemia/recuperacion fueron capaces
de translocar PKC €, y cuando la ceramida estaba presente durante la
isquemia/recuperacion el efecto parecio ser aditivo. Respecto a PKC (, la ceramida sola
indujo su translocacion, manteniéndose altos niveles en el citosol, lo que también
sugiere un aumento de expresion. En la mitocondria, cuando la ceramida estaba presente

durante la isquemia, no se observo diferencia respecto al mismo tiempo de accidn de la
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isquemia por si sola, pero los resultados indican que puede haber un aumento de
expresion, ya que aumenta la cantidad en el citosol. La isquemia/recuperacion provoco
la translocacion de PKC ( a la mitocondria, que no varid en presencia de ceramida. Sin

embargo, podria haber un aumento de la expresion porque los niveles detectados en el

citosol parecen mas elevados.
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Figura 17. Efecto de la isquemia y de la ceramida sobre los niveles de de PKC ¢ y PKC (. Las células
fueron sometidas a 1 h de isquemia (Isq) o a 3 h de isquemia y 30 min de recuperacion (I/R) (excepto el
control) en presencia o ausencia de ceramida. Posteriormente se extrajeron las proteinas de mitocondrias
y citosol y se realizo un Western blot frente a PKC € o PKC  (A) o se extrajo el RNA vy se realizo una
RT-qPCR frente a PKC & o PKC { utilizando la -actina como gen de referencia (B). *p<0,05.

Para comprobar el posible aumento de la expresion de las isoformas PKC ¢ y PKC (, se
llevo a cabo una RT-qPCR. En la Figura 17B se observa que tanto la isquemia como el
tratamiento con ceramida por si solos indujeron un aumento de expresion de PKC ¢ del
100%, siendo el efecto aditivo en las células sometidas a isquemia y tratadas con

ceramida, cuadruplicandose los niveles respecto al control. Este aumento se mantuvo
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durante la recuperacion. Sin embargo, en ningin caso pudieron observarse variaciones
en los niveles de PKC (.

En cuanto a la accion de la S1P, en la Figura 18A se aprecia que tanto el tratamiento
con SIP como la isquemia aumentaron la translocacion de PKC ¢ y cuando se
administré S1P durante la isquemia, el efecto resulté aditivo. También puede observarse
que después de 3 h de isquemia y 30 min de recuperacioén ocurrié lo mismo. Respecto a
PKC (, el tratamiento con S1P indujo la translocacion de la isoforma, pero no se
observaron muchas diferencias en la mitocondria al tratar con S1P durante la isquemia,
aunque es posible que haya un aumento de expresion de la enzima en el citosol como
ocurria con la ceramida. Sin embargo, la presencia de S1P disminuy6 la translocacion

inducida por la isquemia y la recuperacion.
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Figura 18. Efecto de la isquemia y de S1P sobre los niveles de de PKC ¢ y PKC (. Las células fueron
sometidas a 1 h de isquemia (Isq) o a 3 h de isquemia y 30 min de recuperacion (I/R) (excepto el control)
en presencia o ausencia de S1P. Posteriormente se extrajeron las proteinas de mitocondrias y citosol y se
realizd un Western blot frente a PKC € 0 PKC ( (A) o se extrajo el RNA y se realizo una RT-PCR frente a
PKC ( utilizando la f-actina como gen de referencia (B).
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Los valores del analisis con RT-qPCR para comprobar variaciones en la expresion de
PKC ¢ y PKC ( en presencia de SIP se muestran en la Figura 18B. Puede observarse
que la S1P impidi6 completamente el aumento de PKC ¢ inducido por la isquemia y la

isquemia/recuperacion. Los niveles de PKC £ no variaron con los tratamientos.

Papel de la actividad caspasa en la accion protectora de ceramida y esfingosina 1-

fosfato

Teniendo en cuenta que la actividad caspasa es una consecuencia de la induccion de
apoptosis, se realizaron experimentos encaminados a conocer si la actividad de la

caspasa 3 se modificaba tras el tratamiento con los esfingolipidos.
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Figura 19. Accién de la isquemia/recuperacion y el tratamiento con esfingolipidos sobre la actividad
de la caspasa 3. Las células fueron sometidas a 3 h de isquemia y 16 h de recuperacion (excepto el
control) en presencia o ausencia (sin tratamiento) de ceramida 10 pM (A) o SIP 1 uM (B) y V1-2 5 uM, y
PS 50 nM cuando se indica. Posteriormente se extrajeron las proteinas y se valord la actividad de la
caspasa 3 con el sustrato colorimétrico Ac-DEVDpNa. Se muestra el aumento de actividad respecto al
control. *p<0,05.

Para ello se realizaron ensayos colorimétricos empleando el sustrato Ac-DEVDpNa
especifico para la caspasa 3. Como se observa en la Figura 19, la isquemia/recuperacion
incrementd la actividad de esta enzima mas del doble. El tratamiento con los
esfingolipidos durante la isquemia/recuperacion condujo a una reduccion de esta
actividad, completamente en el caso de la S1P y manteniéndose ligeramente por encima
del control en el caso de la ceramida. La menor actividad resultante del tratamiento con
ceramida durante la isquemia/recuperacion fue impedido parcialmente al inhibir PKC (

con PS. Sin embargo, la inhibicion de PKC ¢ con V1-2 no tuvo ningiin efecto. En el
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caso del tratamiento con S1P, la reduccion en la actividad caspasa fue inhibida
significativamente tanto por V1-2 como por PS. Sin embargo, con ninguno de los
inhibidores se alcanzaron los niveles de activacion obtenidos durante la
isquemia/recuperacion en ausencia del esfingolipido, alcanzdndose una activacion de

aproximadamente el 200% en el caso de V1-2 y del 140% en el caso de PS.
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Figura 20. Distribuciéon de PKC 6 por accion de la isquemia y el tratamiento con ceramida. Las
células fueron sometidas a 1 h de isquemia (Isq) o a 3 h de isquemia y 30 min de recuperacion (I/R)
(excepto el control) en presencia o ausencia de ceramida (Cer). Posteriormente se extrajeron las proteinas
de citosol, membrana y nucleo (A) o de la mitocondria y el citosol (B) y se realizo un Western blot frente
a PKC 3.

Un mediador frecuente en la apoptosis y en la necrosis es PKC 6, cuya accion ha sido
descrita en la muerte inducida por isquemia/recuperacion. Con el fin de analizar si los
esfingolipidos tenian algun efecto sobre esta enzima, y teniendo en cuenta que se ha
relacionado la muerte celular con la translocacion de PKC & a la membrana plasmatica y
fundamentalmente al nucleo, se realizdo un Western blot para detectar PKC 6 en dichas
fracciones subcelulares de células sometidas a 1 h de isquemia o a 3 h de isquemia y 30
min de recuperacion. Ademads, dada la importancia de la mitocondria en la muerte
inducida por la isquemia/recuperacion, se analiz6 también la translocacion de PKC & a
la mitocondria. Como se puede apreciar en la Figura 20, la isquemia indujo la

translocacion de PKC 9§ al ntcleo y a la membrana plasmatica, no observandose ninguna
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variacion en la mitocondria. El tratamiento con ceramida durante la isquemia redujo la
translocacion de PKC 6 al nucleo y a la membrana, y se provocé su translocacion a la
mitocondria. Después de 3 h de isquemia y 30 min de recuperacion, sin embargo, los
niveles de PKC 9§ tanto en la membrana como en el nicleo disminuyeron, aumentando
notablemente en la mitocondria. El tratamiento con ceramida durante la
isquemia/recuperacion no tuvo ningun efecto en los niveles de PKC § tanto en la
membrana como en el nucleo, pero si en la mitocondria, donde impidi6 la translocacion

inducida por la isquemia/recuperacion.
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Figura 21. Distribucion de PKC 8 por accion de la isquemia y el tratamiento con S1P. Las células
fueron sometidas a 1 h de isquemia (Isq) o a 3 h de isquemia y 30 min de recuperacion (I/R) (excepto el
control) en presencia o ausencia de S1P. Posteriormente se extrajeron las proteinas de citosol, membrana
y nicleo (A) o de la mitocondria y el citosol (B) y se realizé un Western blot utilizando un anticuerpo
anti-PKC 8.

Respecto a la S1P, en la Figura 21 se puede apreciar que tanto la S1P en condiciones
normales como la isquemia, indujeron la translocacion de PKC & al nucleo y a la
membrana, pero cuando se administro el esfingolipido durante la isquemia, se redujo
sorprendentemente la translocacion en ambas fracciones. En la mitocondria, la S1P en
normoxia provocd un pequefio aumento de la isoforma, pero cuando se administrd
durante la isquemia no se observaron diferencias respecto a la isquemia. Después de 3 h

de isquemia y 30 min de recuperacion, sin embargo, los niveles de PKC o en la
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membrana y en el nucleo disminuyeron y aumentaron notablemente en la mitocondria.
El tratamiento con S1P durante la isquemia/recuperacion aumento la translocacion de
PKC & a la membrana y no tuvo ningun efecto en los niveles de la isoforma en el
nicleo. En la mitocondria, el tratamiento con SI1P redujo considerablemente la
translocacion de PKC 9§ inducida por la isquemia/recuperacion incluso por debajo del

control.

