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RESUMEN

La obesidad y la diabetes son condiciones altamente prevalentes que representan
un importante factor de riesgo para el desarrollo de patologias cardiovasculares,
principal causa de muerte entre los pacientes diabéticos. La lipotoxicidad y las
alteraciones metabdlicas juegan un papel fundamental en la resistencia a la hormona
insulina y el dafio cardiaco en estos pacientes. Los cardiomiocitos son las unidades
funcionales del corazén y poseen un alto requerimiento energético que depende en su
mayor parte de la funcion mitocondrial. Las mitocondrias forman una red dindmica que
se remodela constantemente por eventos de fisién y fusion. La mantencién de una
morfologia mitocondrial balanceada es fundamental para mantener una funcionalidad
adecuada de este organelo. El objetivo de este trabajo fue investigar el efecto de las
ceramidas, que derivan del metabolismo lipidico, en la sefializacién de la insulina y la
dinamica mitocondrial en cultivos primarios de cardiomiocitos de rata. La sefializacién
de insulina se evalu6 mediante Western blot para Akt fosforilada y la morfologia
mitocondrial por microscopia confocal en células tefiidas con Mitotracker Green. El
tratamiento de los cardiomiocitos con C,-ceramida (40 uM, 3 h) disminuyé la
fosforilacion de Akt basalmente y en respuesta a insulina y favorecié la fisién
mitocondrial, aumentando la translocacion de la proteina de fisibn Drp-1 hacia este
organelo. Para evaluar si ambos efectos estaban relacionados, se inhibi6 la actividad
de Drp-1 mediante el uso de un dominante negativo y de un inhibidor quimico, antes
del tratamiento con C,-ceramida. La inhibicion de Drp-1 mediante ambas herramientas
previno la fisibn mitocondrial causada por C,-ceramida y rescaté la fosforilacion de Akt
en respuesta a insulina. Trabajos previos de nuestro laboratorio muestran que el
tratamiento de los cardiomiocitos con palmitato 500 uM durante 3 h también induce
fisibn de la red mitocondrial. En este trabajo se mostr6 que al inhibir la sintesis de
ceramidas a partir de palmitato se previene, en parte, los efectos de este acido graso
sobre la dindmica mitocondrial de los cardiomiocitos. En conclusién, la fragmentacion
de la red mitocondrial inducida por ceramidas es necesaria para la disminucion de la
sefializacién de insulina en los cardiomiocitos. Ademas, la fisibn mitocondrial inducida

por palmitato en este modelo depende en parte de la generacién de ceramidas.
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SUMMARY

Obesity and diabetes are highly prevalent conditions that represent an important risk
factor for the development of cardiovascular diseases, the main cause of death in
diabetic patients. Lipotoxicity and metabolic alterations take part in insulin resistance
and heart damage in these patients. Cardiomyocytes are the functional basic units of
the heart and have a high energy requirement that depends largely on mitochondrial
function. Mitochondria form a dynamic network that is constantly remodelled by fission
and fusion events. The maintenance of a balanced mitochondrial morphology is critical
to maintain a proper functionality of this organelle. The aim of this study was to
investigate the effect of ceramides, derived from lipid metabolism, in insulin signalling
and mitochondrial dynamics in primary cultures of rat cardiomyocytes. Insulin signalling
was assessed by Western blot for phosphorylated Akt and mitochondrial morphology by
confocal microscopy in Mitotracker Green-stained cells. Treatment of cardiomyocytes
with C,-ceramide (40 uM, 3 h) decreased the phosphorylation of Akt at baseline and in
response to insulin and induced mitochondrial fission, increasing the translocation of
the fission protein Drp-1 to this organelle. To assess whether both effects were related,
Drp-1 activity was inhibited by using a dominant negative and a chemical inhibitor,
before treatment with C,-ceramide. The inhibition of Drp-1 by both tools prevented
mitochondrial fission caused by C,-ceramide and rescued Akt phosphorylation in
response to insulin. Previous work in our laboratory showed that treatment of
cardiomyocytes with palmitate 500 uM for 3 h also induces mitochondrial fission. We
showed that inhibiting the synthesis of ceramides from palmitate prevented in part the
effects of this fatty acid on mitochondrial dynamics in cardiomyocytes. In conclusion, the
mitochondrial network fragmentation induced by ceramides is required for the decrease
of insulin signalling in cardiomyocytes. Furthermore, palmitate-induced mitochondrial

fission in this model depends in part on the generation of ceramides.
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1. INTRODUCCION

1.1. Estructuray metabolismo del corazén

El corazon es el érgano encargado de bombear la sangre a través del sistema
circulatorio, con el fin de distribuir los nutrientes a todos los tejidos del organismo y
eliminar los productos de desecho del metabolismo. El tejido cardiaco estad compuesto
principalmente por dos tipos celulares: los cardiomiocitos y los fibroblastos. Los
cardiomiocitos son las células responsables de la contraccién del corazén y dan cuenta
del 33% del numero total de células de este 6rgano, sin embargo debido a su gran
tamafio relativo, ocupan el 75% del espacio estructural del corazon. Los cardiomiocitos
son células altamente especializadas para su funcidn contractil y ya que son células
terminalmente diferenciadas tienen una escasa capacidad para proliferar (Weber &
Brilla 1993; Chien et al. 1991). Por su parte, los fibroblastos, de menor tamafio,
constituyen el 66% restante del numero de células y su principal funcién es ejercer
como sostén del tejido cardiaco mediante la sintesis y remodelado de la matriz
extracelular (Weber & Brilla 1993).

Debido al constante trabajo mecanico necesario para los ciclos de contraccion y
relajacion y la necesidad de mantener la homeostasis idnica, el corazdn requiere de un
suministro continuo de energia en forma de ATP. La capacidad de reserva energética
del coraz6n es bastante limitada, por lo cual se necesita de un suministro constante de
nutrientes para la sintesis de ATP (Neely & Morgan 1974; Stanley et al. 2005;
Ingwall 2009). En el corazén adulto normal alrededor del 95% de la produccion de ATP
deriva de la fosforilacion oxidativa mitocondrial, mientras que el resto proviene de la
glicdlisis y la produccion de GTP durante el ciclo de Krebs (Lopaschuk et al. 2010). La
importancia de mantener el suministro de energia en el corazon queda demostrada por
la gran abundancia de mitocondrias en los cardiomiocitos, llegando a ocupar hasta un
30% del volumen de estas células (Brownsey et al. 1997). Para mantener una
produccion de ATP suficiente para satisfacer las demandas energéticas, el corazon

utiliza diversos sustratos metabolicos dependiendo de su disponibilidad. Sin embargo,
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en un corazon adulto normal en reposo, cerca del 70% de la produccion de ATP

proviene de la B-oxidacion de acidos grasos (Stanley et al. 2005).

1.2. Metabolismo cardiaco de 4cidos grasos

Debido a su baja solubilidad en agua, los acidos grasos llegan al corazén unidos a
la albumina plasmatica o esterificados en forma de triacilgliceroles (TAG) contenidos en
lipoproteinas circulantes (van der Vusse et al. 2000; Lopaschuk et al. 2010). La
captacion de 4cidos grasos en los cardiomiocitos ocurre gracias a la difusién pasiva o
con ayuda de diversas proteinas transportadoras. Dentro de estas proteinas
transportadoras se encuentran la translocasa de acidos grasos (FAT/CD36), la
isoforma de la proteina ligante de acidos grasos en la membrana plasmatica (FABPmb)
y la proteina transportadora de acidos grasos (FATP). En los cardiomiocitos, el
transporte a través de la translocasa FAT/CD36 da cuenta del 50-60% de la captacién
total de acidos grasos (Bonen et al. 2004; Luiken et al. 2004; Lopaschuk et al.
2010).

Una vez ocurrida la captacién de los acidos grasos al cardiomiocito, éstos se
convierten en ésteres de coenzima A (CoA) mediante la accion de acil-CoA sintetasa y
luego deben ser transportados a la mitocondria para comenzar el ciclo de B-oxidacién
(Lopaschuk et al. 2010). El transporte de acidos grasos de cadena larga al interior de
la matriz mitocondrial no ocurre directamente, sino a través de la lanzadera acil-
carnitina/carnitina. La carnitina palmitoiltransferasa (CPT) 1 de la membrana
mitocondrial externa cataliza la conversién de los acil-CoA de cadena larga en ésteres
de acil-carnitina de cadena larga (Longo et al. 2006; Lopaschuk et al. 2010). A
continuacion, la acil-carnitina se transloca a través de la membrana mitocondrial interna
mediante la translocasa carnitina:acil-carnitina (CT), que intercambia la acil-carnitina
del espacio intermembrana por moléculas de carnitina presentes en la matriz
mitocondrial (Lopaschuk et al. 2010). Una vez dentro de la matriz mitocondrial, la acil-
carnitina se reconvierte a acil-CoA por la CPT 2. El ingreso del acil-CoA a la matriz
mitocondrial mediante la lanzadera acil-carnitina/carnitina constituye el paso limitante

en la oxidacion de los &cidos grasos (Lopaschuk et al. 2010).

18



La B-oxidacién de acidos grasos se encuentra bajo un estricto control que depende
de diversos factores entre los que se encuentran: i) el suministro de &cidos grasos al
corazoén; ii) la competencia con otros sustratos energéticos (glucosa, lactato, cuerpos
cetonicos o amino&cidos); iii) la demanda energética del corazon; iv) el suministro de
oxigeno al corazon; v) el control alostérico de la captacion, esterificacion y transporte
mitocondrial de los acidos grasos; vi) el control de la funcién mitocondrial, incluyendo el
control directo de la B-oxidaciéon, la actividad del ciclo de Krebs y de la cadena
transportadora de electrones. Ademas debe considerarse el control transcripcional de
las enzimas involucradas en el metabolismo de acidos grasos y la biogénesis

mitocondrial (Lopaschuk et al. 2010).

1.3. Insulinay su sistema de transduccién

La insulina es una hormona peptidica sintetizada y liberada por las células (3
pancreaticas en respuesta a aumentos postprandiales de la cantidad de glucosa en la
circulacion. La insulina es una de las principales hormonas encargadas de la
homeostasis energética del organismo y estimula, entre otros procesos, la captacion y
almacenamiento de los nutrientes en el estado postprandial, en tejidos como el higado,

musculo esquelético y tejido adiposo (Kanzaki & Pessin 2001; Choi & Kim 2010).

La insulina actia a través de un receptor con actividad tirosina kinasa intrinseca
(Yip & Ottensmeyer 2003; Kanzaki & Pessin 2001), el cual, una vez que interactia
con su ligando, se autofosforila y fosforila diversos sustratos intracelulares entre los
gue destacan las proteinas IRS (Insulin receptor substrates). La fosforilacion en
diversos residuos de tirosina de las proteinas IRS genera motivos de reconocimiento
para proteinas que contienen el dominio SH2 (Src homology 2) (Kanzaki & Pessin
2001). La via de sefalizacion clasica de la insulina (Figura 1) involucra el
reclutamiento a la membrana plasmatica de la fosfatidilinositol-3 kinasa (PI-3K), la cual
genera el segundo mensajero PIP3 (fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato), estimulando el
reclutamiento a la membrana plasmética de proteinas citosodlicas que contienen el
dominio PH (Pleckstrin homology) el cual tiene afinidad por PIP3 (Taniguchi et al.

2006; Kanzaki & Pessin 2001). Uno de estos efectores es la proteina kinasa Akt/PKB,
19



que al unirse a PIP3 descubre dos sitios de fosforilacién necesarios para su activacion.
Uno de ellos es la Thr*® la cual es fosforilada por la kinasa PDK1, y el segundo es la
Ser*”, fosforilada a su vez por el complejo mTOR C2 (Taniguchi et al. 2006). Akt es
un regulador central del metabolismo anabdlico, promoviendo la captacion de glucosa y
aminoacidos a la célula y favoreciendo la sobrevida, gracias a su efecto antiapoptotico
(Summers 2006; Choi & Kim 2010; Taniguchi et al. 2006).
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Figura 1. Via de sefializacién de lainsulina a través de PI-3K/AKt.