La ceramida impide la sobrecarga de calcio mitocondrial durante la isquemia a

través de ROS y del mPTP

A la vista de los resultados obtenidos implicando a la mitocondria en la proteccion
inducida por ceramida y S1P (Figuras 17, 18 y 19), el siguiente objetivo fue profundizar
en el mecanismo de accion de estos esfingolipidos en la mitocondria.

Aunque se ha descrito la apertura del mPTP durante la recuperacion, no se ha observado
nunca directamente si éste puede abrirse durante la isquemia. Por lo tanto, se procedi6 a
estudiar qué ocurria en nuestro modelo experimental y cual era el efecto de los
esfingolipidos. Para ello analizamos la apertura del poro por microscopia confocal con
calceina y cloruro de cobalto. La calceina se acumula en las mitocondrias y en el
citosol, pero su fluorescencia es desactivada (quenching) en el citosol por cloruro de
cobalto. Si el mPTP se abre, se observa un descenso de la fluorescencia de la calceina al
salir ésta de las mitocondrias a través del mPTP. En la Figura 22A se muestran los
resultados obtenidos, indicando que la isquemia provoca una ligera apertura del mPTP y
que el tratamiento conjunto con la ceramida induce una apertura mucho mayor. Se
puede asegurar que se trata de apertura del mPTP porque el efecto de la ceramida se
inhibe con CsA. Los resultados obtenidos en presencia de los inhibidores V1-2 y PS
indican la implicacion de las isoformas PKC ¢ y PKC ( en la apertura inducida por
ceramida (Figura 22B). S1P, por su parte, impidi6 la ligera apertura provocada por la

isquemia (Figura 22A).
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La apertura controlada y reversible del mPTP puede impedir la sobrecarga de calcio en
la mitocondria, que conduce a la apertura irreversible del poro en la recuperacion y en
consecuencia a la muerte de la célula. Para comprobar si este era el mecanismo de
proteccion de la ceramida, se analizo el calcio mitocondrial por microscopia confocal
con la sonda de calcio rhod-2 AM, especifica para el calcio mitocondrial. Como se
observa en la Figura 23, la isquemia produjo un aumento de la carga de calcio,
fundamentalmente a partir de los 40 min de isquemia, de més de un 20%. Por su parte,
el tratamiento con ceramida provocd un descenso de la concentracion de calcio
mitocondrial que fue impedido por el tratamiento con CsA, inhibidor del mPTP, lo que
indica que este efecto estd mediado por la apertura del mPTP. Para comprobar que esta
apertura realmente resultaba protectora, se realizaron ensayos con MTT en presencia de
ceramida y CsA. En los resultados mostrados en la Figura 24 se puede apreciar como,
efectivamente, la presencia de CsA impidié completamente el efecto protector de la
ceramida, por lo que la apertura del mPTP inducida por el esfingolipido protege a las
células de la muerte celular. Por otra parte, el tratamiento con CsA durante la
recuperacion también resultd protector, lo que indica que durante la recuperacion se

produce la apertura del mPTP, dando lugar al dafio celular.
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lsquemia + S1P

Figura 22. Accion de los esfingolipidos y de la isquemia sobre la apertura del mPTP. Las células
fueron marcadas con calceina-AM y CoCl, y sometidas a 1 h de isquemia (excepto el control) con o sin
ceramida 10 uM o SIP I pM y CsA 1 uM, V1-2 50 uM, PS 50 nM o rotenona 100 pM cuando se indica.
Se adquirieron imagenes cada 5 min. (A y B) Fluorescencia relativa de al menos 40 células normalizadas
respecto al punto inicial por cada tratamiento. (C) Fluorescencia de la calceina-AM en el punto inicial
(t=0"), a los 30 min (t=30’) y a la hora (t=60°) en los distintos tratamientos.
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Figura 23. Efecto de la ceramida sobre el calcio mitocondrial durante la isquemia. Las células fueron
marcadas con rhod-2 AM y sometidas a 1 h de isquemia con o sin ceramida 10 uM y CsA 1 pM cuando
se indica. Se adquirieron imagenes cada 15 s. (A) Fluorescencia relativa de al menos 40 células
normalizadas respecto al punto inicial por cada tratamiento. (B) Fluorescencia del rhod-2 AM en el punto
inicial (t=0), a los 30 min (t=30) y a la hora (t=60’) en los distintos tratamientos.
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Figura 24. Efecto de la isquemia y de la ceramida sobre la viabilidad celular. Las células fueron
sometidas a 3 h de isquemia y 16 h de recuperacion (excepto el control) en presencia o ausencia (sin
tratamiento) de ceramida (Cer) 10 uM y CsA 1 pM cuando se indica. Posteriormente se midio la
viabilidad por MTT. isq: isquemia; rec: recuperacion. *p<0,05.

Con el fin de determinar a través de qué mecanismo la ceramida induce la apertura del
mPTP durante la isquemia, se estudi6 la produccion de ROS por microscopia confocal
utilizando la sonda dihidrorodamina 123 (DHR 123). Estd establecido que las ROS
facilitan la apertura del mPTP, resultando en ocasiones alin més importantes que el
propio calcio en dicha funcion. En la Figura 25 se observa como durante la isquemia se
detecté un ligero aumento de aproximadamente el 10% en la generacion de ROS,
mientras que durante la recuperacion aumentaron sus niveles mas del 100% en pocos
minutos. El tratamiento con ceramida durante la isquemia incrementd la produccion de
ROS alrededor de un 40% por encima de los niveles obtenidos durante la isquemia,
mientras que durante el periodo de recuperacién se redujeron los niveles de ROS
significativamente. La presencia de PS impidié completamente el efecto de la ceramida
durante la isquemia y la recuperacion, por lo que se puede asegurar que la generacion de
ROS inducida por la ceramida estd mediada por PKC {. Ademas, la accién de V1-2
impidid la formacion de ROS durante la isquemia, pero no durante la recuperacion, lo
que indica que es necesaria la accion de PKC ¢ para la generacion de ROS inducida por
la ceramida durante la isquemia y por la propia isquemia. Para comprobar que esta
mayor formacion de ROS era la responsable de la apertura del mPTP durante la
isquemia en presencia de ceramida, se trataron las células con rotenona, un inhibidor de

la cadena de transporte de electrones, implicada en la produccion ROS, y se analiz6 la
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apertura del mPTP con calceina-AM y CoCl2. Como se puede apreciar en la Figura
22B, el tratamiento con rotenona inhibié completamente la apertura del mPTP inducida
por ceramida, por lo que se puede deducir que las ROS inducidas por la ceramida se
generan en la cadena de transporte electronico y son las responsables de la apertura del

poro.
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Figura 25. Efecto de la ceramida en la producciéon de ROS durante la isquemia. Las células fueron
marcadas con DHR 123 y sometidas a 1 h de isquemia y 20 min de recuperacion con o sin ceramida 10
pM y VI1-2 50 uM o PS-PKC { 50 nM cuando se indica. Se adquirieron imagenes cada 5 min. (A)
Porcentaje de ROS respecto al control de la media de al menos 40 células normalizadas respecto al punto
inicial por cada tratamiento.

Efecto protector de la esfingosina 1-fosfato de las alteraciones inducidas por la

isquemia en la mitocondria

A la vista de que la S1P no provoca la apertura del mPTP durante la isquemia como
ocurre con la ceramida (Figura 22A), y para dilucidar el mecanismo por el que lleva a
cabo su proteccion la S1P, se procedi6 a analizar otras alteraciones que se producen en
la mitocondria durante la isquemia/recuperacion para ver si la S1P era capaz de proteger
de alguna de ellas. Una de las principales alteraciones es la despolarizacion de la
membrana mitocondrial. El potencial de membrana de la mitocondria se debe
fundamentalmente al gradiente de protones generado por la cadena respiratoria. Durante
la isquemia la ausencia de O, afecta al funcionamiento de la cadena respiratoria y, en
consecuencia, la membrana mitocondrial se despolariza. Si la caida de potencial es muy

elevada y se mantiene demasiado tiempo, la mitocondria se altera irreversiblemente y la
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célula se muere. Para investigar los cambios en el potencial debidos a la isquemia y el
efecto del tratamiento con SIP, se midid el potencial de membrana mediante
microscopia confocal utilizando la sonda fluorescente TMRM. En la Figura 26 se
muestran los resultados obtenidos. El tratamiento con S1P impidi6 parcialmente la caida
de potencial producida por la isquemia y permitié cierta repolarizacion en la
recuperacion. Estos efectos fueron inhibidos completamente por V1-2, pero no por PS,
lo que indica que estdn mediados por PKC & pero no por PKC .

Otra alteracion significativa que se produce durante la isquemia en la mitocondria es la
sobrecarga de calcio, ya observada en la Figura 23, lo que conduce a la apertura del
mPTP durante la recuperacion, que es una de las principales causas del dafio producido
en la isquemia/recuperacion. Teniendo esto en cuenta, se decidid analizar si el
tratamiento con S1P modificaba la sobrecarga de calcio producida por la isquemia en la
mitocondria. Como se observa en la Figura 27, el tratamiento con S1P durante la
isquemia redujo significativamente la carga de calcio cerca de un 40%. Este efecto fue
parcialmente inhibido por V1-2, lo que indica que el efecto estd mediado por PKC €. En
otros sistemas se ha descrito que PKC ¢ activa el canal de potasio mitoKarp, cuya
apertura esta relacionada con la proteccion frente a la isquemia. El tratamiento con el
inhibidor de dicho canal, SHD, también impidié el descenso de calcio inducido por S1P,
por lo que parece que este canal media la proteccion ejercida por el esfingolipido. La
implicacion del mitoKarp se confirmé por MTT, ya que el SHD impidi6 parcialmente la
proteccion mediada por S1P como se muestra en la Figura 28.

Otra alteracion importante que se produce durante la isquemia/recuperacion en la
mitocondria es la formacion de ROS, observada en la Figura 25. En dicha Figura puede
observarse que el tratamiento con S1P no afectd a los niveles de ROS durante la

isquemia, pero si redujo la sobreproduccion de ROS durante la recuperacion.
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Figura 26. Efecto de la S1P sobre el potencial de membrana mitocondrial durante la
isquemia/recuperacion. Las células fueron marcadas con TMRM y sometidas a 1 h de isquemia y 25
min de recuperacion (excepto el control) con o sin SIP I pM y V1-2 50 pM o PS 50 nM cuando se
indica. Se adquirieron imagenes cada 5 min. (A) Fluorescencia relativa de al menos 40 células
normalizadas respecto al punto inicial por cada tratamiento. Las flechas indican el punto de inicio de la
recuperacion. (B) Fluorescencia del TMRM en el punto inicial (t=0), a los 40 min (t=40’) y a los 80 min
(t=80") en los distintos tratamientos.
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Figura 27. Efecto de la S1P en el calcio mitocondrial durante la isquemia. Las células fueron
marcadas con rhod-2 AM y sometidas a 1 h de isquemia con o sin SIP 1 uM y V1-2 50 uM, SHD 300 uM
o PS 50 nM cuando se indica. Se tomaron fotos cada 15 s. (A) Fluorescencia relativa de al menos 40
células normalizadas respecto al punto inicial por cada tratamiento. (B) Fluorescencia del rhod 2-AM en
el punto inicial (t=0), a los 30 min (t=30") y a la hora (t=60") en los distintos tratamientos
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Figura 28. Efecto del SHD en la accion de la S1P sobre la viabilidad celular en isquemia. Las células
fueron sometidas a 3 h de isquemia y 16 h de recuperacion (excepto el control) en presencia o ausencia de
S1P 1 uM y SHD 300 puM cuando se indica. Posteriormente se midio la viabilidad por MTT. *p<0,05.

Cuando el mPTP se abre durante la recuperacion, la entrada de solutos y agua provocan
el hinchamiento (swelling) de la mitocondria. Si la apertura del mPTP es irreversible, la
membrana externa de la mitocondria acaba rompiéndose y la célula muere. La
capacidad de las mitocondrias para resistir este swelling se ha relacionado con la
proteccion frente a la isquemia/recuperacion. Como los resultados de los experimentos
indican que la SIP protege a la mitocondria del dafio producido por la
isquemia/recuperacion (Figuras 26 y 27), se procedié a analizar la capacidad de
resistencia de las mitocondrias a este swelling tras el tratamiento con S1P. Para ello,
aislamos mitocondrias de células que habian sido sometidas a 3 h de isquemia en
presencia o ausencia de S1P y se midi6 el swelling mitocondrial como un descenso de la
absorbancia a 520 nm tras inducir la apertura del mPTP con calcio. Como se puede
apreciar en la Figura 29, mientras que en las mitocondrias sometidas a isquemia se
produjo un gran swelling, correspondiente a un descenso de mas del 15% de la
absorbancia, éste fue significativamente menor en las mitocondrias tratadas con S1P
durante la isquemia, lo que sugiere que la S1P induce el mantenimiento de la integridad

de las mitocondrias durante la isquemia.
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Figura 29. Efecto de la S1P en el hinchamiento de mitocondrias sometidas a isquemia. Las
mitocondrias fueron extraidas de células sometidas a 3 h de isquemia y 16 h de recuperacion (excepto el
control) en presencia o ausencia de S1P 1 uM y se midi6 el descenso en la absorbancia a 520 nm tras
inducir el hinchamiento con CaCl, 250 uM. Se representan los valores normalizados respecto al punto
inicial.

Papel de HIF en la proteccion a largo plazo producida por los esfingolipidos

Los resultados obtenidos indican que los esfingolipidos activan diversos mecanismos
durante la isquemia/recuperacion que permiten la proteccion inmediata de la célula,
pero también podrian activar mecanismos a mas largo plazo. Una forma de conseguir
dicha proteccion seria mediante la induccion del factor de transcripcion HIF, el cual se
forma durante la isquemia y favorece la expresion de genes relacionados con la
proteccion de la muerte producida por isquemia. Para ver si los esfingolipidos afectaban
a la formacion de HIF, realizamos un Western blot frente a HIF-1 o en fracciones
nucleares de células sometidas a 1 h de isquemia, ya que esta subunidad sé6lo pasa al
nucleo al unirse a HIF-B. De los resultados obtenidos en la Figura 30, se puede deducir
que tanto la ceramida como la S1P inducen un incremento de la formacion de HIF
respecto al aumento ya producido por la isquemia. Este aumento producido por ambos
esfingolipidos se inhibid con wortmanina, lo que indica que el efecto estd mediado por
PI3K. Adicionalmente, el efecto de S1P sobre el incremento de HIF fue impedido por

PTX, lo que indica que estd mediado por receptor.
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Figura 30. Accién de la ceramida y de S1P en los niveles de HIF. Las células fueron sometidas a 1 h
de isquemia (excepto el control) en presencia o ausencia de ceramida 10 pM (izquierda) o S1P 1 uM

(derecha). Posteriormente se extrajeron las proteinas del nucleo y se realizé un Western blot frente a HIF-
1a.
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Discusion

La isquemia cerebral es un trastorno neuroldgico originado por la disminuciéon brusca
del aporte sanguineo, en una zona del cerebro, hasta unos niveles que resultan
insuficientes para mantener el metabolismo y las funciones normales de las células. En
la actualidad, el dafio celular que se produce durante un periodo de isquemia y una
posterior recuperacion de las condiciones normales esta siendo estudiado por muchos
grupos de investigacion, debido a que los accidentes isquémicos en el cerebro son una
de las principales causas de muerte e incapacidad en los paises desarrollados ®®. En este
sentido, aunque se ha hecho un gran avance durante los Ultimos afios, todavia no se
conocen todos los mecanismos mediante los cuales la isquemia/ recuperacion da lugar a
la muerte celular. Actualmente, tampoco existe una terapia eficaz para minimizar el
dafio en los pacientes que sufren un ictus cerebral, ya que las moléculas que ejercen un
efecto protector en modelos animales dan lugar a demasiados efectos secundarios en

134,135
humanos ™

. Por todo lo anteriormente expuesto, resulta muy interesante encontrar
nuevas moléculas con actividad protectora. En esta tesis se presentan dos esfingolipidos,
la ceramida y la esfingosina 1-fosfato, como protectores de la muerte celular inducida
por isquemia/recuperacion, y se describe el mecanismo a través del cual ejercen su
accion. Estos dos esfingolipidos son moléculas endogenas en el cerebro, por lo que las
posibilidades de que no produzcan los efectos adversos a los que dan lugar otro tipo de

moléculas podrian ser mayores.

5.1 MODELO DE ISQUEMIA: PRIVACION DE LA GLUCOSA Y DEL
OXIiGENO

La privacion de oxigeno y glucosa (OGD) es un modelo altamente empleado para

142144 No obstante, presenta diferencias con la

estudiar la isquemia en cultivos celulares
isquemia in vivo, siendo la principal la tasa de consumo de energia, ya que mientras que
durante la isquemia in vivo las neuronas consumen toda la energia en pocos min, en
cultivos celulares sometidos a OGD Ia tasa es mucho menor, siendo necesario entre 30
min y ocasionalmente 2 h para alcanzar el estado de ausencia de energia total '*.
Teniendo esto en cuenta, previamente al estudio neuroprotector de los esfingolipidos
medimos la muerte provocada por distintos tiempos de isquemia seguidos de
recuperacion. Estos experimentos mostraron que después de 3 h de isquemia y 16 h de

recuperacion se producia una muerte de al menos el 30%, suficiente para poder estudiar
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la proteccion. A pesar de estas diferencias, la OGD es un modelo de isquemia que imita

muy bien los cambios que se producen a nivel molecular y estd ampliamente aceptado.