Esquema de la via transduccional de la insulina en relacién con la captacion de
glucosa. A través de la unién a su receptor, la insulina induce la fosforilacion de las
proteinas IRS-1/2, lo que lleva a la activacion de las enzimas PI-3K y Akt. Esta ultima
actia como principal efector de esta rama de la via de sefializacion de la insulina,
promoviendo la translocacién de los transportadores de glucosa GLUT4 hacia la
membrana plasmatica. PI-3K, fosfatidilinositol-3 kinasa; PIP3, fosfatidilinositoltrifosfato;
Akt, proteina kinasa B; AS160, sustrato de Akt de 160 kDa; PDK1 y 2, kinasas que
participan en la activacion de Akt; PTEN y PTP1B, fosfatasas encargadas de apagar la
sefalizacion. Adaptado de Choi y cols (Choi & Kim 2010).
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1.3.1. Accion de lainsulina en el corazén

El musculo esquelético, el higado y el tejido adiposo son reconocidos usualmente
como los principales tejidos blanco de la insulina. Sin embargo, el musculo cardiaco
también expresa receptores para la insulina, en niveles que varian entre 10.000 y
100.000 receptores por cardiomiocito (Muniyappa et al. 2007), cumpliendo esta
hormona un importante rol en el metabolismo cardiaco (Brownsey et al. 1997;
Muniyappa et al. 2007). La insulina regula directamente el metabolismo en los
cardiomiocitos modulando el transporte de glucosa, la glicolisis, la sintesis de
glicégeno, el metabolismo lipidico, la sintesis de proteinas, el crecimiento, la
contractilidad y la apoptosis (Muniyappa et al. 2007). Por otra parte, existe una accién
indirecta de la insulina sobre el corazon al afectar el suministro de sustratos
metabdlicos provenientes del musculo esquelético y el tejido adiposo, y al regular la

perfusion miocardica mediante su efecto vasodilatador (Muniyappa et al. 2007).

1.4. Obesidad, resistencia a la insulina y patologias cardiovasculares

El sobrepeso y la obesidad son condiciones crénicas que han aumentado
considerablemente en las dltimas décadas, alcanzando una prevalencia del 39,3 y
25,1%, respectivamente, en la poblacién chilena (Ministerio de Salud Gobierno de
Chile 2010). Estas condiciones estan dadas por un incremento de la masa de tejido
adiposo, principalmente de tipo visceral, y se definen generalmente en base al indice
de masa corporal (IMC), considerandose como persona obesa, segun la Organizacion
Mundial de la Salud, aquella que tiene un IMC mayor o igual a 30 kg/m? (Ministerio de
Salud Gobierno de Chile 2010). La obesidad es un factor de riesgo preponderante
para patologias cronicas tales como la diabetes mellitus (DM) y las enfermedades
cardiovasculares, entre las que se incluyen la hipertension arterial, el infarto agudo al
miocardio, la aterosclerosis y la insuficiencia cardiaca (Lawlor et al. 2006; Wild &
Byrne 2006).

Las patologias cardiovasculares son la primera causa de mortalidad en Chile

(Instituto Nacional de Estadisticas Chile 2007) y, en general, en todo el mundo.
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Considerando la gran prevalencia de obesidad en la poblacién y su relacién con el
desarrollo de patologias cardiovasculares, es de gran importancia comprender los
mecanismos que relacionan el aumento de los lipidos con el dafio producido a nivel

cardiaco.

Una de las consecuencias de la obesidad es el estado de resistencia a la insulina,
en el cual un nivel normal de esta hormona es insuficiente para producir una respuesta
adecuada en los tejidos blancos, y se considera la antesala al desarrollo de la DM tipo
2 (Goldstein 2002; Summers 2006).

1.4.1. Lipotoxicidad y resistencia a lainsulina

Originalmente, la resistencia a la insulina se definia desde una perspectiva
glucocéntrica, considerandose la glucotoxicidad como la principal causa de dafio, sin
embargo, actualmente es bien reconocido que los niveles elevados de &cidos grasos
también contribuyen al desarrollo de esta patologia (Kusminski et al. 2009; Mittra et
al. 2008; Blaak 2005). En estados de obesidad, la sobreacumulacion de acidos grasos
de cadena larga puede superar la capacidad de almacenamiento del tejido adiposo,
causando el deposito de lipidos en tejidos como el higado, musculo esquelético,
corazon y pancreas (Samuel & Shulman 2012). Bajo estas circunstancias, el depésito
lipidico en tejidos no diseflados para esta funcién puede tener efectos deletéreos,
agrupados bajo el concepto de lipotoxicidad (van Herpen & Schrauwen-Hinderling
2008; Summers 2006; Kusminski et al. 2009). Este concepto fue introducido por el
grupo del Dr. Unger (UT Southwestern Medical Center, Dallas), el cual ha investigado
las consecuencias de la acumulacién de lipidos y su relacion con el sindrome
metabdlico y la DM2 (Unger & Orci 2002; Unger et al. 2010; Kusminski et al. 2009).
Los lipidos que se encuentran en exceso pueden seguir vias metabdlicas no oxidativas
gue resultan en la produccion de derivados lipidicos reactivos que causan disfunciéon
celular o promueven la muerte celular programada (lipoapoptosis) (Kusminski et al.
2009).
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Asimismo, Unger et al. han rescatado el concepto de “corazén graso” o
cardiomiopatia lipotoxica, condicion producida por el depésito excesivo de lipidos en el
tejido cardiaco. Esta patologia ha sido practicamente ignorada y no se conocen
totalmente los mecanismos implicados en el defecto de la funcion cardiaca inducida por
lipotoxicidad (Szczepaniak et al. 2007). Diversos estudios han mostrado que la
sobreacumulacion de lipidos en el tejido cardiaco puede conducir al desarrollo de
cardiomiopatias o insuficiencia cardiaca (Cheng et al. 2004; Zhou et al. 2000;
Szczepaniak et al. 2007).

En este contexto, diversos estudios han descrito que la acumulacién de lipidos,
principalmente en los musculos esquelético y cardiaco, tiene relacion con el desarrollo
de la resistencia a la insulina (Guo 2007; Guo 2008; Chavez & Summers 2010;
Zhang et al. 2010; Samuel et al. 2010). Existe una correlaciéon inversa entre el
contenido lipidico intramiocelular y la sensibilidad a la insulina, siendo esta correlaciéon
mas robusta que la de otros indicadores metabdlicos, como el IMC o la razén
cintura/cadera (Virkaméki et al. 2001; Pan et al. 1997). Se han propuesto dos
mecanismos principales mediante los cuales el exceso lipidico altera el metabolismo de
la glucosa. El primero se conoce como el ciclo de Randle o ciclo glucosa-acidos grasos
y se refiere a la competencia entre sustratos metabdlicos, en la cual la utilizacion de un
nutriente inhibe el uso del otro en forma directa y sin la mediacion de hormonas (Hue &
Taegtmeyer 2009; Guo 2007). El segundo mecanismo seria a través de la produccion
de derivados de acidos grasos (diacilgliceroles, ceramidas, etc.) que actuarian como
moléculas de sefializacion, inhibiendo la via transduccional de la insulina (Chavez et
al. 2003; Guo 2007; Zhang et al. 2010; Samuel et al. 2010; Chavez & Summers
2010; Summers 2006).

1.5. Mitocondria

Las mitocondrias son organelos celulares rodeados de dos membranas, interna y
externa, con un espacio intermembrana entre ellas. La membrana interna rodea la
matriz mitocondrial y se encuentra plegada en crestas que contienen los complejos

proteicos que participan en la cadena trasportadora de electrones (Chinnery & Schon
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2003) necesaria para la sintesis de ATP (Houtkooper & Vaz 2008). Las mitocondrias
cumplen diversas funciones relacionadas con el metabolismo energético, la
sefializacion intracelular, el almacenamiento de calcio y la apoptosis, entre otras. En la
mitocondria se produce la mayor parte del ATP celular derivado de la oxidacion, a
través del ciclo de Krebs, de carbohidratos, acidos grasos y proteinas (Kuzmicic et al.
2011; Parra et al. 2011).

1.5.1. Dindmica mitocondrial

Las mitocondrias son organelos dinamicos que experimentan un proceso continuo
de fusion y fision, conocido como dinamica mitocondrial (Liesa et al. 2009). La
morfologia de la red mitocondrial depende del tipo celular y del estado metabdlico de la
célula, variando desde un estado de alta conectividad o hiperfusion de la red a un
estado de elevada fragmentacién. El correcto balance de los procesos de fusién y
fision es esencial para mantener la estabilidad de la red mitocondrial y su adecuada
funcionalidad (Detmer & Chan 2007; Parra et al. 2011; Kuzmicic et al. 2011). Los
procesos de fusion y fision mitocondrial estdn altamente regulados y son llevados a

cabo por maquinarias moleculares independientes.

1.5.2. Maquinaria de fusién mitocondrial

La maquinaria de fusion mitocondrial esta compuesta por Mitofusinas 1/2 (Mfn-1/2)
y por Opa-1 (Figura 2). Todas ellas corresponden a GTPasas de alta masa molecular
de la familia de las dinaminas (Cipolat et al. 2004; Chen et al. 2005; Chen & Chan
2005; Chan 2006; Song et al. 2009; Hoppins et al. 2007). Las Mfn-1/2 son proteinas
integrales que median el anclaje y fusibn entre las membranas externas de
mitocondrias adyacentes (Chan 2006; Hoppins et al. 2007). Por su parte, Opal se
localiza en la membrana mitocondrial interna, y ademas de mediar la fusion de estas
membranas, participa en la mantencion de la estructura de las crestas mitocondriales
(Frezza et al. 2006; Chan 2006; Liesa et al. 2009; Song et al. 2009).
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Figura 2. Maquinaria molecular de la dinamica mitocondrial en células de
mamiferos.

Durante la fusién mitocondrial, las proteinas Mfn-1/2 se encargan del anclaje y fusién
de las membranas mitocondriales externas, mientras que Opa-1 participa en la fusién
de las membranas internas. Ademas, Opa-1 regula la estructura de las crestas
mitocondriales. Durante el proceso de fision, la GTPasa citosoélica Drp-1 es reclutada
hacia sitios definidos de divisibn, donde se une a la proteina Mff, induciendo
activamente la separacion de las membranas mitocondriales. MiD49/51 regula
negativamente la fisibn mitocondrial secuestrando a Drp-1, mientras que Fis-1 favorece
este proceso impidiendo la unién de MiD49/51 con Drp-1.

1.5.3. Maquinaria de fision mitocondrial

La maquinaria clasica que regula la fision de la red mitocondrial esta compuesta por
Fis-1, una proteina integral de la membrana externa, y por Drp-1, que corresponde a
una GTPasa de la familia de las dinaminas (Figura 2) (Chan 2006; Hoppins et al.
2007). Drp-1 se encuentra principalmente en el citosol, sin embargo un pequefa
porcion tiene una distribucion puntiforme en la membrana mitocondrial externa,
marcando los futuros sitios de fision (Chan 2006). Al momento de producirse la division
del organelo, Drp-1 se recluta a la membrana mitocondrial externa, donde se uniria a
Fis-1, formando anillos alrededor del organelo que se estrechan hasta lograr su

separacion en dos unidades (Chan 2006; Liesa et al. 2009).
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En levaduras, Fis-1 interactia con Dnm-1 (homdloga de Drp-1) a través de las
proteinas adaptadoras Mdvlp/Caf4p, sin embargo en mamiferos no se ha podido
demostrar la interaccion entre Fis-1 y Drp-1, ni se han encontrado homologos de
Mdvlp/Caf4p (Okamoto & Shaw 2005). No obstante, en mamiferos se han descrito
nuevas proteinas que conformarian la maquinaria de fision mitocondrial (Dikov &
Reichert 2011). Una de ellas es la proteina Mff (Mitochondrial fission factor) que actla
como receptor directo de Drp-1 en la membrana mitocondrial externa, promoviendo el
proceso de fision de la red mitocondrial independiente de Fis-1 (Otera et al. 2010;
Otera & Mihara 2011). Otros componentes de este nuevo modelo son las proteinas
MiD 49 y MiD 51 (también conocida como MIEF1), que unen a Drp-1, secuestrandola e
impidiendo su unién con Mff, y por lo tanto inhibiendo la fision mitocondrial (Palmer et
al. 2011; Zhao et al. 2011; Dikov & Reichert 2011). En este modelo, Fis-1 favoreceria
la fisibn mitocondrial uniéndose a MiD49/51 e impidiendo su accién inhibitoria sobre
Drp-1 (Zhao et al. 2011; Dikov & Reichert 2011).