5.2 PROTECCION POR LA CERAMIDA

Uno de los principales resultados de este estudio es la demostracién de que la ceramida
protege frente a la muerte inducida por isquemia/recuperacion. La ceramida siempre ha
estado ligada a la muerte celular **'**'*"_ Asi, muchos inductores de apoptosis activan
enzimas de la biosintesis de los esfingolipidos, como las SMasas, promoviendo la
formacién de ceramida °°"'*. Sin embargo, en el presente trabajo se demuestra que a
una concentracion tan baja como 10 uM, la ceramida puede ser protectora de la muerte
celular (Figura 9A). Ademas, hay que destacar que a esta concentracion, la ceramida no
produce muerte por necrosis ni por apoptosis. Otros investigadores han sugerido
anteriormente que concentraciones bajas de ceramida dan lugar a efectos protectores.
Sin embargo, los mecanismos moleculares que median la citoproteccion no se conocen
todavia *'*°. Adicionalmente, se ha observado que el precondicionamiento isquémico
induce la formacion de determinadas ceramidas y que la inhibicidn de su sintesis impide

., . . .. . . ;. 142
la proteccion mediada por dicho precondicionamiento isquémico .

La ceramida protege durante el precondicionamiento, la isquemia y la

recuperacion

Los resultados obtenidos indican que la proteccion producida por la ceramida tiene
lugar en todas las fases de la isquemia/recuperacion, incluso en el precondicionamiento,
aunque la proteccion total de la muerte celular sélo se produce cuando la ceramida esta
presente al menos durante la isquemia y la recuperacion (Figura 11A). Este hecho es
importante porque la ceramida podria administrarse antes de la isquemia cuando se
conoce el momento en que se va a producir la misma, como en operaciones
programadas que impliquen un pequefio periodo de hipoxia, o una vez iniciada la
misma, como ocurre en la mayoria de las ocasiones por accidentes cardiovasculares, lo
que hace a la ceramida potencialmente ventajosa para la aplicacion clinica. La
proteccion producida por la ceramida cuando es administrada so6lo en el

precondicionamiento se puede explicar porque la ceramida activa distintos procesos que
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se mantienen activados o cuyos efectos permanecen un tiempo a pesar de que la
ceramida no esté presente, como sucede con el precondicionamiento isquémico. En este
sentido, los resultados obtenidos indican que la ceramida en isquemia induce la
formacion de HIF (Figura 30), que promueve la expresion de diversos genes
relacionados con la supervivencia y cuya accion protectora tendra efecto aunque el
tratamiento con ceramida haya cesado.

Por otra parte, los datos obtenidos muestran que siempre que la ceramida esté presente
durante la isquemia y la recuperacion la proteccion es completa, independientemente de
que haya habido un pretratamiento con ceramida o no (Figura 11A). Por este motivo el

resto de los experimentos se realizaron sin pretratar con el esfingolipido.

La ceramida protege de la apoptosis y de la necrosis

En un episodio isquémico las células que sufren directamente la isquemia mueren
generalmente por necrosis. Por su parte, las de la zona de penumbra, que rodean la zona
donde se produce la isquemia, siguen manteniendo un cierto riego sanguineo y, por
tanto, capacidad para generar ATP, por lo que mueren fundamentalmente por apoptosis
705051 Como se demuestra en este trabajo, la ceramida protege de ambos tipos de
muerte celular (Figura 12A).

Aparentemente la proteccion de la necrosis por ceramida se produce tanto en la
isquemia como en la recuperacion de forma independiente, y es completa en ambos
casos (Figura 13A). La muerte por necrosis se debe fundamentalmente a la apertura del
mPTP en la recuperacion. Esta apertura se produce principalmente por la sobrecarga de
calcio que tiene lugar en la mitocondria durante la isquemia y por el aumento brusco de

32 En el modelo experimental que se

ROS que se produce durante la recuperacion
presenta, el tratamiento con ceramida durante la isquemia impide la sobrecarga de
calcio, y durante la recuperacion frena el aumento de ROS. La disminucion de la
concentracion de calcio mitocondrial se ha relacionado previamente con la inhibicion de
la apertura del mPTP en la recuperacién y con la proteccion frente a la muerte **'>*,
Igualmente, la reduccion en la formacion de ROS se ha observado en el
postcondicionamiento isquémico, resultando protectora al impedir la apertura del mPTP
195136 Esto explica que el tratamiento con ceramida en cualquiera de las dos fases

inhiba la necrosis totalmente.
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En el caso de la apoptosis, sin embargo, los datos obtenidos parecen indicar que para
que haya proteccion es necesario que la ceramida esté presente en ambas fases. Cuando
solo esta presente en una de las fases, no s6lo no hay proteccion, sino que ademas el
porcentaje de células apoptoticas es algo mayor (Figura 13A). Ante estos resultados se
podria especular que la ceramida, ademas de proteger de la apoptosis, minimiza el dafio
en células que en ausencia de ceramida moririan por necrosis, de modo que la alteracion
en las mismas es menor y algunas células en lugar de morir por necrosis lo hacen por
apoptosis. Una posible explicacion para esto seria que al encontrarse la ceramida en solo
una de las fases, no inhibe la sobrecarga de calcio y el incremento brusco de ROS a la
vez, sino que solo se inhibe uno de estos factores. De este modo, aunque impida una
apertura irreversible del mPTP durante la recuperacién, se mantiene una apertura
incompleta. Este hecho provocaria la liberacion de factores proapoptoticos como el
citocromo ¢ y la consecuente muerte por apoptosis '°'. Como resultado de todo esto se
produce un aumento en el nimero de células apoptoticas que resulta estar por encima de
la media en ausencia de ceramida. Este hecho podria enmascarar la proteccion de la
ceramida frente a la apoptosis. Cuando la ceramida esta presente en las dos fases de la
isquemia/recuperacion, la proteccion que genera el tratamiento con ceramida es
completo, tanto de la apoptosis como de la necrosis, ya que impide la apertura del
mPTP completamente. Hay que destacar que el aumento del porcentaje de apoptosis
frente al de necrosis es una forma de proteccion, ya que la necrosis provoca un enorme
dafio en las células adyacentes al liberarse el contenido citoplasmatico de las células ',
Por otra parte, los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la
isquemia/recuperacion induce la activacion de las caspasas, importantes mediadores de
la apoptosis. En este sentido, después del tratamiento con ceramida durante la
isquemia/recuperacion se detecta menos actividad caspasa (Figura 19A), hecho que
indica también el efecto protector neto del esfingolipido frente a la apoptosis.

Asimismo, los datos aportados indican que la proteccion frente a la apoptosis también
puede deberse a la inhibicion de PKC 6. La ceramida impide parcialmente la
translocacion de dicha PKC a la membrana inducida por la isquemia y completamente
su translocacion al nacleo (Figura 20A). Esta translocacion es un evento temprano en la
apoptosis, por lo que en este modelo experimental ya se detecta tras 1 h de isquemia. La
activacion de PKC 0, y en concreto su translocacion al nucleo, ha sido previamente

. . ., . 159 , .
relacionada con la induccidon de apoptosis . De hecho, la mayoria de las dianas
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conocidas de PKC o6 son proteinas nucleares, ya sean proteinas estructurales o enzimas.
Ademas, PKC § regula distintos factores de transcripcion relacionados con la apoptosis,
como p53, p73e o STAT1 '“°'. Por otra parte, la translocacion de PKC § a la
mitocondria durante la recuperacion se ha relacionado con el dafio inducido por la

162164 Esta translocaciéon también es inhibida por la ceramida

isquemia/recuperacion
(Figura 20B). Todos estos datos indican que es muy posible que la ceramida proteja de
la apoptosis al inhibir PKC 6.

Las rutas clasicas de supervivencia, que implican a diferentes proteinas quinasas
(PI3K/Akt, MAPK, PKC) estan implicadas en la proteccion frente a la isquemia por el

164-1
64166 1 os resultados

precondicionamiento isquémico y por distintos farmacos
obtenidos muestran que estas rutas median la accion protectora de la ceramida (Figura
14A). No hay que descartar la posibilidad de que estas vias interaccionen entre si,
activandose unas a otras, como ya ha sido previamente descrito en otras ocasiones '©.
De todas estas vias activadas por la ceramida, los presentes estudios se han centrado en
la familia de las PKCs por estar mas directamente relacionada con la proteccion frente a

: : . 164,166
la isquemia/recuperacion

. Los resultados presentados demuestran que tanto PKC ¢
como PKC { estan implicadas en la proteccion inducida por ceramida (Figura 15A), de
modo que PKC ¢ media la proteccion frente a la necrosis, mientras que la proteccion
frente a la apoptosis parece estar mediada por PKC (, que a su vez también protege de la
necrosis (Figura 16A). Los resultados obtenidos también demuestran que tanto la
ceramida como la isquemia inducen la expresion de PKC ¢, produciéndose un efecto
aditivo cuando la ceramida se administra durante la isquemia (Figura 17B). Son muchos
los estudios que demuestran el papel protector de la PKC ¢ frente a la isquemia en

167169 14 PKC ¢ esta implicada en el

distintos 6rganos, fundamentalmente en corazon
mecanismo protector del precondicionamiento isquémico y de distintos protectores
farmacolégicos como el diazoxido "2, Ademés, parece que la diana molecular de la
PKC ¢ se encuentra en la mitocondria y se han hallado diferentes proteinas que pueden

167 . .
. En este sentido, se ha descrito

ser reguladas por la PKC ¢ en la mitocondria
previamente que PKC & puede actuar abriendo el mitoKarp (canal de potasio
dependiente de ATP que introduce activamente potasio en la mitocondria), hecho que
da lugar a un efecto protector. Ademas, PKC & puede también activarse como

130

consecuencia de dicha apertura Esta isoforma también puede interaccionar

directamente con VDAC, la cual se sospecha que podria formar parte del mPTP ', Sin
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embargo, en el caso de la ceramida, aunque PKC ¢ participa claramente en los eventos
que suceden en la mitocondria durante la isquemia, no se detecta un incremento de
dicha PKC en la mitocondria cuando la ceramida estd presente durante la isquemia
(Figura 17A), por lo que es posible que haya un intermediario entre PKC ¢ y la
mitocondria. Todos los datos publicados indican que la poblacion de PKC ¢ de la
mitocondria inhibe directa o indirectamente la apertura del mPTP "**'®"!'7* Teniendo en
cuenta que la ceramida induce la apertura del mPTP durante la isquemia (Figura 22),
resultaria 16gico que los niveles de PKC € en la mitocondria fuesen menores por el
tratamiento con dicho esfingolipido. Durante la recuperacion, sin embargo, se detecta
una poblacion clara de PKC € en la mitocondria, por lo que su accion puede ser directa.
Esto podria correlacionarse con una inhibicion del mPTP durante la recuperacion.

Por otra parte, aunque el papel de PKC ( en la supervivencia celular estd muy

. 51,55,174
establecido *1°>17

, nunca antes se ha relacionado esta isoforma con la proteccion frente
a la isquemia, siendo los datos aqui presentados los primeros aportados en este sentido.
En estos se demuestra que la PKC ( protege de la apoptosis y de la necrosis provocada
por la isquemia/recuperacion (Figura 16A).

Tras el tratamiento con ceramida durante la isquemia/recuperacion se obtiene una
menor actividad caspasa 3 (Figura 19A). Esta menor actividad estd solo parcialmente
mediada por PKC {. Sin embargo, PKC { protege completamente de la apoptosis
inducida por la isquemia/recuperacion (Figura 16A), por lo que el mecanismo protector
de la PKC ( frente a la apoptosis implica vias independientes de caspasas, o bien,
ademas de actuar antes de la activacion de las caspasas, lo hace también posteriormente.
Se ha descrito que PKC ( fosforila la proteina proapoptodtica Bad, favoreciendo su

175 Este

secuestro en el citosol por la proteina 14-3-3 e impidiendo, por tanto, su accion
es un posible mecanismo que explicaria la menor activacion de las caspasas. Ademas, la
proteccion de PKC { se ha relacionado tradicionalmente con la activacion de NFxB. La
PKC ( es capaz de fosforilar IkB promoviendo su degradaciéon y la translocacion al
nucleo de NFkB 7.

Por otro lado, la PKC ( es un efector habitual de la ceramida, ya que ésta activa

1°"%. En estudios anteriores se ha

directamente a la enzima al unirse a su dominio C
comprobado que bajas concentraciones de ceramida promueven la supervivencia celular
ante la ausencia de factores de crecimiento mediante la activacion de PKC {, que a su

vez activa JNK y NFkB '™,
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El hecho de que PKC { proteja de la necrosis y de la apoptosis sugiere una importante
funcién de esta enzima en la mitocondria, ya que es en ésta donde se regulan ambos
mecanismos de muerte. Ademas, los resultados obtenidos indican que PKC ( estd
implicada en diversos sucesos que se producen en la mitocondria. Sin embargo, al igual
que ocurria con PKC g, no se observa un aumento de esta isoforma en dicho organulo,
ni durante la isquemia ni en la recuperacion en presencia de ceramida respecto a la
isquemia/recuperacion (Figura 17A). Por tanto, las acciones de PKC { no parecen
deberse a un aumento de dicha enzima en la mitocondria.

El vaciamiento de calcio de la mitocondria inducido por ceramida (Figura 23) mediante
una apertura controlada del mPTP (Figura 22) y la reduccion del estrés oxidativo
durante la recuperacion (Figura 25) son mecanismos que posiblemente conducen a que
el mPTP no se abra durante la recuperacion. Ambos mecanismo estan mediados por
PKC ¢ y PKC {, lo que explica su proteccion frente a la necrosis, ya que como se ha
indicado, la apertura del mPTP tiene un papel fundamental en este tipo de muerte.

Los resultados obtenidos indican que la ceramida protege de la apoptosis mediada por
caspasas, pues impide la activacion de la caspasa 3, principal caspasa efectora de la via
intrinseca de apoptosis (Figura 19). Esta proteccion esta parcialmente mediada por PKC
€, lo que concuerda con la implicacion de esta isoforma en la proteccion frente a la
apoptosis ' . Sin embargo, segiin los resultados obtenidos, la inhibicion de PKC ¢ no
impide por completo la proteccion ejercida por la ceramida en la activacion de caspasas,
por lo que tiene que haber mas factores que medien esta accidon. Es posible que esta
proteccion esté mediada por ERK y/o PI3K y Akt, ya que se ha visto la implicacion de
estas rutas en la proteccion frente a apoptosis en otros modelos de muerte '®. Ademas,
los datos obtenidos demuestran que estas rutas estdn claramente implicadas en la

proteccion frente a la muerte celular inducida por isquemia (Figura 14A)

La ceramida impide la sobrecarga de calcio mitocondrial al inducir la apertura del

mPTP a través de ROS

En la mitocondria se decide el destino de la célula durante la isquemia/recuperacion. En
funcién de su grado de alteracion, la célula morird por necrosis, por apoptosis o se
recuperard. En esta decision es fundamental el papel de la apertura/cierre del mPTP. La

funcién del mPTP en condiciones normales parece ser impedir una sobrecarga de calcio
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en la mitocondria, lo cual se consigue con aperturas controladas y transitorias. Sin
embargo, una apertura irreversible del mPTP supone la disipacién del gradiente de
protones generado en la cadena respiratoria, lo que provoca la despolarizacion de la
membrana mitocondrial y el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa. Esto
conduce a un descenso de los niveles de ATP, que no s6lo no es sintetizado por la ATP
sintasa, sino que incluso puede ser hidrolizado por la misma al funcionar en sentido
contrario **'"*7° Al despolarizarse la membrana la mitocondria se hincha por la
entrada de agua, lo que en ultimo término da lugar a la ruptura de la membrana externa,
liberandose las proteinas proapoptoticas de la mitocondria **”. Si este proceso se
produce en la mayoria de las mitocondrias de la célula, el ATP alcanzara niveles tan
bajos que las células no podran mantener la homeostasis i6nica, pero tampoco morir por
apoptosis, ya que es un proceso dependiente de ATP, de modo que morirdn por
necrosis. Una apertura reversible del mPTP, sin embargo, conduciria a la muerte por
apoptosis o a la recuperacion de la célula en funcion del grado de afectacion de las
mitocondrias .

Durante la isquemia se produce la deplecion del ATP, el aumento del fosfato inorganico
y la sobrecarga de calcio necesarias para que se abra el mPTP en la recuperacion,

152 .
2. La ceramida

cuando se incrementa el estrés oxidativo y se estabiliza el pH
promueve la formacion de ROS en la mitocondria durante la isquemia, lo que induce
una apertura controlada del mPTP durante el proceso isquémico, impidiendo la
sobrecarga de calcio mitocondrial (Figuras 22, 23 y 25). Esta apertura es claramente
protectora, pues la inhibicion de la misma con CsA impide la proteccion mediada por
ceramida (Figura 24). Ademas, la ceramida impide el incremento brusco de generacion
de ROS que se produce en la recuperacion (Figura 25). La menor concentracion de
calcio en la mitocondria y el menor nivel de estrés oxidativo durante la recuperacion,
posiblemente provocan una menor inducciéon de la apertura del mPTP, tanto en el
numero de poros implicados como en la duracion de la apertura, siendo ésta reversible.
Ademas, probablemente hay un menor nimero de mitocondrias afectadas. De este modo
las células se recuperan y se impide el dafio en la recuperacion. La apertura reversible y
controlada del mPTP durante la isquemia ha sido descrita anteriormente como
mecanismo protector >,

En este trabajo también se demuestra que la formacion de ROS y la consecuente

apertura del mPTP inducidas por ceramida, estdn mediadas por PKC ¢ y PKC C (Figuras
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22 y 25), lo que confirma el papel de estas enzimas en la proteccion frente a la necrosis.
Sin embargo, la forma de actuar de estas isoformas durante la isquemia es claramente
distinta. PKC { media la formacion de ROS inducida por la ceramida, pero no estd
implicada en el estrés oxidativo generado por la propia isquemia (Figura 25). Esto
indica que la isquemia y la ceramida inducen la generacion de ROS por vias
independientes, o que PKC { se encuentra en la via de sefalizacion de la ceramida por
encima de un mecanismo comun de formacion de ROS. Por su parte, PKC ¢ estd
implicada en la formacién de las ROS inducidas tanto por la isquemia como por la
ceramida, lo que indica que PKC ¢ forma parte de un mecanismo comun de formacion
de ROS por parte de la isquemia y de la ceramida, o bien que actiia sobre las dos vias
independientes de generacion de ROS. Esto sugiere una relacion entre PKC ¢ y la
cadena respiratoria u otras fuentes de ROS durante la isquemia, o con los sistemas
antioxidantes de la célula (Figura 17A).