1.5.4. Estructuray regulaciéon de Drp-1

Drp-1 consta de un dominio GTPasa N-terminal, un dominio central, un dominio
variable por splicing alternativo y un dominio GED (GTPase effector domain) C-terminal
(Smirnova et al. 1998). El dominio GED participa en interacciones intra e
intermoleculares, regulando la formacion de oligémeros y la actividad GTPasa de Drp-1
(Cribbs & Strack 2007). Esta proteina actia formando homo-oligémeros en forma de
anillo helicoidal en torno a la membrana mitocondrial, constrifiéndola gracias a la
energia obtenida de la hidrélisis de GTP, hasta lograr su separacion (Chan 2006;
Smirnova et al. 1998).

La funcion de Drp-1 se regula principalmente mediante modificaciones post-
traduccionales que afectan su translocacion a la membrana mitocondrial y/o su
actividad GTPasa. Entre las modificaciones descritas para Drp-1 se encuentran la
ubiquitinacién (Nakamura et al. 2006; Yonashiro et al. 2006; Karbowski et al. 2007;
Park et al. 2010), SUMOilacion (Harder et al. 2004; Zunino et al. 2007; Figueroa-
Romero et al. 2009) y fosforilaciéon (Chang & Blackstone 2007; Cereghetti et al.
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2008; Taguchi et al. 2007; Han et al. 2008; Cribbs & Strack 2007). De estas
modificaciones, la mas estudiada es la fosforilacién/desfosforilacion mediada por
proteina kinasa A (PKA)/Fosfatasa calcineurina en el residuo Ser®’ de la proteina
humana (Cribbs & Strack 2007; Chang & Blackstone 2007; Cereghetti et al. 2008).
La fosforilacion de este residuo lleva a la inactivacion de Drp-1, favoreciendo asi el
proceso de fusidbn mitocondrial, mientras que su desfosforilacion tiene el efecto

opuesto, favoreciendo la fision.

1.6. Funcién y dinamica mitocondrial y su relacién con insulina

Recientemente nuestro laboratorio ha mostrado que la insulina estimula la fusién
mitocondrial en cardiomiocitos, con un efecto maximo a las 3 h de tratamiento, y que
este proceso se asocia con un aumento en parametros metabdlicos mitocondriales,
tales como el potencial mitocondrial, el contenido de ATP celular y el consumo de
oxigeno (Parra 2011). Ambos eventos estan relacionados, ya que al alterar la fusion
mitocondrial disminuyendo la expresion de Mfn-2, se inhibe el efecto de la insulina
sobre los parametros metabdlicos (Parra 2011). La fusion mitocondrial causada por la
estimulacion con insulina es dependiente de la accion de Akt y de mTOR, ya que al

inhibir estas proteinas se pierde el efecto sobre la dinamica mitocondrial (Parra 2011).

Asi como la insulina favorece la fusion y funcion mitocondrial, también se ha
descrito una conexién entre la disfuncion mitocondrial y la resistencia a la insulina,
aungue la relacién causa-efecto entre ambos fendmenos no estd muy clara (Turner &
Heilbronn 2008; Dumas et al. 2009; Schrauwen et al. 2010; Szendroedi et al. 2012;
Kim et al. 2008; Brands et al. 2012). Se ha observado que personas resistentes a la
insulina presentan disfuncion mitocondrial, determinada por una menor capacidad
oxidativa y de fosforilaciéon de las mitocondrias aisladas desde biopsias musculares
(Kelley et al. 2002) o por mediciones in vivo (Petersen et al. 2003). Ademas, en

pacientes diabéticos las mitocondrias presentan un menor tamafio (Kelley et al. 2002).

Se desconoce con certeza si la disfuncion mitocondrial es una causa o

consecuencia de la resistencia a la insulina, sin embargo, es evidente que este
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fendmeno contribuye con la progresion de la enfermedad, ya que al haber una menor
capacidad oxidativa, se favorece la acumulacion de lipidos en los tejidos (Summers
2006). Zorzano et al. han planteado la hipo6tesis de que la relacion entre la disfunciéon
mitocondrial y la resistencia a la insulina estaria mediada por alteraciones en la
dindmica mitocondrial (Zorzano et al. 2009a), ya que se ha observado que personas
con resistencia a la insulina presentan niveles reducidos de Mfn-2 en musculo
esquelético, existiendo ademas una correlacion positiva entre la expresiéon de Mfn-2 y
la sensibilidad a insulina (Bach et al. 2005). Sin embargo, se desconocen los
mecanismos que existen detras de esta relacion y no se descarta que pueda haber

mas factores involucrados.

1.7. Ceramidas: estructuray sintesis

Las ceramidas son lipidos que constituyen la estructura basica precursora de los
esfingolipidos, familia en la que se encuentran, ademas, las esfingomielinas, los
glicolipidos y los gangli6sidos. Los esfingolipidos forman parte de las membranas
biol6gicas, y se ubican preferentemente en la cara extracelular de la membrana
plasmatica. Estructuralmente, las ceramidas constan de una molécula de &cido graso,
generalmente de cadena larga o muy larga, unida mediante un enlace amida a una

molécula de esfingosina (Hannun & Obeid 2011).

Existen tres vias para la sintesis de ceramidas (Figura 3). La mas importante se
conoce como via de novo y ocurre principalmente en el reticulo endoplasmico. En esta
via, el palmitoil-CoA y la serina se condensan para dar origen a una molécula de 3-
ceto-dihidroesfingosina, mediante la accion de la serina-palmitoil transferasa (SPT). A
continuacién, la 3-ceto-dihidroesfingosina es reducida a dihidroesfingosina
(esfinganina) por accion de la 3-ceto-dihidroesfingosina reductasa. En el paso
siguiente, la ceramida sintasa cataliza la condensacién de la dihidroesfingosina con
una molécula de acil-CoA, formando una molécula de dihidroceramida. Finalmente, la
ceramida se forma por accion de la dihidroceramida desaturasa sobre la

dihidroceramida.
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Figura 3. Vias de sintesis de las ceramidas

La via de sintesis de ceramidas de novo depende del suministro de palmitato y serina
como sustratos de la etapa limitante. Las ceramidas también pueden derivarse de la
hidrélisis de esfingomielinas por la accién de distintas isoformas de esfingomielinasas.
La via de sintesis de rescate utiliza como sustratos los derivados de la hidrélisis de
diversos esfingolipidos. Ss: Esfingosina, AGL: Acidos grasos libres. Adaptado de
Bikman y cols (Bikman & Summers 2011).

La adicién de la segunda molécula de acido graso no es selectiva, e involucra tanto
acidos grasos saturados como insaturados, con un largo de cadena no menor a 12
carbonos. La primera reaccion de esta via es la etapa limitante y depende del
suministro de palmitoil-CoA (Summers 2006; Hannun & Obeid 2011). Por lo tanto, un
aumento general de los lipidos del organismo, principalmente de palmitato, incrementa

los niveles de ceramidas.

Las ceramidas no constituyen una Unica entidad molecular, sino que corresponden a

una familia de moléculas relacionadas. La variabilidad en la estructura de las
29



ceramidas esta dada por la especificidad relativa de las enzimas involucradas en su
metabolismo por sus sustratos o productos (Hannun & Obeid 2011). Asi, para cada
etapa de la sintesis de las ceramidas, existen distintas isoformas enzimaticas con
especificidad por diferentes largos de cadena de los grupos acilo. Mas aun, las
enzimas involucradas en el metabolismo de las ceramidas tienen diversas
localizaciones intracelulares, otorgando una variante de compartamentalizacion a la
accion de las ceramidas (Hannun & Obeid 2011). Debido a su naturaleza hidrofébica,
las ceramidas tienden a mantenerse dentro de la membrana en la cual fueron
generadas, a menos que sean transportadas entre distintos sistemas membranosos
por transportadores especificos, como la proteina de transferencia de ceramidas,
CERT (Hanada et al. 2007; Hanada 2006; Kumagai et al. 2005; Perry & Ridgway
2005).

1.7.1. Rol de las ceramidas en estrés y resistencia a lainsulina

Originalmente, se creia que las ceramidas y sus derivados eran componentes
estructurales pasivos de las membranas celulares, sin embargo diversos estudios han
demostrado que los esfingolipidos son importantes reguladores involucrados de forma
activa en numerosas vias de transduccion de sefiales que median funciones celulares
criticas, como la respuesta al estrés, diferenciacion, adhesion, migracion, inflamacion,
trafico intracelular, crecimiento y muerte celular (Yang et al. 2004; Gulbins & Li 2006;
Hannun & Obeid 2008; Mathias et al. 1998; Hannun & Obeid 2002).

Las ceramidas y sus derivados se producen durante diversos procesos de estrés
celular, ya sea por sintesis de novo o por accién de las esfingomielinasas, y se ha
demostrado que actian como segundos mensajeros para el receptor de muerte Fas, el
factor de necrosis tumoral (TNF) a, interleukina 1 y otras citoquinas y sefales
extracelulares, usualmente con resultado de detencion del ciclo celular o apoptosis
(Hannun & Obeid 2008; Yang et al. 2004).

Algunos de los efectos de las ceramidas podrian estar mediados por cambios en la

estructura local de las membranas donde son generadas (Stancevic & Kolesnick
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2010; Zheng et al. 2006). Las ceramidas tienden a autoagregarse, induciendo
separaciones laterales de fases en la membrana y la formacién de macrodominios
enriquecidos en ceramidas que pueden alterar la permeabilidad y la curvatura de las
membranas, lo cual facilitaria procesos de fusion y fision (Stancevic & Kolesnick
2010). Ademas, los dominios enriquecidos en ceramidas proveen de una plataforma
para la reorganizacibn y compartamentalizacion de receptores y moléculas de
sefalizacién que facilitarian la amplificacion de las sefiales luego de un estimulo
(Stancevic & Kolesnick 2010).

Diversos estudios han relacionado a las ceramidas con la resistencia a la insulina
(Chavez & Summers 2012; Holland et al. 2007a; Holland et al. 2007b; Holland &
Summers 2008; JeBailey et al. 2007). En personas obesas y resistentes a la insulina
existe una acumulacion de ceramidas en musculo esquelético, al compararlas con
personas delgadas y con sensibilidad normal a la insulina (Adams et al. 2004; Amati
et al. 2011), existiendo una correlacion negativa entre el contenido de ceramidas en
musculo y la sensibilidad sistémica a la insulina (Straczkowski et al. 2004), y una
correlacion positiva entre el contenido de ceramidas en musculo y la glicemia (Ussher
et al. 2010). Por otra parte, al tratar la resistencia a la insulina farmacolégicamente
(Planavila et al. 2005) o mediante ejercicio fisico (Dobrzyn et al. 2004; Dobrzyn et al.
2004; Dubé et al. 2011) se reduce significativamente el contenido de ceramidas en los

musculos esquelético y cardiaco.

Con respecto al mecanismo mediante el cual las ceramidas alteran la via de
sefalizacion de la insulina, se han descrito efectos a nivel de IRS o de PI-3K
(Summers 2006). Hace 15 afios, dos grupos de investigacion independientes
mostraron que las ceramidas inhiben la fosforilacion en Tyr de IRS-1 en respuesta a la
insulina, en lineas celulares mieloides, adiposas y de hepatoma, alterando asi la via de
sefializacion a través de PI-3K (Kanety et al. 1996; Peraldi et al. 1996).
Posteriormente se demostrd que la disminucion de la fosforilacion en Tyr de IRS-1 era
causada por un aumento de su fosforilacion en residuos de Ser/Thr en respuesta a las
ceramidas, teniendo estas modificaciones un efecto inhibitorio de la interaccién entre

IRS-1 vy el receptor de insulina, impidiendo asi la fosforilacion en Tyr (Paz et al. 1997).
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Los resultados con respecto al efecto de las ceramidas sobre IRS-1 o PI-3K no han
sido consistentes, ya que varian segun el modelo de estudio. La mayoria de las
investigaciones muestran un efecto inhibitorio directo de las ceramidas sobre la
fosforilacion de Akt (Summers et al. 1998; Zhou et al. 1998). Dos mecanismos
independientes se han descrito mediante los cuales las ceramidas disminuyen la
activacion de Akt (Stratford et al. 2004; Chavez & Summers 2012). El primero
consiste en una activacion directa de la proteina fosfatasa PP2A (Dobrowskyss et al.
1993), la cual tiene una accion predominante en la desfosforilacion e inactivacion de
Akt. El segundo mecanismo implica el bloqueo de la translocacion de Akt a la
membrana plasméatica para su consiguiente activacion (Stratford et al. 2001). Este
evento se produce a consecuencia de la activacion de la proteina kinasa PKCCZ, la cual
fosforila a Akt en el dominio PH (residuo Thr*®), impidiendo su unién a PIP; (Powell et
al. 2003; Powell et al. 2004). Estos mecanismos no son universales y pueden
presentarse, uno o ambos, dependiendo del tipo celular en estudio (Summers 2006;
Chavez & Summers 2012).

1.7.2. Papel de las ceramidas en la disfuncién y fision de la red mitocondrial

A pesar de que la sintesis de novo de ceramidas ocurre principalmente en el
reticulo endoplasmico, varias enzimas involucradas en la sintesis y metabolismo de las
ceramidas se encuentran en la mitocondria, por lo que también existe una regulacién
endégena de los niveles de ceramidas y sus metabolitos dentro de este organelo
(Siskind 2005; Bionda et al. 2004; Summers 2006).

Las ceramidas alteran la funcién mitocondrial, inhibiendo al complejo Il de la
cadena transportadora de electrones, y favoreciendo la produccion de ROS en
mitocondrias aisladas (Andrieu-Abadie et al. 2001; Garcia-Ruiz et al. 1997; Gudz et
al. 1997). Asimismo, las ceramidas alteran la permeabilidad de la membrana
mitocondrial externa, induciendo la translocacién de Bax, proteina relacionada con
procesos de apoptosis (Summers 2006) o directamente a través de la formacion de

canales en la membrana mitocondrial externa (Siskind 2005). Ademas, las ceramidas
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de cadena corta inducen la liberacion de citocromo ¢ desde mitocondrias aisladas
(Ghafourifar et al. 1999). En ratones alimentados con dietas altas en lipidos, la
inhibicion de la sintesis de novo de ceramidas, ademas de mejorar la sensibilidad a la
insulina, recupera la tasa de consumo de oxigeno a nivel sistémico, lo que se relaciona

con una mejor funcién mitocondrial (Ussher et al. 2010).

Por otra parte, nuestros estudios han mostrado que el tratamiento con ceramidas de
cadena corta (C,-ceramida) fragmenta la red mitocondrial en cultivos primarios de
cardiomiocitos (Parra et al. 2008). Adicionalmente, las ceramidas producen una caida
del potencial de membrana mitocondrial en este modelo (Parra et al. 2008). Otro de
nuestros trabajos en curso busca establecer una relacion entre la lipotoxicidad inducida
por palmitato, precursor de las ceramidas, y alteraciones en la dinamica y funcion
mitocondrial y la respuesta a insulina (Tesis doctoral J. Kuzmicic, en curso (Kuzmicic
2011)).

Los antecedentes presentados plantean la interrogante de si existe alguna relacién
entre la disfuncién y alteracion de la morfologia de la red mitocondrial y la resistencia a
la insulina inducida por el tratamiento con ceramidas de cadena corta en
cardiomiocitos. La eleccién de este modelo busca encontrar un posible mecanismo de
lipotoxicidad de las ceramidas que explique el compromiso cardiaco en personas con

obesidad y/o resistencia a la insulina.

Por otra parte, ya que se desconoce con certeza la relacion causa-efecto entre la
disfuncion mitocondrial y la resistencia a la insulina, se plantea la hipotesis de que las
ceramidas, ademas de alterar directamente la via de sefalizacion de la insulina,
producen resistencia de forma indirecta mediante la alteracion de la dinamica y funcién

mitocondrial.
De acuerdo con lo anterior, se plantean algunas interrogantes ain no dilucidadas y

gue reflejan el estado en que se encuentra esta area de la investigacion, en particular

en las células cardiacas:
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Se relaciona el fenotipo de fragmentacién mitocondrial inducido por ceramidas con

alteraciones directas a nivel de la maquinaria de fusién/fision mitocondrial?

La alteraciéon en la dinAmica mitocondrial inducida por ceramidas tienen algun

efecto sobre la respuesta a insulina?

o, Es posible rescatar la sensibilidad a la insulina alterada por las ceramidas

manipulando la dinamica mitocondrial?
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2. HIPOTESIS

“Las ceramidas regulan negativamente la respuesta a insulina en cardiomiocitos de

ratas neonatas a través de la fragmentacion de la red mitocondrial mediada por Drp-1”.

3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el rol de la dinamica mitocondrial en la disminucién de la respuesta a insulina

mediada por las ceramidas en cultivos primarios de cardiomiocitos de rata.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar el efecto de las ceramidas sobre la respuesta a insulina, la morfologia

mitocondrial y la translocacién de Drp-1 a la mitocondria.
e Determinar si existe prevenciéon del fenotipo de fragmentacion de la red mitocondrial
y la disminucién de la respuesta a insulina inducidos por ceramidas mediante la

expresion de un dominante negativo de Drp-1.

e Estudiar el papel de las ceramidas como mediadores de los efectos nocivos de

palmitato en cardiomiocitos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Reactivos

Los siguientes reactivos se adquirieron en Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
EEUU): medio Hank’s, medio DME, medio 199, pancreatina, gelatina, triton X-100, 5-
bromo-2"-deoxiuridina, carboxi-cianuro-3-clorofenilhidrazona  (CCCP), insulina,
palmitato. El cocktail inhibidor de proteasas cOmplete Mini (11 836 170 001) y el
cocktail inhibidor de fosfatasas PhosSTOP (04 906 837 001) se adquirieron en Roche
Applied Science (Penzberg, Alemania). La C,-ceramida (N-acetil-D-eritro-esfingosina;
110145), dihidro-C,-ceramida (N-acetil-D-eritro-esfingosina-dihidro; 219537), mdivi-1
(Mitochondrial division inhibitor, 475856) y los anticuerpos secundarios anti IgG de
conejo y ratén conjugados a peroxidasa se obtuvieron en Calbiochem (La Jolla, Ca,
EEUU). Fumonisina B1 (3103) se adquirié en Tocris Biosciences (Minneapolis, EEUU).
En BD Transduction Laboratories (San Jose, CA, EEUU) se adquiri6 el anticuerpo anti
Drp-1 (611112). El anticuerpo anti Fis-1 (ALX-210-907) se obtuvo de Alexis
Biochemicals (San Diego, CA, EEUU). En Cell Signalling (Danvers, MA, EEUU) se
obtuvieron los anticuerpos anti Akt fosforilada (Ser*”®; cat. 9271) y anti Akt (9272). El
anticuerpo anti ceramidas (ALX-804-196) se comprd en Enzo Life Sciences (NY,
EEUU). De Gibco BRL (Carlsbad, CA, EEUU) se obtuvieron: colagenasa tipo Il, suero
fetal bovino (FBS) y suero de ternera (FCS). Mitotracker Green-FM (M7514) y los
anticuerpos secundarios fluorescentes Alexas anti raton y conejo (A-11036, A-11034,
A-11031 y A-11029) se compraron en Molecular Probes-Invitrogen (Eugene, OR,
EEUU). El reactivo quimioluminiscente para Western Blot EZ-ECL (20-500-1000) se
adquirié en Biological Industries (Kibbutz Beit Haemek, Israel). El medio de montaje
para fluorescencia DAKO se comprdé en DAKO Corporation (Carpinteria, CA, EEUU).
La albumina de suero bovino (BSA) se adquiri6 en Winkler Ltda. (Santiago, Chile).
Todos los otros compuestos orgénicos e inorganicos, sales, acidos y solventes se

adquirieron en Merck (Darmstaddt, Alemania). Finalmente, el adenovirus Drp-1K38A
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fue facilitado por el Dr. Antonio Zorzano (Institute of Research in Biomedicine,
Barcelona Science Park, Universitat de Barcelona, Espafia).

5.2. Modelo experimental

Para la ejecucion de esta tesis se utilizo como modelo experimental cultivos
primarios de cardiomiocitos de ratas neonatas, los cuales se obtuvieron a partir de
ratas Sprague-Dawley de 2 a 3 dias de edad, provenientes del bioterio de la Facultad
de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile. Todos los animales
se trataron siguiendo las recomendaciones para el manejo y cuidado de animales de
experimentacion: Guide for The Use of Laboratory Animals (NIH, Publication No. 85-23,
revised 1996), siendo los protocolos experimentales ademas aprobados por el Comité
de Bioética de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de
Chile.

5.3. Cultivo primario de cardiomiocitos de ratas neonatas

Para el aislamiento y cultivo de los cardiomiocitos, los corazones de ratas neonatas
se removieron y lavaron en medio Hank’s estéril a 37 °C. Las auriculas se eliminaron y
los ventriculos se disgregaron mecanicamente para ser sometidos a digestiones
enzimaticas sucesivas con colagenasa tipo Il (0,02 gr/100 mL Hank’s) y pancreatina
(0,06 gr/100 mL Hank’s). Para obtener una fraccion enriquecida en cardiomiocitos se
aprovech¢ la adhesion diferencial a superficies plasticas que presentan los dos tipos
celulares presentes en el corazén (cardiomiocitos y fibroblastos). El producto de la
digestion enzimética se pre-plaqueé en placas de 100 mm durante 2 h a 37 °C en
medio DME:M199 (4:1) (Medio de mantencion, MM) 10% FBS. Al cabo de ese tiempo,
las células se recolectaron, se centrifugaron a 1.000 r.p.m. durante 5 min y se
resuspendieron en 20 mL de MM 5% FBS y 10% FCS. La concentracion celular se
determiné mediante microscopia, usando como colorante azul de tripéan, el cual permite

visualizar y contar las células vivas y muertas en una camara de Neubauer.

Conocida su concentracion, los cardiomiocitos se sembraron en MM 5% FBS-10%

FCS a distintas densidades, segun las necesidades experimentales, en presencia de 5-
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bromo-2"-deoxiuridina 100 uM, sobre placas de cultivo cubiertas previamente con una
monocapa de gelatina (2% p/v). Las células se mantuvieron en incubadores
termorregulados a 37°C, en una atmosfera humidificada con 5% de CO, y 95% aire.
Luego de aproximadamente 24 h las células se lavaron para retirar los residuos propios
del cultivo primario y se mantuvieron en MM 5% FBS al menos por 24 h antes de

exponerlos a cualquier estimulo.

5.4. Estimulo con C,-ceramida o palmitato

Las células, mantenidas en MM 5% FBS, se trataron con C,-ceramida 40 UM (o con
el analogo inactivo dihidro-C,-ceramida 40 uM) o con un conjugado de palmitato/BSA
500 uM durante 3 h. Para evaluar la respuesta a insulina, en los ultimos 15 min de
estimulo se adicion6 insulina 10 nM al medio de cultivo. Los inhibidores se agregaron
30 min antes y se mantuvieron a lo largo de los estimulos, a las concentraciones

indicadas para cada uno de ellos.

5.5. Transduccién adenoviral

Los cardiomiocitos se transducieron con el adenovirus recombinante que expresa
una proteina dominante negativo para Drp-1 (Drp-1K38A) a una multiplicidad de
infeccion (MOI) de 1.000 particulas virales por célula 48 h antes de recibir los
estimulos. Como control de infeccién se utiliz6 un adenovirus que codifica para la
enzima bacteriana 3-galactosidasa (LacZ) a los mismos tiempos y concentraciones que

el adenovirus Drp-1K38A.