Es importante destacar que la pequefia apertura del mPTP que puede producirse por la
propia isquemia, no se debe al aumento del estrés oxidativo, ya que cuando se inhibe
PKC ¢ y, en consecuencia, la formacion de ROS, sigue produciéndose esta ligera
apertura del mPTP (Figura 22). Por tanto, esta apertura debe depender de factores
distintos de ROS.

El hecho de que durante la isquemia la ceramida promueva el aumento del estrés
oxidativo y durante la recuperacion impida el brusco incremento de ROS (Figura 25),
contribuye probablemente a la no apertura del mPTP durante la recuperacion, y por
tanto, resulta protector. La sobreproduccion de ROS en la recuperacion puede resultar
letal para la célula, no solo porque promueve la apertura del mPTP, sino también porque
las ROS oxidan y reaccionan con diversas moléculas, provocando la alteracion de las
membranas bioldgicas al inducir la peroxidacion de los lipidos y la desnaturalizacion de
diversas proteinas *°. La ceramida inhibe este aumento excesivo de ROS a través de
PKC ¢ y PKC {, de igual forma que durante la isquemia promueve la formacion de ROS
también a través de estas isoformas (Figura 25). Por consiguiente, tanto la ceramida
como estas dos isoformas de PKC actian de modo contrario en la isquemia y en la
recuperacion. Esto indica un mecanismo de actuacion y posiblemente una diana
diferente en la isquemia y en la recuperacion. La fuente de ROS durante la isquemia y la
recuperacion no se conoce bien, aunque es muy posible que se encuentre en la cadena

respiratoria de la mitocondria. Ademas, hay diversos estudios que parecen indicar que el
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origen de ROS en la isquemia y en la recuperacion es distinto, lo que concuerda con un
mecanismo de actuacion diferente por parte de la ceramida '"°. Se ha descrito que PKC
€ interacciona con el complejo IV de la cadena respiratoria y aumenta su actividad, lo
que provoca un incremento del flujo de electrones a través de la cadena que reduce la
formacion de ROS en los complejos I y III, ademas de acelerar la sintesis de ATP '7*'7.
Esto estaria de acuerdo con la translocacion de PKC ¢ a la mitocondria durante la

recuperacion que se muestra en la Figura 17A.

La ceramida protege a largo plazo a través de HIF

Hasta ahora todas las formas de proteccion descritas en este trabajo para la accion de la
ceramida, parecen tener un efecto a corto o medio plazo. Una proteccion a mas largo
plazo podria implicar la transcripcion de diversos genes. Hay que tener en cuenta que
durante la isquemia la subunidad o del factor de transcripcion HIF deja de degradarse en
el proteasoma, heterodimerizando con la subunidad B y pasando al nicleo como factor
de transcripcion. Una vez en el nucleo HIF induce la transcripcion de diversos genes

: . . 116-118
relacionados con la supervivencia

. Los resultados obtenidos en este trabajo
muestran que esta activacion es atin mayor en presencia de ceramida (Figura 30), lo que
indica que ademas de los mecanismos activados por la ceramida para la proteccion
inmediata de la célula, dicho esfingolipido induce también una proteccion a largo plazo.
Ademas, como se indica en la Figura 14A, la induccion de HIF por parte de la ceramida
esta mediada por PI3K, que es una de las vias tipicas de activacion de HIF "**'*! 1o que
confirma la implicacion de esta enzima en la proteccion inducida por ceramida.

La activacion de HIF por ceramida conduce a la transcripcion de diversos genes cuyo

efecto protector se mantendra aunque la ceramida deje de estar presente, lo que explica

que la ceramida proteja en precondicionamiento.

5.3 PROTECCION POR LA ESFINGOSINA 1-FOSFATO

Otro de los resultados destacables de este estudio es la demostracion de que la SIP
protege frente a la muerte inducida por isquemia/recuperacion. En este trabajo se
demuestra que la S1P protege de la muerte inducida por isquemia a una concentracion

de 1 uM (Figura 9B), una concentracién 10 veces menor que la activa para la ceramida.
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Esta proteccion estd mediada por su unidn a receptor como demuestran los resultados en
presencia de PTX (Figura 14B). Algunos trabajos anteriores ya mostraban proteccion de
la S1P o de la activacion de las esfingosina quinasas frente a la isquemia/recuperacion
en corazon, incluso en organismos vivos, pero sin profundizar en el mecanismo de
accion #7184,

La esfingosina 1-fosfato protege en precondicionamiento, durante la isquemia y en

la recuperacion

Como en el caso de la ceramida, esta proteccion se produce en todas las fases de la
isquemia/recuperacion, incluso en el precondicionamiento, aunque la mayor proteccion
se produce cuando la S1P est4 presente al menos durante la isquemia y la recuperacion
(Figura 11B). Esto podria permitir, al igual que en el caso de la ceramida, el uso de la
S1P como molécula protectora en todos los casos de isquemia/recuperacion, ya sea
provocada o accidental. La proteccion que ejerce la S1P cuando es administrada en
precondicionamiento, se podria explicar por la activacion de HIF (Figura 30), con la
consecuente expresion de genes relacionados con la proteccion. Ademas, la S1P actua a
través de PKC ¢ y del mitoKarp (Figura 28). Otros protectores que actuan a través de
estas moléculas, como el diazoxido, son también efectivos en pretratamiento y, en este
sentido, se ha especulado con un posible bucle de retroalimentacién positiva, ya que

PKC ¢ activa al mitoKrp y éste a su vez puede activar la PKC g '*°.

La esfingosina 1-fosfato protege de la necrosis y de la apoptosis

Asimismo, al igual que ocurria con la ceramida, la S1P protege eficazmente de la
apoptosis y de la necrosis (Figura 12), lo que la convierte en un prometedor protector
frente a la isquemia, ya que se podria utilizar tanto para el nticleo isquémico, donde las
neuronas mueren por necrosis fundamentalmente, como para la zona de penumbra,
donde predomina la apoptosis.

La proteccion producida por la S1P frente a la apoptosis es muy eficaz, hasta el punto
de que protege completamente de la apoptosis producida por la isquemia/recuperacion,
tanto si estd presente solo durante la isquemia, como Unicamente en la recuperacion

(Figura 13B). La S1P actia a través de receptor (Figura 14B), que se activa y
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desencadena la respuesta, manteniéndose los efectos incluso en ausencia de S1P. Ese es
el caso de la activacion de HIF o de la translocacion de PKC ¢ a la mitocondria. Esto
explicaria por qué puede proteger solo en precondicionamiento y por qué la proteccion
frente a la apoptosis es completa, aunque el tratamiento con SIP sea solo durante la
isquemia o durante la recuperacion.

La mayor parte de la muerte por apoptosis se produce durante la recuperacion, que es
cuando se puede formar ATP, aunque los procesos que conducen a esta muerte puedan

185 La S1P induce la translocacién de PKC ¢ a la

haberse iniciado en la isquemia
mitocondria, tanto durante la isquemia como durante la recuperacion, y como ya se ha
indicado anteriormente, PKC ¢ inhibe la apertura del mPTP y, por tanto, la liberacion de
las moléculas proapoptéticas a través de dicho poro 7. La proteccion frente a la
apoptosis también puede deberse a la inactivacion de PKC 8. Los resultados obtenidos
en este trabajo indican que la S1P impide la translocacion de esta isoforma a la
membrana y al nucleo durante la isquemia, impidiendo, por tanto su activacioén (Figura
21A). Asimismo, la S1P también impide la translocaciéon de PKC & a la mitocondria
durante la recuperacion (Figura 21B). La activacion de PKC & se ha relacionado con la
apoptosis inducida por diferentes estimulos, encontrandose entre sus dianas algunas
proteinas estructurales, proteinas implicadas en la reparacion del DNA y factores de
transcripcion como p53 o STAT1 .

Adicionalmente, la ausencia de actividad de caspasa 3 cuando se administra S1P

durante la isquemia/recuperacion refleja la proteccion frente a la apoptosis. (Figura

19B).

La proteccion de la esfingosina 1-fosfato esta mediada por receptor

La mayoria de las acciones de la S1P parecen estar mediadas por su union a receptor
186187 1 os resultados obtenidos en presencia de PTX indican que la proteccion frente a

la isquemia/recuperacion tiene lugar a través de la interaccion de SI1P con su receptor

(Figura 14B).
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La proteccion de la esfingosina 1-fosfato esta mediada por PKC

Experimentos realizados con distintos inhibidores especificos han puesto de manifiesto
que la union de la SIP a su receptor activa distintas quinasas, como la familia de PKC,
ERK y PI3K, mediadoras del efecto protector de la S1P (Figura 14B), lo cual no
descarta que varias de estas enzimas no se encuentren en una misma ruta de
sefializacion, como comunmente sucede '. Dada la importancia de las PKCs en la
isquemia/recuperacion, los estudios posteriores se centraron en analizar el papel de las
mismas. Al igual que sucedia con la ceramida, nuestros resultados indican que tanto
PKC & como PKC ( estan implicadas en la proteccion inducida por S1P (Figura 15B).
Ambas isoformas median la proteccion frente a la apoptosis y a la necrosis, aunque en el
caso de la apoptosis, la PKC ¢ protege s6lo parcialmente (Figura 16B).