5.6. Preparacién de extractos celulares totales

Los cardiomiocitos se sembraron en placas de 35 mm a una densidad de 1,5 x 10°
células/placa. Una vez finalizado el estimulo, las células se lavaron tres veces con
solucion de PBS fria y luego se lisaron con 80 pL de tampodn de lisis RIPA (Tris-HCI 10
mM pH 7,4; EDTA 5 mM; NaCl 50 mM; acido deoxicélico 1%; triton X-100 1% v/v)

suplementado con inhibidores comerciales de proteasas y fosfatasas (Roche). El
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homogenizado se transfirié a un tubo Eppendorf y se centrifugé a 12.000 r.p.m. durante
20 min a 4°C. El sobrenadante o extracto de proteinas se recuper6 en un tubo nuevo y
se determiné su concentracion por el método de Bradford (BioRad protein assay,
BioRad, Hercules, CA, EEUU). Finalmente el extracto se desnatur6 en tampdén SDS-
PAGE 4x, para ser almacenado posteriormente a —20°C.

5.7. Electroforesis en geles de poliacrilamiday electrotransferencia de proteinas

La separacion de las proteinas en base a su masa molecular se realizé mediante
electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida. En todos los casos, se cargaron
alrededor de 30 ug de extracto proteico total. El gel concentrador se prepar6 al 3% y el
separador al 10% de poliacrilamida. La electroforesis se realizé en tampén de
electroforesis (Tris 25 mM; glicina 192 mM; SDS 0,1%) a un voltaje constante de 80 V

durante 30 min y luego a 100 V hasta el final de la corrida electroforética.

Una vez realizada la electroforesis, las proteinas se electrotransfirieron a una
membrana de nitrocelulosa (BioRad, Hercules, CA, EEUU) de 0,45 um a amperaje
constante de 400 mA por 90 min en tampon de transferencia (Tris 25 mM; glicina 192
mM).

5.8. Western blot

Una vez realizada la electrotransferencia, las membranas se trataron con tampén de
bloqueo (TBS 1x; Tween-20 0,1%; leche descremada 5% p/v) durante 1 h a
temperatura ambiente y posteriormente se incubaron con el anticuerpo primario anti
Akt fosforilada a una dilucion de 1:500 en tampon de incubacion (TBS 1x; Tween-20
0,1 %; leche descremada 5% p/v) toda la noche a 4°C y con agitacion suave. Luego,
las membranas se lavaron durante 15 min en TBS 1x; Tween-20 al 0,1%, y se
incubaron durante 2 h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario anti-IgG
de conejo conjugado con peroxidasa de rabanito a una dilucion de 1:5.000 en tampdn
de incubacién. Para la deteccién, las membranas, previamente lavadas, se incubaron

durante 1 min en la solucion quimioluminiscente para Western blot EZ-ECL y se
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expusieron en una pelicula de fotografia Kodak-Biomax. Las peliculas se digitalizaron y
las imagenes se procesaron mediante el programa computacional USI Scan. Después
de realizar los ensayos de Western blot, las membranas de nitrocelulosa se incubaron
por 1 h en una soluciébn de rojo Ponceau (rojo Ponceau 2%, TCA 30%, &cido
sulfosalicilico 30%) para desprender los anticuerpos. Posteriormente, para corregir las
posibles diferencias en las cantidades de proteinas cargadas en el gel, se analizaron
los niveles de Akt total, mediante reacciones de inmunodeteccion iguales a las

descritas anteriormente.

5.9. Inmunofluorescencia indirecta

Los cardiomiocitos se sembraron en placas de cultivo de 12 pocillos a una densidad
de 0,25 x 10° células/pocillo, sobre cubreobjetos de vidrio de 18 mm de diametro
cubiertos de gelatina (2%). Luego del estimulo, las células se lavaron con PBS frio, se
fijaron con paraformaldehido al 4% en PBS por 20 min, se permeabilizaron con Tritén
X-100 al 0,1% en PBS por 10 min y se bloguearon con BSA al 1% en PBS (filtrado)
durante 1 h. Posteriormente, para determinar la distribucion subcelular de las proteinas
de fision mitocondrial y la morfologia de este organelo, las células se incubaron con los
anticuerpos anti-Drp-1 (diluciéon 1:500) y anti-Fis-1 (dilucion 1:1.000) en PBS-BSA 1%
durante toda la noche a 4°C. Se lavaron nuevamente con PBS y luego se incubaron
por 1 h a temperatura ambiente y protegidas de la luz con el anticuerpo secundario
Alexa 488 o 568, anti IgG de raton o anti IgG de conejo, segun corresponda (dilucién
1:500). Por otro lado, para determinar la produccién de ceramidas por palmitato las
células se incubaron con el anticuerpo primario anti-ceramidas (dilucion 1:100) en las

mismas condiciones mencionadas anteriormente.

Finalmente, las células se montaron en los portaobjetos respectivos, utilizando
DAKO como medio de montaje, el cual ademas retarda el decaimiento de la
fluorescencia. Posteriormente, las preparaciones se observaron en un microscopio
confocal Carl Zeiss Pascal 5 (Carl Zeiss Microsystems, Oberkoche, Alemania). El
andlisis de las imagenes se realizé utilizando el programa Image J (NIH, EEUU) como

se describe en detalle mas adelante.
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5.10. Visualizacion de la morfologia mitocondrial

Luego de finalizados los estimulos correspondientes, los cardiomiocitos se lavaron
tres veces con solucién tampén Krebs (NaCl 145 mM; KCI 5 mM; CacCl, 2,6 mM; MgCl,
1 mM; Hepes 10 mM; Glucosa 5,6 mM) y luego se incubaron por 25 min a 37°C con la
sonda Mitotracker Green-FM 400 nM preparada en la misma solucion, a partir de un
stock al 20% en DMSO. Luego de la incubacién, las células se lavaron nuevamente
con solucion Krebs y los cubreobjetos se montaron en una camara de perfusién de 1

mL de capacidad, con 500 L de solucion Krebs.

Posteriormente, utilizando un microscopio confocal invertido Carl Zeiss LSM-5,
Pascal 5 Axiovert equipado con una camara enfriada CCD y un sistema de adquisicién
de imagenes LSM, se observd la fluorescencia de la red mitocondrial mediante la
excitacion con laser de argén a una longitud de onda de 488 nm. Las imagenes de
fluorescencia se adquirieron como secuencias de profundidad en el eje Z cada 0,4 pm,
siendo cada secuencia de 10 imagenes. Se utilizo el lente objetivo de 63x el cual posee
una apertura numérica de 1,4. Las dimensiones de las imégenes fueron de 1024 x

1024 pixeles.

5.11. Analisis digital de imagenes

Una vez obtenidas las secuencias de imégenes con la sonda MTG éstas se
deconvolucionaron, mediante el software Image J, para eliminar la fluorescencia fuera
de foco, usando el modelo tedrico de algoritmo de deconvolucion Landweber y la PSF
(Point Spreaf Function) correspondiente a las condiciones experimentales. Al finalizar
la deconvolucion se cuantificd el nimero de particulas tefiidas con MTG (numero de
objetos), asi como su volumen promedio, utilizando el programa accesorio 3D Object

Counter para Image J.
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La cuantificacion digital de la colocalizacion de las iméagenes de
inmunofluorescencia indirecta se realizd, sobre las imagenes deconvolucionadas,
analizando los coeficientes de Manders para cada una de las sefales fluorescentes en
estudio y asociadas a dos canales diferentes en el microscopio confocal, para lo cual
se utilizd el programa accesorio Colocalization Finder para Image J. Para la semi-
cuantificaciéon de las ceramidas producidas por la adicion de palmitato a las células se
determiné la fluorescencia total relativizada por el area celular, mediante el programa

Image J.

5.12. Andlisis estadistico

Dependiendo del tipo de experimento, los resultados se muestran como figuras
representativas o como promedios *+ SEM de, al menos, tres experimentos
independientes. Los datos se analizaron por ANOVA y la prueba de Dunnet para
determinar la significancia estadistica de los resultados, o mediante el test t de Student

cuando corresponda, considerdndose como significativo un p<0,05.
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6. RESULTADOS

Para dar respuesta al primer objetivo especifico, se procedié a evaluar el efecto de
las ceramidas sobre la respuesta a insulina y la morfologia mitocondrial en cultivos

primarios de cardiomiocitos de rata.

6.1. Efecto de las ceramidas sobre la fosforilacion de Akt en respuesta a insulina

Se ha descrito ampliamente en la literatura que las ceramidas actGan como
mediadores de la resistencia a la insulina, principalmente en musculo esquelético,
afectando directamente la fosforilacion de la proteina kinasa Akt en respuesta a esta
hormona (Chavez & Summers 2012; Stratford et al. 2004). En este objetivo, se
evaluaron los efectos de las ceramidas sobre la via de sefializacion de la insulina,
particularmente a nivel de la fosforilacion de Akt, en nuestro modelo de cultivo primario
de cardiomiocitos. Para este fin, las células se estimularon con ceramidas de cadena
corta (C,-ceramida), capaces de atravesar la membrana plasmatica, a una
concentracion de 40 uM, de acuerdo a lo utilizado en la literatura, durante 3 h. Para
descartar el posible efecto detergente de las ceramidas sobre las membranas
biolégicas, se utiliz6 como control la dihidro-C,-ceramida (DH-C,-ceramida), un
precursor de las ceramidas con una estructura quimica muy similar, que no tiene
efectos bioldgicos por si misma (Bielawska et al. 1993). Para la evaluacion de la
respuesta a insulina, en los ultimos 15 min del estimulo con C,-ceramida se agregd un
pulso de insulina 10 nM, similar a la concentracion postprandial. Los niveles de Akt

473

fosforilada (p-Akt) en Ser”**y Akt total se determinaron mediante Western blot.

En la Figura 4A se observa una imagen representativa de los resultados obtenidos.
Ya a nivel basal hay un efecto importante de la C,-ceramida sobre la fosforilacion de
Akt, reduciéndola considerablemente. En la Figura 4B se presenta la cuantificacion de
este efecto. En respuesta al pulso de insulina se observa un aumento en los niveles de

p-Akt en la situacién control, sin embargo este aumento disminuye considerablemente
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cuando las células son pre-tratadas con C,-ceramida (Figura 4A), evidenciando una

desensibilizacion de la via de sefializacion de la insulina. La DH-C,-ceramida no tiene
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Figura 4. Efecto de la C,-ceramida sobre la fosforilaciéon de Akt en respuesta a
insulina.

(A) Extractos totales de proteinas de cardiomiocitos tratados con C,-ceramida 40 uM
durante 3 h, o con el andlogo inactivo DH-C,-ceramida en las mismas condiciones, y
luego sometidos a un pulso de insulina 10 nM de 15 min. Los niveles de Akt fosforilada
(p-Akt) en Ser*”y de Akt total se determinaron mediante Western blot. Se observa una
imagen representativa y la cuantificacion de la relacion p-Akt/Akt en estado basal y en
respuesta a insulina para cada condicion. (B) Cuantificacion de la relacion p-Akt/Akt en
estado basal para cada condicion. (C) Veces de incremento de la fosforilacion de Akt
en respuesta a insulina con respecto al estado basal para cada condicion. C,: C,-
ceramida; DH-C,: Dihidro-C,-ceramida; S: Serina. **p<0,01 vs control; *** p<0,001 vs
control; ® p<0,05 vs Insulina; N=5.

un efecto apreciable en la fosforilacién de Akt, ya sea a nivel basal o en respuesta a la
insulina (Figuras 4A-B).

El hecho de que las ceramidas disminuyan la fosforilacion basal de Akt puede
inducir a pensar que la respuesta a insulina, entendiéndose como el incremento de la
fosforilacion de Akt por insulina con respecto a la situacion basal, no se vea alterada, y

que el efecto observado se deba a una reduccion en el tono general de Akt. Debido a
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esto se cuantifico la relacion entre la fosforilacion de Akt al estimular con insulina
versus la fosforilacion basal para cada condicion (Figura 4C). Al tratar las células con
C,-ceramida no se observan diferencias en la respuesta a insulina, sin embargo, es
probable que los efectos finales de la insulina (aumento en la captacion de glucosa,

consumo de oxigeno, etc.) se vean afectados por el pre-tratamiento con ceramidas.