El papel de PKC & en la protecciéon frente a la isquemia/recuperacion ha sido
previamente descrito. Como se ha indicado anteriormente, PKC ¢ estd implicada en el
mecanismo protector del precondicionamiento, del postcondicionamiento y de varios
farmacos '°'®. Su diana molecular parece encontrarse dentro de la mitocondria '*’. Los
resultados aportados indican que el tratamiento con S1P induce la translocacion de PKC
€ a la mitocondria, al igual que la isquemia y la isquemia/recuperacion. Cuando el
tratamiento con SIP es durante la isquemia y/o la recuperacion, los efectos parecen
sumarse, siendo mayor la proporcion de enzima en la mitocondria (Figura 18A). Estos
hechos apuntan a una funcion importante de dicha PKC en las mitocondrias. Ademas,
los resultados demuestran que PKC ¢ esta implicada en las acciones que ejerce la SIP
sobre este organulo, como es la regulacion del potencial de membrana mitocondrial o su
concentracion de calcio (Figuras 26 y 27). En las mitocondrias PKC ¢ se ha relacionado
fundamentalmente con la apertura del mitoKarp, y la consecuente inhibicion del mPTP
0172188 16 que explica su papel protector frente a la necrosis. Los resultados obtenidos
demuestran que el descenso en la concentracion de calcio mitocondrial estd mediado por
este canal de potasio (Figura 28), cuya inhibiciéon con SHD da lugar a una respuesta en
la concentracion de calcio similar a la que se obtiene al inhibir PKC g, lo que sugiere
que podrian encontrarse en la misma via. Adicionalmente, PKC ¢ se ha asociado al
canal mitocondrial dependiente de voltaje VDAC y al complejo IV de la cadena

respiratoria, lo que podria explicar su efecto en el potencial de membrana '*'7°.
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PKC ¢ media parcialmente la proteccion frente a la apoptosis, lo que concuerda con los
resultados obtenidos para caspasas, donde se aprecia una mayor actividad caspasa 3 en
presencia del inhibidor (Figura 19B). Esta proteccion podria deberse a la inhibicion de
la apertura del mPTP, impidiendo la liberacion del citocromo ¢ y, por tanto, la
activacion del apoptosoma y de la caspasa 3. En este sentido, PKC ¢ se ha relacionado
anteriormente con la inhibicion de la apoptosis, y entre los efectos descritos se
encuentran la inhibicion de la liberacion del citocromo ¢ y de la consecuente activacion
de las caspasas '*'*°.

Por su parte, PKC { también estd implicada en la proteccion inducida por S1P (Figura
15B). Hay que tener en cuenta que PKC { es un mediador habitual en la supervivencia

celular 51,55,174

, pero hasta ahora nunca se habia relacionado con la proteccion frente a la
isquemia/recuperacion. La regulacion de la apoptosis y necrosis observada en estos
resultados por parte de esta isoforma parece indicar una accidén sobre la mitocondria,
pero al igual que sucedia con la ceramida, y a diferencia de lo que ocurre con PKC ¢, la
S1P no transloca PKC { a la mitocondria, ni durante la isquemia ni durante la
recuperacion (Figura 18A). En este sentido los resultados obtenidos muestran que ni el
efecto de la S1P en el potencial de membrana mitocondrial, ni el efecto en la
concentracion de calcio (Figura 26 y 27), estan mediados por PKC , por lo que no
parece que la PKC ( de la mitocondria esté implicada en la proteccion inducida por la
S1P.

Los datos aportados indican que PKC ( estd implicada en la proteccion frente a la
apoptosis. Como se ha indicado anteriormente, PKC { puede impedir la inhibicion por
parte de Bad de las proteinas anti-apoptoticas Bcl-2 y Bcl-x;, las cuales inhiben en
Gltima instancia la activacion de las caspasas y otras vias apoptoticas ', lo que
concuerda con los resultados obtenidos para caspasas, donde se aprecia una mayor
actividad caspasa 3 en presencia del inhibidor (Figura 19B). Por otro lado, PKC { puede
activar NFxB, que induce la transcripcion de diversos genes relacionados con la

. : . 57
proteccion frente a la apoptosis y a la necrosis ~'.
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La esfingosina 1-fosfato protege a nivel de la mitocondria e impide su

despolarizacion

En la mitocondria se producen los principales y més determinantes cambios durante la
isquemia/recuperacién, que conducen a la muerte de la célula o a su recuperacion .
Durante la isquemia, debido a la ausencia de O,, la cadena de transporte electronico deja
de funcionar y se produce un desacoplamiento de la fosforilaciéon oxidativa. Esto
provoca que dejen de bombearse protones al espacio intermembrana, principal causa del
potencial mitocondrial, asi como un descenso en la concentracion de ATP al inhibirse
su sintesis, de forma que no se pueden mantener los gradientes idnicos ni de la
mitocondria ni de la membrana plasmatica '>”>. Debido al desequilibrio i6nico se
produce un aumento de la concentracion de calcio en el citosol que conlleva una
sobrecarga de calcio en la mitocondria al entrar este i6n a través del uniporter de calcio
mitocondrial """, El resultado de todos estos efectos es una despolarizacién de la
mitocondria, que si es muy alta y mantenida en el tiempo, conduce a una alteracion
irreversible y a la muerte de la célula, fundamentalmente por necrosis, pues ni hay ATP
ni posibilidad de sintetizarlo ""'””. Teniendo todo esto en cuenta, un mantenimiento del
potencial de membrana mitocondrial se podria relacionar con un efecto protector, pues
impediria el dafio irreversible de las mitocondrias, de modo que en la recuperacion
podrian reiniciar sus funciones '**.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la S1P impide parcialmente la
despolarizacién de membrana producida por la isquemia (Figura 26). Este efecto esta
mediado por PKC ¢, pero no por PKC (, lo que concuerda con la proteccion que ejerce
PKC ¢ frente a la necrosis.

Un posible mecanismo para explicar esta proteccion del potencial puede ser que la S1P
dé lugar a la translocacion de PKC ¢ a la mitocondria, la cual puede unirse al complejo
IV de la cadena electronica e incrementar su actividad ™. Esto activaria el flujo de
electrones a través de la cadena respiratoria, manteniéndose un cierto bombeo de
protones al espacio intermembrana y, por tanto, el potencial de membrana. Ademas,
PKC ¢ puede activar el mitoKsrp, cuya apertura se ha relacionado con la estabilizacion

. . 11 194
del potencial de membrana mitocondrial '** '™,
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La esfingosina 1-fosfato moviliza el calcio mitocondrial durante la isquemia y

reduce el disparo de ROS en la recuperacion

Como ya se ha indicado anteriormente, durante la isquemia, debido al desequilibrio
i6nico por el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa y el consecuente descenso en
los niveles de ATP, se produce un aumento de la concentracion de calcio en el citosol.
El uniporter de calcio de la membrana mitocondrial, para ser funcional, necesita una
concentracion de calcio superior a la citosolica en condiciones normales . Al
producirse un aumento del calcio en el citosol, el calcio entra en la mitocondria a favor
de gradiente, lo que conduce a una sobrecarga de calcio mitocondrial, que junto con el
brusco incremento de ROS y otros factores provoca la apertura del mPTP en la
recuperacion. El principal mecanismo de proteccion consiste en impedir la apertura del
mPTP en la recuperacion, lo cual se puede conseguir fundamentalmente impidiendo la
sobrecarga de calcio o el disparo de ROS **'*2. Los resultados obtenidos indican que la
S1P tiene ambos efectos (Figura 27 y Figura 25). En relacion al calcio, la S1P no sélo
impide el aumento en la concentracién de calcio sino que provoca un descenso de la
misma (Figura 27). Los datos obtenidos indican que el efecto de la S1P esta mediado en
parte por PKC ¢ y por el mitoKarp, pues es inhibido con V1-2 y con SHD. Ademas,
PKC ¢ y el mitoKarp parecen estar implicados en la misma ruta, ya que su
comportamiento es similar. Varios trabajos parecen indicar que PKC ¢ y el mitoKatp
estan asociados en la proteccion frente a la isquemia/recuperacion, y aunque se
desconoce el mecanismo de proteccion, se ha propuesto que puede ser debido a un
descenso de la concentracion de calcio mitocondrial, el cual impide la apertura del
mPTP en la recuperacion 194-196 Asi, se cree que PKC ¢ activa la apertura del mitoKarp,
el cual favorece la entrada de potasio a la mitocondria, que al ser un cation disminuye el
gradiente eléctrico del calcio dificultando su entrada >*'"*'”7. Esto concuerda con los
resultados obtenidos, pues la S1P induce la translocacion de PKC ¢ a la mitocondria
(Figura 18A). La implicacion del mitoKarp en la proteccion inducida por S1P se
confirmo6 midiendo la viabilidad celular (Figura 28).

Anteriormente se ha descrito la liberacion de calcio del reticulo endoplasmico y de los

niicleos por parte de la S1P '?*2%

, aunque hasta ahora nunca se habia observado este
efecto en las mitocondrias (Figura 27). Es posible que la S1P acttie sobre el uniporter e

impida la entrada de calcio, pero el descenso en la concentracion parece indicar que la
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S1P favorece la extrusion del calcio. La salida de calcio de la mitocondria esta mediada
por el transportador Na"/Ca®" y por un mecanismo independiente de sodio que parece
ser un transportador H'/Ca*" 7*". Los resultados muestran que la S1P mantiene en parte
el potencial de membrana de la mitocondria (Figura 26), de lo que se deduce que el
gradiente de protones sigue existiendo, por lo que el transportador H'/Ca”" podria seguir
funcionando, expulsando calcio al citosol.

Por otro lado, la S1P impide parcialmente el incremento de ROS inducido durante la
recuperacion (Figura 25). Este efecto, puede contribuir junto con el descenso de la
concentracion de calcio, a la inhibicion de la apertura del mPTP durante la

recuperacion.

La esfingosina 1-fosfato mantiene la integridad de las mitocondrias durante la

isquemia/recuperacion

De todos estos datos se deduce que la S1P protege a las mitocondrias de los cambios
propios de la isquemia/recuperacion, como son el descenso del potencial, la sobrecarga
de calcio y el brusco incremento de ROS en la recuperacion, y por tanto, la apertura del
mPTP durante esta fase. Esto se traduce en un cierto mantenimiento de la funcioén
mitocondrial, que permite que los niveles de ATP no desciendan a la misma tasa que
durante la isquemia, manteniéndose una cierta homeostasis idnica, de modo que en la
recuperacion no se abre el mPTP. Esto se confirma al analizar la resistencia a la apertura
del mPTP durante la recuperacion en mitocondrias de células tratadas con SIP y
sometidas a isquemia (Figura 29). Mientras que las mitocondrias de células isquémicas
presentan una mayor sensibilidad a la apertura del mPTP, probablemente debido a su
mayor carga de calcio, las mitocondrias procedentes de células tratadas con S1P son
mas resistentes a esta apertura inducida por la misma concentracion de calcio,
probablemente porque su concentracion de calcio y de ROS es mucho menor, y sus

transportadores aun funcionan.
La esfingosina 1-fosfato protege a largo plazo a través de HIF

El efecto de la S1P sobre la mitocondria parece ser inmediato. Sin embargo, la S1P

también ejerce una proteccion a largo plazo al inhibir la degradacion de HIF-1a. Este
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efecto estd mediado por la uniéon de SIP a y a través de PI3K (Figura 30), lo que
confirma la implicacién de esta ruta en la proteccion inducida por S1P (Figura 14A).
HIF-1a heterodimeriza con la subunidad P y pasa al nucleo donde induce la
transcripcion de diversos genes relacionados con la supervivencia. La activaciéon PI3K
en la formacion de HIF ha sido previamente descrita '*"'*!,

Al igual que en el caso de la ceramida, la activacion de HIF conduce a la transcripcion
de diversos genes cuyo efecto protector se mantendrd aunque la SI1P deje de estar

presente, lo que explica que proteja en precondicionamiento.
5.4 COMPARACION ESFINGOSINA 1-FOSFATO Y CERAMIDA

La ceramida y la S1P tradicionalmente han tenido funciones opuestas *°'. Sin embargo,
en este trabajo se demuestra que ambos esfingolipidos protegen de la
isquemia/recuperacion, aunque a través de mecanismos distintos.

Ambos esfingolipidos protegen en las distintas fases de la isquemia/recuperacion,
aunque su proteccion es mayor si estdn presentes al menos durante la
isquemia/recuperacion, ambos protegen de la apoptosis y de la necrosis y actiian a
través de PKC ¢ y PKC ( y su principal mecanismo de proteccion es un descenso de la
concentracion del calcio mitocondrial durante la isquemia, hecho que probablemente
impide la apertura del mPTP en la recuperacion. Sin embargo, mientras que la ceramida
produce este efecto provocando la apertura del mPTP durante la isquemia a través de un
aumento de la formacion de ROS, la S1P favorece la salida de calcio de la mitocondria
de forma independiente al mPTP por un mecanismo que incluye la activacion del
mitoK ap.

Aunque el mecanismo de accion de ambos esfingolipidos es claramente distinto, se
podria pensar que las acciones de la ceramida, tradicionalmente considerada como
inductor de muerte celular, se deben a su conversion en SIP. Sin embargo, la C2-
ceramida, forma utilizada en este trabajo no es reconocida por las ceramidasas, por lo
que no puede ser utilizada para formar esfingosina, y por tanto tampoco S1P. Sin
embargo, no se puede descartar que la ceramida se transforme en otros esfingolipidos
como ceramida-1-fosfato o esfingolipidos mas complejos. Esto podria averiguarse
utilizando inhibidores de las distintas rutas de biosintesis de los esfingolipidos. Es

importante tener en cuenta que el mecanismo de acciéon de la ceramida es bastante
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agresivo, de modo que su efecto protector se produce cuando se administra a una
concentracion tan baja que no produce muerte celular. Es probable que la ceramida
provoque la muerte a mayor concentracion porque da lugar a una apertura del mPTP
demasiado alta e irreversible.

En este trabajo de investigacion hay que destacar la importancia que tiene conocer los
mecanismos de accion de nuevas moléculas protectoras. En este sentido, los
prometedores resultados obtenidos para la ceramida y la S1P indican que estos
esfingolipidos presentan caracteristicas que podrian ser potencialmente ventajosas para

su aplicacion en clinica.
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Conclusiones

La ceramida y la esfingosina 1-fosfato, a concentraciones bajas, protegen
completamente de la muerte celular inducida por 3 h de isquemia y 16 h de
recuperacion, tanto de la apoptosis como de la necrosis. La accion protectora de

la esfingosina 1-fosfato estd mediado por receptor.

El efecto protector ejercido por la ceramida y la esfingosina 1-fosfato estd
mediado por diferentes rutas de sefializacion, que implican diferentes proteinas
quinasas. Entre ellas destacaremos la proteina quinasa C (PKC). La proteccion
de la apoptosis ejercida por la ceramida esta mediada por PKC { y de la necrosis
por PKC ¢. En cuanto a la esfingosina 1-fosfato ambos tipos de muerte estan

mediados por las dos isoformas: PKC & y PKC (.

El mecanismo protector de la ceramida implica un incremento moderado de
ROS durante la isquemia, el cual provoca una apertura controlada del poro de
transicion mitocondrial. Esta apertura permite la liberacion del calcio acumulado
en la mitocondria durante la isquemia. Por otro lado, la ceramida impide la
formacion de ROS durante la recuperacion. Este hecho, junto con el descenso de
calcio mitocondrial, impiden la apertura del poro de transicion mitocondrial

durante la recuperacion.

La esfingosina 1-fosfato ejerce su proteccion por un mecanismo diferente a la
ceramida. Dicho esfingolipido protege manteniendo la integridad de la
mitocondria. Asi, impide la despolarizacion de la membrana mitocondrial e
impide la acumulacion de calcio en la mitocondria por un mecanismo que

implica al canal de potasio mitocondrial dependiente de ATP.
El tratamiento con ceramida y esfingosina 1-fosfato durante la isquemia da lugar

a un incremento en los niveles del factor de transcripcion HIF (factor inducible

por hipoxia).
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abstract

Sphingosine-1-phosphate (S1P) has been demonstrated to be an important regulator of cell death and
survival. Although it has been suggested that the sphingolipid may act as a neuroprotector in the cell
apoptosis induced by traumatic brain injury, the mechanisms involved in this action are unknown. In

this study, the relationship between S1P and neuroprotective effect was studied in an in vitro model of
ischemia, maintaining SH-SY5Y human neuroblastoma cells under oxygen—glucose deprivation (OGD).
When cells were treated with 1_MS1P simultaneously with OGD and recovery, cell viability increases in

a dose-response manner. S1P treatment reduces significantly both necrosis and apoptosis cell death. On
the other hand, the treatment with specific PKC _ (V1-2), prevents S1P protective effect of OGD/recoveryinduced
necrosis. Moreover, S1P treatment provokes the translocation of PKC _ to the mitochondria.

From these results, it is reasonable to assume that S1P protection from necrosis is mediated by PKC _.
We also studied the action of S1P on mitochondrial inner membrane potential and mitochondrial Caz2+
levels during ischemia. In this regard, we must point out that S1P treatment reduces the OGD-induced
membrane depolarization and also reduces the increase of Caz+in mitochondria during OGD. Results
also indicate that mitochondria from OGD treated cells have significantly less ability to resist swelling on
Caz+loading than those obtained in presence of oxygen and glucose. Nevertheless, when S1P was added,
this resistance increases considerably. These findings suggest that S1P may have a potential role as a
neuroprotective agent in brain injury.

© 2009 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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