6.2. Efecto de las ceramidas sobre la dindmica mitocondrial

Previamente, nuestro laboratorio mostr6 que las ceramidas fragmentan la red
mitocondrial en cardiomiocitos como un proceso previo a la muerte celular (Parra et al.
2008). La segunda parte de este objetivo busca determinar si las ceramidas también
favorecen la fisibn mitocondrial en las condiciones en las que se observa una
disminucion de la fosforilacion de Akt. Con este fin se trataron los cardiomiocitos con
C,-ceramida 40 uM por 3 h o con DH-C,-ceramida en las mismas condiciones, luego
las células se tifleron con la sonda vital Mitotracker Green y se realizaron

reconstrucciones 3D de las imagenes obtenidas mediante microscopia confocal.

La Figura 5A muestra una imagen representativa de la morfologia mitocondrial
observada para cada condiciéon, donde se puede apreciar la marcada fragmentacion de
la red mitocondrial producida por la C,-ceramida, mientras que las células tratadas con
DH-C,-ceramida presentan una morfologia similar al control. Conjuntamente, se
determin6é el porcentaje de células que presentan este fenotipo de fragmentacion,
alcanzando cerca de un 80% en las células tratadas con C,-ceramida versus un 15%
en los controles (Figura 5B). Para obtener una perspectiva mas objetiva de este
fenotipo, se cuantific6 este efecto mediante el software Image J, obteniendo los
parametros de numero de mitocondrias por célula y volumen mitocondrial promedio. De
esta forma, se determin6 que el tratamiento con C,-ceramida aumenta
significativamente el nUmero de particulas mitocondriales por célula (Figura 5C) junto
con una disminucion en el volumen promedio de estas particulas (Figura 5D), lo que
en conjunto evidencia un predominio del proceso de fisibn mitocondrial. En esta
cuantificacion, también se puede observar que el tratamiento con DH-C,-ceramida no

produce cambios significativos con respecto al control.
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Figura 5. Efecto de la C,-ceramida sobre la morfologia mitocondrial.

(A) Reconstruccion tridimensional de la red mitocondrial de cardiomiocitos tratados con
C,-ceramida 40 puM durante 3 h, o con el analogo inactivo DH-C,-ceramida en las
mismas condiciones. Las imagenes se obtuvieron mediante microscopia confocal luego
de tefiir las células con la sonda vital Mitotracker Green. (B) Cuantificacion del
porcentaje de células que presentan una red mitocondrial fragmentada. (C)
Cuantificacién del nimero de particulas mitocondriales por célula. (D) Cuantificacion
del volumen mitocondrial promedio para cada condicion. C,: C,-ceramida; DH-C,:
Dihidro-C,-ceramida. *p<0,05 vs control; ***p<0,001 vs control; N=3 (excepto B con
N=5).
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El fenotipo de fragmentacion de la red mitocondrial causado por el tratamiento con
ceramidas puede deberse tanto a una disminucién del proceso de fusibn como a un
aumento en el proceso de fisiébn. Debido a que el proceso de fisibn mitocondrial esta
determinado principalmente por la translocacion de Drp-1 desde el citosol hacia la
mitocondria, se evalué mediante inmunocitoquimica la colocalizacion entre Drp-1 vy
Fis-1, como marcador mitocondrial, como una estrategia para cuantificar este proceso
de translocacion. Los estudios de colocalizacion mostraron que existe un aumento en
el coeficiente de Manders para la proteina Drp-1 luego del tratamiento con C,-ceramida
40 uM por 3 h, indicando un aumento en el reclutamiento de este factor de fisién a la
mitocondria (Figura 6). Asimismo, se establecié que s6lo aumenta la colocalizacion de
Drp-1 con Fis-1 y no al revés (Figura 6B), lo cual coincide con los resultados obtenidos

previamente en nuestro laboratorio.

A pesar de haber mostrado el efecto de las ceramidas en la morfologia de la red
mitocondrial y el reclutamiento de Drp-1, alun queda pendiente determinar el
mecanismo por el cual aumenta la translocaciéon de Drp-1. Posiblemente este
mecanismo podria involucrar la accion de Ca**/Calcineurina. En trabajos anteriores de
nuestro laboratorio se observé que la C,-ceramida causaba incrementos de Ca** en los
cardiomiocitos. Estos movimientos de Ca®* podrian activar a la fosfatasa Calcineurina,
la cual se sabe que desfosforila a Drp-1, aumentando su translocacion a la mitocondria.

" mediante

A este respecto, se tratd de evaluar la fosforilacion de Drp-1 en Ser®®
Western blot, sin embargo, no se obtuvieron resultados concluyentes, debido al bajo
nivel basal de Drp-1 fosforilada y la mala calidad del anticuerpo disponible (datos no

mostrados).

Con los resultados obtenidos hasta el momento podemos demostrar que el
tratamiento con C,-ceramida 40 uM por 3 h causa una disminucion en la fosforilacion
de la kinasa Akt, tanto a nivel basal como en respuesta a insulina, en cultivos primarios
de cardiomiocitos. Asimismo, este tratamiento causa la fragmentacion de la red
mitocondrial en cardiomiocitos, en conjunto con un aumento en la translocacion de la

proteina de fisién Drp-1.
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Figura 6. Efecto de la C,-ceramida sobre la translocacion de Drp-1 a la
mitocondria.

(A) Inmunofluorescencia indirecta para Drp-1 y Fis-1, como marcador mitocondrial, en
cardiomiocitos tratados con C,-ceramida 40 uM durante 3 h. (B) Cuantificacién de los
coeficientes de Manders para Drp-1 sobre Fis-1 y viceversa. *p<0,05 vs control; N=5.

Para estudiar la relacién entre ambos efectos causados por el tratamiento con C,-
ceramida, la fragmentacion de la red mitocondrial y la disminucion de la fosforilacién de
Akt, se procedi6 a investigar el efecto de este esfongolipido sobre la fosforilacion de
Akt basal y estimulada por insulina en cardiomiocitos previamente transducidos con un
vector adenoviral para la sobreexpresion de un dominante negativo de Drp-1, con el

cual se espera prevenir el fenotipo de fragmentacién de la red mitocondrial.
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6.3. Prevencién de la fragmentacion de la morfologia mitocondrial por ceramidas

mediante la sobreexpresion de Drp-1K38A

Con el fin de recuperar una morfologia mitocondrial similar a la normal en las células
tratadas con C,-ceramida, los cardiomiocitos se transducieron con vectores
adenovirales que codificaban para la mutante Drp-1K38A o para LacZ como control de
transduccién. La mutante Drp-1K38A presenta defectos a nivel de la actividad GTPasa
y actia como dominante negativo, ya que en los oligbmeros activos de Drp-1, la
hidrélisis de GTP funciona de manera cooperativa (Yoon et al. 2001; Ingerman et al.
2005). Con este dominante negativo se pretende desplazar el equilibrio de la dinamica
mitocondrial hacia el proceso de fusién, con el objetivo de prevenir el aumento en la

fision de la red mitocondrial inducido por el tratamiento con C,-ceramida.

La Figura 7A muestra una imagen representativa de la morfologia mitocondrial
observada en cada condicion. En las Figuras 7B-C se muestra la cuantificacion de la
morfologia mitocondrial medida como numero de objetos y su volumen promedio,
respectivamente. La transduccién adenoviral por si sola (LacZ) muestra una leve
tendencia a causar fragmentacion de la red mitocondrial, evidenciado por un aumento
en el numero de particulas mitocondriales y una disminucién en su volumen, sin
embargo estos cambios no son significativos con respecto al control. Por su parte, la
expresion de Drp-1K38A por si sola produce un marcado fenotipo de fusiéon de la red
mitocondrial, comprobado por una disminucién significativa del nimero de mitocondrias

por célula junto con un aumento en el volumen mitocondrial promedio.

Al igual que lo observado en la Figura 5, la C,-ceramida produce un marcado
fenotipo de fragmentacion de la red mitocondrial, lo cual no es afectado por la
transduccién con el adenovirus control. Sin embargo, la expresion de Drp-1K38A
previene considerablemente el aumento de la fisibn mitocondrial, observandose un

fenotipo similar al de las células control.

Con este procedimiento se pretende prevenir el efecto de las ceramidas sobre la

dinamica mitocondrial con el fin de determinar si este proceso es un evento requerido
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Figura 7. Prevencion de la fragmentaciéon de la red mitocondrial mediante la
sobreexpresién de Drp-1K38A.

(A) Reconstruccion tridimensional de la red mitocondrial de cardiomiocitos transducidos
con un vector adenoviral para la sobreexpresiéon de Drp-1K38A o LacZ como control de
transduccion, y luego tratados con C,-ceramida 40 uM durante 3 h. Las imagenes se
obtuvieron mediante microscopia confocal luego de tefiir las células con la sonda vital
Mitotracker Green. (B) Cuantificacién del numero de particulas mitocondriales por
célula para cada condicién. (C) Cuantificacién del volumen mitocondrial promedio para
cada condicion. **p<0,01 vs control; ®p<0,05 vs C,-ceramida; **p<0,01 vs C,-ceramida;
*%n<0,001 vs C,-ceramida; N=7.

en la desensibilizacion de la via de sefializacion de la insulina en respuesta a estos
lipidos.

6.4. Rescate de la fosforilacion de Akt en respuesta a insulina mediante la

sobreexpresion de Drp-1K38A

A continuacion, se determinoé si el rescate de la morfologia mitocondrial previene la

disminucion de la fosforilacion de Akt al tratar los cardiomiocitos con C,-ceramida. La
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Figura 8 muestra una imagen representativa de los Western blot obtenidos, con su
respectiva cuantificacion. Tanto los controles sin transducir como las células
transducidas con el adenovirus control (LacZ) muestran la misma tendencia que la
observada en la Figura 4: la insulina aumenta la fosforilacién de Akt, mientras que la
C,-ceramida disminuye tanto la fosforilacion basal de Akt como la inducida por insulina
(Figura 8A). En los cardiomiocitos que sobreexpresan Drp-1K38A, en primer lugar se
observa una tendencia al aumento de la fosforilacion en respuesta a insulina; en
segundo lugar podemos apreciar que al tratar estas células con C,-ceramida no se
rescata la fosforilacion basal de Akt, sin embargo, la fosforilacion en respuesta a
insulina aumenta considerablemente con respecto a las células no transducidas
tratadas con C,-ceramida (Figura 8B). Este experimento aun no ha podido ser
completado debido a la necesidad de re-amplificar el adenovirus para la
sobreexpresion de Drp-1K38A. Hasta el momento sélo podemos hablar de tendencias
dado que aun no se cuenta con las repeticiones suficientes como para obtener

diferencias estadisticamente significativas.

Debido a las dificultades para completar los ensayos con la sobreexpresion del
dominante negativo de Drp-1, se decidié abordar el objetivo especifico 2 utilizando en
lugar del dominante negativo, un inhibidor quimico de Drp-1, conocido como mdivi-1
(Mitochondrial division inhibitor), que sali6 recientemente al mercado y que actlda
inhibiendo la actividad GTPasa de este factor de fision mitocondrial (Cassidy-Stone et
al. 2008).

6.5. Prevencion de la fragmentacién de la morfologia mitocondrial mediante el

uso de un inhibidor quimico de Drp-1

Como alternativa al uso del dominante negativo de la proteina Drp-1, se estudi6 la
prevencion de la fragmentacion de la red mitocondrial frente al estimulo con C,-
ceramida utilizando un inhibidor quimico de Drp-1, conocido como mdivi-1. El inhibidor
se agreg0 a una concentracion de 50 puM, 30 min antes del estimulo con C,-ceramida,
manteniéndose en el medio de cultivo durante todo el estimulo. La Figura 9A muestra

imagenes representativas de la morfologia mitocondrial observada en cada condicion.
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En las Figuras 9B-C se muestra la cuantificacion de la morfologia mitocondrial medida
como numero de objetos por célula y volumen promedio de los objetos,
respectivamente. El uso de mdivi-1 por si solo muestra una tendencia visual a
aumentar la conectividad de la red mitocondrial, sin embargo no se observan
diferencias en la cuantificacion de los parametros estadisticos con respecto al control.
Al igual que lo observado en los experimentos anteriores, la C,-ceramida produce un
marcado fenotipo de fragmentacion de la red mitocondrial, el cual es prevenido en gran

medida por la pre-incubacién con mdivi-1, de acuerdo a las Figuras 9A-C.
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Figura 8. Rescate de la fosforilaciéon de Akt en respuesta a insulina mediante la
sobreexpresion de Drp-1K38A.

(A) Extractos totales de proteinas de cardiomiocitos transducidos con un vector
adenoviral que sobreexpresa LacZ como control de transduccion, luego tratados con
C,-ceramida 40 pM durante 3 h y finalmente sometidos a un pulso de insulina 10 nM de
15 min. Los niveles de Akt fosforilada (p-Akt) en Ser*”®y de Akt total se determinaron
mediante Western blot. Se observa una imagen representativa y la cuantificacion de la
relacion p-Akt/Akt en estado basal y en respuesta a insulina para cada condicion. (B)
Resultados obtenidos para los extractos totales de proteinas de cardiomiocitos
transducidos con el vector adenoviral que sobreexpresa Drp-1K38A vy tratados en las
mismas condiciones anteriores. Se observa una imagen representativa y la
cuantificacion de la relacién p-Akt/Akt en estado basal y en respuesta a insulina para
cada condicion. S: Serina. *p<0,05 vs control; **p<0,01 vs control; N=5.
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De esta forma podemos demostrar, que al igual que lo que se observa con la
sobreexpresion de Drp-1K38A, el uso de mdivi-1 previene la fisibn de la red

mitocondrial al estimular los cardiomiocitos con C,-ceramida.
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Figura 9. Prevencion de la fragmentacion de la morfologia mitocondrial mediante
el uso de un inhibidor quimico de Drp-1.

(A) Reconstruccion tridimensional de la red mitocondrial de cardiomiocitos pre-tratados
con mdivi-1 50 uM durante 30 min y luego estimulados con C,-ceramida 40 uM durante
3 h. Las imagenes se obtuvieron mediante microscopia confocal luego de tefiir las
células con la sonda vital Mitotracker Green. (B) Cuantificacion del namero de
particulas mitocondriales por célula para cada condicién. (C) Cuantificacion del
volumen mitocondrial promedio para cada condicion. C,: C,-ceramida. *p<0,05 vs
control; ®p<0,01 vs C,-ceramida; N=6.

6.6. Rescate de la fosforilacién de Akt en respuesta a insulina mediante el uso de
un inhibidor quimico de Drp-1

A continuacion, se determiné si la prevencion de la fision mitocondrial mediante el

uso de mdivi-1, es capaz de rescatar la fosforilacion de Akt al tratar los cardiomiocitos
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con C,-ceramida, de forma similar a lo ocurrido al sobreexpresar Drp-1K38A. La Figura
10 muestra los resultados obtenidos mediante Western blot, con su respectiva
cuantificacién. En los cardiomiocitos pre-tratados con mdivi-1, se observa en primer
lugar una tendencia al aumento de la fosforilacion en respuesta a insulina. Por otro
lado se puede apreciar que al tratar estas células con C,-ceramida no se rescata la
fosforilacion basal de Akt, sin embargo, la fosforilaciébn en respuesta a insulina aumenta
significativamente con respecto a las células tratadas con C,-ceramida y luego

estimuladas con insulina.
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Figura 10. Rescate de la fosforilacion de Akt en respuesta a insulina mediante el
uso de un inhibidor quimico de Drp-1.

Extractos totales de proteinas de cardiomiocitos pre-tratados con mdivi-1 50 uM
durante 30 min, luego estimulados con C,-ceramida 40 pM durante 3 h y finalmente
sometidos a un pulso de insulina 10 nM de 15 min. Los niveles de Akt fosforilada (p-
Akt) en Ser*”®y de Akt total se determinaron mediante Western blot. Se observa una
imagen representativa y la cuantificacion de la relacion p-Akt/Akt en estado basal y en
respuesta a insulina para cada condicion. S: Serina. *p<0,05 vs control; ***p<0,001 vs
control; ®p<0,05 vs C,-ceramida + Insulina; N=5.
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Este resultado confirma los datos obtenidos al sobreexpresar el dominante negativo
de Drp-1 y propone un nuevo mecanismo mediante el cual la desensibilizacién de la
via de sefalizacion de la insulina causada por las ceramidas requiere que se produzca
fragmentacion de la red mitocondrial, estableciendo una conexion hasta entonces
desconocida entre la fosforilacién de Akt en respuesta a insulina y la integridad de la

red mitocondrial.

6.7. Evaluacién de la produccion de ceramidas por palmitato

En la tesis doctoral de Jovan Kuzmicic, actualmente en curso en nuestro laboratorio,
se estudian los efectos de palmitato sobre la funcion y dindmica mitocondrial en
cardiomiocitos. Los resultados muestran que el tratamiento de los cardiomiocitos con
palmitato 500 pM durante 3 h fragmenta la red mitocondrial, aumentando la
translocacion de Drp-1 hacia la mitocondria (Kuzmicic 2011). Segun los antecedentes
planteados anteriormente, la principal via de sintesis de ceramidas, la via de novo,
depende de la disponibilidad de palmitato como sustrato de la etapa limitante. Este
antecedente, junto con los resultados obtenidos en este trabajo y en la tesis de Jovan
Kuzmicic, nos induce a pensar que las ceramidas pueden estar actuando como

mediadores de los efectos observados al tratar los cardiomiocitos con palmitato.

Para investigar esta posibilidad se evalu6 en primer lugar si los niveles de
ceramidas aumentan al estimular los cardiomiocitos con palmitato. Con este fin, las
células se trataron con palmitato 500 pM durante 3 h y luego se observé mediante
inmunofluorescencia indirecta la cantidad relativa de ceramidas intracelulares utilizando

un anticuerpo anti-ceramidas.

En la Figura 11A se puede observar una imagen representativa de la fluorescencia
relativa y la localizacion de las ceramidas intracelulares. Se puede apreciar claramente
el aumento en la fluorescencia al tratar las células con palmitato, lo cual indica un nivel

mayor de ceramidas. Ademas se puede notar que las ceramidas parecen localizarse
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Figura 11. Evaluacién de la produccion de ceramidas por palmitato.
Inmunofluorescencia indirecta para ceramidas en cardiomiocitos tratados con palmitato
500 uM durante 3 h. Se observa una imagen representativa y la cuantificaciéon de la
fluorescencia relativa para cada condicién. *p<0,05 vs control; N=7.

en estructuras de endomembranas. En la Figura 11B se muestra la cuantificacion de la

fluorescencia relativa para cada condicion.

6.8. Evaluacién del rol de las ceramidas como mediadores de la fragmentacion de
la red mitocondrial inducida por palmitato

Para evaluar si la fragmentacion de la red mitocondrial inducida por palmitato esta
mediada, en parte, por la produccion de ceramidas, los cardiomiocitos fueron pre-
incubados durante 30 min con fumonisina B1, un inhibidor de la enzima ceramida
sintasa, que participa en la sintesis de ceramidas a partir de palmitato. Luego de la pre-
incubacién las células se trataron con palmitato 500 uM durante 3 h y se analiz6 la

morfologia de la red mitocondrial mediante microscopia confocal. En la Figura 12A se
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Figura 12. Evaluacién del rol de las ceramidas como mediadores de la
fragmentacién de la red mitocondrial inducida por palmitato.

(A) Reconstruccion tridimensional de la red mitocondrial de cardiomiocitos pre-tratados
con fumonisina B1 50 nM durante 30 min y luego estimulados con palmitato 500 uM
durante 3 h. Las imagenes se obtuvieron mediante microscopia confocal luego de tefir
las células con la sonda vital Mitotracker Green. (B) Cuantificacion del porcentaje de
células que presentan una red mitocondrial fragmentada. (C) Cuantificacién del nUmero
de particulas mitocondriales por célula. (D) Cuantificacion del volumen mitocondrial
promedio para cada condicién. Palm: Palmitato; Fumo: Fumonisina B1. *p<0,05 vs
control; ***p<0,001 vs control; ?p<0,05 vs Palmitato; ***p<0,001 vs Palmitato; N=5.

muestran las imagenes obtenidas, donde se puede apreciar la fragmentacion de la red
mitocondrial al tratar los cardiomiocitos con palmitato y como este efecto se previene al
pre-incubar las células con fumonisina B1. El porcentaje de células que presentan un
fenotipo de fision mitocondrial se reduce de un 75,46% en las células estimuladas con
palmitato, a un 43,16% al pre-tratar las células con fumonisina B1 (Figura 12B).

Ademas, en las células donde se previene el efecto del palmitato sobre la dindmica
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mitocondrial, se observa una recuperacion del niumero de mitocondrias por célula y del

volumen mitocondrial promedio al compararlas con las células control (Figuras 12C-D).

6.9. Evaluacion del rol de las ceramidas como mediadores de la translocacion de

Drp-1 a la mitocondria inducida por palmitato

Para determinar si la fragmentacibn de la red mitocondrial causada por el
tratamiento con palmitato se debe a una mayor translocacién de Drp-1 a la mitocondria
y si este efecto se altera al pre-tratar las células con fumonisina B1l, se evalud
mediante inmunofluorescencia indirecta la colocalizacion entre Drp-1 y Fis-1, utilizado
como marcador mitocondrial. Los estudios de colocalizacibn muestran que existe un
aumento en el coeficiente de Manders para la proteina Drp-1 luego del tratamiento con
palmitato 500 uM por 3 h, indicando un aumento en el reclutamiento de este factor de
fision a la mitocondria (Figura 13). Asimismo, el tratamiento con fumonisina B1 por si
solo también aumenta el coeficiente de Manders para Drp-1 y al pre-incubar los
cardiomiocitos con fumonisina B1 y luego realizar el estimulo con palmitato, no se
observan cambios significativos en la colocalizacion entre Drp-1 y Fis-1 con respecto al
palmitato (Figura 13B).
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Figura 13. Evaluacién del rol de las ceramidas como mediadores de la
translocacion de Drp-1 a la mitocondria inducida por palmitato.

(A) Inmunofluorescencia indirecta para Drp-1 y Fis-1, como marcador mitocondrial, en
cardiomiocitos pre-tratados con fumonisina B1 50 nM durante 30 min y luego
estimulados con palmitato 500 uM durante 3 h. (B) Cuantificacién de los coeficientes
de Manders para Drp-1 sobre Fis-1 y viceversa. *p<0,05 vs control; N=3.
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7. DISCUSION

Las mitocondrias son organelos esenciales para la mantencion de la homeostasis
celular. Ademas de proveer de energia a la célula a través de la fosforilacion oxidativa,
las mitocondrias son el centro de diversas reacciones fundamentales del metabolismo,
participan en la homeostasis del calcio celular y cumplen un rol fundamental en el
envejecimiento y muerte celular (Szewczyk & Wojtczak 2002). El corazoén, al ser un
6rgano gque necesita mantener una actividad permanente de contraccién y relajacion,
requiere de un suministro constante y abundante de energia, la cual proviene en su
mayor parte de la oxidacion mitocondrial de acidos grasos y carbohidratos (Lopaschuk
et al. 2007). Es por esto que cualquier alteracion de la funcion mitocondrial en los
cardiomiocitos, unidad funcional del corazén, conducira a fallas en la funcién de este

6rgano.

Diversos estudios han relacionado la disfuncion mitocondrial con patologias
metabdlicas como la resistencia a la insulina y la diabetes (Kim et al. 2008; Brands et
al. 2012; Szendroedi et al. 2012). En biopsias musculares de pacientes insulino-
resistentes se ha observado un menor nimero, tamafio y densidad de mitocondrias y
una menor capacidad funcional de la cadena transportadora de electrones (Morino et
al. 2005; Ritov et al. 2005; Kelley et al. 2002). A pesar de haberse observado el
menor de tamafio de las mitocondrias en pacientes insulino-resistentes y de conocerse
la importancia de la morfologia en la funcién mitocondrial, es poco lo que se ha
especulado con respecto a alteraciones en la dinamica mitocondrial en esta condicién
(Zorzano et al. 2009a; Zorzano et al. 2009b). El primer estudio que ha explorado esta
posibilidad mostré que en biopsias musculares de pacientes obesos y diabéticos existe
una menor expresion de Mfn-2, lo cual podria explicar la disminucién en el tamafio y
funcionalidad de las mitocondrias (Bach et al. 2005). Un trabajo reciente muestra por
primera vez que la fisibn mitocondrial contribuye a la insulino resistencia en un modelo

de musculo esquelético, apoyando asi nuestra hipétesis (Jheng et al. 2012).
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7.1. Ceramidas y fosforilacion de Akt

Las ceramidas han sido descritas como moduladores fundamentales en procesos de
estrés celular. Ademas, diversos estudios han propuesto a las ceramidas como
mediadores de la resistencia a la insulina (Chavez & Summers 2012). Se sabe que las
ceramidas pueden disminuir directamente la fosforilacion de Akt, uno de los
moduladores centrales de la accion de esta hormona, a través de la activacion de la
fosfatasa PP2A o de la kinasa PKC( (Stratford et al. 2004), sin embargo este efecto
no ha sido evaluado en el corazén. En el presente trabajo se investigb por primera vez
en cardiomiocitos el efecto de las ceramidas sobre la fosforilacion de Akt. Nuestros
resultados demuestran que la C,-ceramida disminuye fuertemente la fosforilacién de
Akt en Ser*®, tanto basalmente como en respuesta a la insulina (Figura 4). Ademéas
podemos deducir que esta disminucién de p-Akt al estimular con insulina se debe
principalmente a una disminucién en el tono general de fosforilacién de esta proteina,
ya que la relacién entre la fosforilacion en respuesta a insulina y la basal no cambia

entre las condiciones estudiadas (Figura 4C).

Con este ensayo hemos demostrado que se reproducen los efectos ya descritos de
las ceramidas sobre la fosforilacién de Akt en nuestro modelo de cardiomiocitos. Sin
embargo, aun queda por determinar si este efecto se produce rio arriba de la via de
sefalizacién de la insulina o si el defecto se encuentra directamente a nivel de la
proteina Akt. En este Ultimo caso, habria que demostrar cual(es) de los mecanismo(s)
descritos para las ceramidas esta ocurriendo en nuestro modelo, o si existe un
mecanismo aun no descrito para la disminucién de la fosforilacion de Akt. Igualmente,
seria conveniente verificar que esta disminucién en la activacion de Akt tiene realmente
un efecto funcional, por ejemplo en el aumento en la captacion de glucosa o el

consumo de oxigeno inducidos por insulina.

7.2. Ceramidas y fision mitocondrial

Se ha descrito que las ceramidas inducen disfuncion mitocondrial inhibiendo el

complejo Il de la cadena transportadora de electrones y aumentando la produccion de
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especies reactivas del oxigeno (Summers 2006). Sin embargo, el Unico trabajo que
describe efectos de las ceramidas a nivel de la dinAmica mitocondrial fue realizado en
nuestro laboratorio y demuestra que la C,-ceramida induce fision de la red mitocondrial
en cardiomiocitos como un paso previo a la muerte celular provocada por estimulos a
tiempos prolongados (Parra et al. 2008). En esta tesis quisimos comprobar si la C,-
ceramida también causa fisibn mitocondrial en las mismas condiciones en las que
vemos efectos en la fosforilacion de Akt (C,-ceramida 40 uM por 3 horas). Pudimos
verificar que este tratamiento tiene un profundo efecto sobre la morfologia mitocondrial,
pasando de una red altamente conectada en las células control a una red totalmente
disgregada y con mitocondrias muy pequefas en los cardiomiocitos tratados con C,-
ceramida (Figura 5). Para dar mayor objetividad a nuestros resultados consideramos
como criterio cuantitativo de fisibn mitocondrial el aumento en el nimero de particulas
mitocondriales por célula de forma concomitante con una disminucién en su volumen
promedio al hacer la reconstruccion en tres dimensiones de las imagenes adquiridas

mediante microscopia confocal (Figura 5C-D).

La fragmentacion de la red mitocondrial observada con el tratamiento con C,-
ceramida implica un desbalance en la dinAmica mitocondrial que puede deberse a un
aumento en el proceso de fisibn mitocondrial y/o a una disminucion en el proceso de
fusion. En resultados no mostrados en este trabajo se midieron los niveles de la
proteina de fusibn Opa-1 sin observar cambios al tratar los cardiomiocitos con C,-
ceramida 40 uM durante 3 h. A pesar de que no se evaluaron los niveles de otras
proteinas de la dinamica mitocondrial, los resultados de inmunofluorescencia sugieren
gue el fenotipo observado se debe principalmente a un aumento en la fisibn mas que a
una disminucién en la fusion mitocondrial, ya que observamos una mayor translocacion
de la proteina de fision Drp-1 hacia este organelo en las células tratadas con C,-

ceramida (Figura 6).

El proceso de fision mitocondrial depende tanto de la translocacion de Drp-1 hacia
este organelo (Smirnova et al. 2001) como de su actividad GTPasa (Zhu et al. 2004).
Ambos procesos son regulados principalmente por modificaciones post-traduccionales

de Drp-1. En este trabajo se muestra que existe una mayor presencia de Drp-1
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asociado a la mitocondria pero no se pudo establecer el mecanismo por el cual las
ceramidas inducen este proceso. Probablemente este mecanismo involucra cambios
en el estado de fosforilacion de Drp-1. La principal fosforilacion descrita para esta
proteina es en el residuo Ser®’ mediado por la kinasa PKA (Cribbs & Strack 2007;
Cereghetti et al. 2008; Chang & Blackstone 2007). Esta fosforilacion tiene un efecto
inhibitorio sobre la actividad de Drp-1 ya que impide las interacciones intramoleculares
entre los dominios GED y GTPasa de esta proteina, disminuyendo asi su actividad de
hidrolisis de GTP (Chang & Blackstone 2007). Esta fosforilacion es revertida por la
fosfatasa dependiente de calcio Calcineurina, lo cual favorece el proceso de fision
mitocondrial (Cribbs & Strack 2007; Cereghetti et al. 2008).

Trabajos previos realizados en nuestro laboratorio muestran que la C,-ceramida
induce aumentos en los niveles de calcio intracelular en los cardiomiocitos (datos no
mostrados). Estas evidencias llevan a proponer que la C,-ceramida podria activar a la
fosfatasa Calcineurina, induciendo la desfosforilacion de Drp-1 y favoreciendo su
translocacion a la mitocondria y su actividad GTPasa. En este trabajo se intentd

evaluar la fosforilacion de Drp-1 en Ser®’

mediante Western blot en respuesta al
tratamiento con C,-ceramida, sin embargo, debido a problemas de tipo practico no se

pudieron obtener resultados concluyentes.

7.3. Efectos de lainhibicién de Drp-1 sobre la morfologia mitocondrial

Debido a la observacion de que las ceramidas aumentan la translocacion de Drp-1
hacia la mitocondria, propusimos como estrategia experimental el uso de un dominante
negativo de esta proteina para prevenir el fenotipo de fragmentacion de la red
mitocondrial causada por estos esfingolipidos. El adenovirus utilizado como control
(LacZ) causa por si solo un ligero efecto de fragmentacion mitocondrial, aunque no
significativo con respecto al control, y no tiene mayor efecto sobre la fisibn mitocondrial
inducida por la C,-ceramida. Por otra parte, el adenovirus que sobreexpresa Drp-
1K38A por si solo tiene un efecto muy marcado sobre la morfologia de la red
mitocondrial, observandose la aparicion de mitocondrias de gran tamafo (Figura 7A).

En cambio, el uso de mdivi-1, el cual inhibe la actividad GTPasa de Drp-1 (Cassidy-
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Stone et al. 2008), no tiene mayores consecuencias sobre la morfologia mitocondrial
por si mismo. Aunque se observa una red mitocondrial con mayor conectividad que en
las células control, con el uso de mdivi-1, no existe el aumento considerable del

volumen mitocondrial comparado con la sobreexpresion de Drp-1K38A (Figura 9A).

Tanto Drp-1K38A como mdivi-1 tienen un efecto inhibitorio sobre la actividad
GTPasa de Drp-1 (Yoon et al. 2001; Cassidy-Stone et al. 2008), por lo tanto las
diferencias en la morfologia mitocondrial basal observadas con el uso de ambas
herramientas tal vez pueda explicarse por el alcance de su efecto. El adenovirus que
expresa el dominante negativo de Drp-1 genera un fuerte aumento en los niveles de la
proteina en comparacién con los niveles enddgenos, en cambio mdivi-1, que se agrega
al medio de cultivo, debe ingresar a la célula y actuar sobre la proteina enddégena para

ejercer su efecto.

Sin embargo, a pesar de las diferencias observadas en el estado basal de la
morfologia mitocondrial, tanto la sobreexpresion del dominante negativo de Drp-1 como
el uso del inhibidor quimico previnieron de forma eficiente la fragmentacion de la red
mitocondrial causada por el tratamiento con C,-ceramida. En ambos casos, esta
prevenciébn se manifiesta como una recuperacion en el numero de particulas
mitocondriales por célula y en su volumen promedio, con respecto a los controles
(Figuras 7y 9).

7.4. Efectos de lainhibiciéon de Drp-1 sobre la fosforilacion de Akt

A pesar de que se conoce que las ceramidas tienen un efecto inhibitorio directo
sobre la fosforilacién de Akt (Chavez & Summers 2012), nuestra hipoétesis planteaba
gue la alteracion de la morfologia mitocondrial también estaria jugando un rol en este
efecto. Para demostrarlo se utilizd una estrategia experimental en la cual se mantiene
una morfologia mitocondrial normal en presencia de C,-ceramida mediante el
dominante negativo de Drp-1 o un inhibidor quimico de esta proteina. En ambos casos
se observo un rescate de la fosforilacion de Akt en respuesta a insulina (Figuras 8 y

10). La observacidon mas interesante de estos experimentos es que soélo existe un
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rescate de la fosforilacion en respuesta a insulina, mientras que la fosforilacién basal

sigue manteniéndose por debajo del control en las células tratadas con C,-ceramida.

Recientemente, un trabajo realizado en cultivos primarios de cardiomiocitos de rata
y en animales completos mostré que la insulina es capaz de inducir la translocacion y
activacion de Akt hacia la mitocondria en el corazon y que este efecto se ve reducido
en animales insulino-resistentes (Yang et al. 2009). La translocacion de Akt hacia la
mitocondria podria explicar los efectos que tiene la insulina sobre el metabolismo
mitocondrial, como el aumento en el potencial de membrana mitocondrial, la sintesis de
ATP y el consumo de oxigeno que se ha observado en trabajos previos en nuestro
laboratorio (Parra 2011).

En el presente trabajo sélo se evalu6 la fosforilacion de Akt en extractos de
proteinas totales, por lo tanto se desconoce si hay cambios en su localizacion
intracelular. Sin embargo, al observar nuestros resultados, podemos especular que el
rescate de la fosforilacion de Akt que se observa al prevenir la fision mitocondrial
inducida por ceramidas puede deberse a una mayor localizacién intra-mitocondrial de
esta kinasa. Es decir, podemos sugerir que la mantencién de la conectividad de la red
mitocondrial es necesaria para la translocacion de Akt inducida por insulina. En este
escenario, el uso de Drp-1K38A o mdivi-1 estarian rescatando la fosforilacion de Akt
estimulada por insulina, favoreciendo la mantencién de un subconjunto de Akt

mitocondrial.

Los mecanismos propuestos mediante los cuales las ceramidas disminuyen la
fosforilacion de Akt, ya sea la activacion de la fosfatasa PP2A o de la kinasa PKCC,
actan a nivel citosolico. Esto podria explicar la raz6n de que no exista rescate de la
fosforilacion basal de Akt al prevenir la fision mitocondrial inducida por C,-ceramida, ya
gque estos mecanismos permanecen activos sin importar el estado de la red
mitocondrial. En cambio, al estimular con insulina se induce la translocacion de Akt
hacia la mitocondria, la cual se veria favorecida por la mantencién de una red
mitocondrial conectada. Este subconjunto de Akt mitocondrial quedaria asi protegido

de los efectos inhibitorios de las ceramidas sobre su activacion.
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Sin embargo, se requiere realizar mas experimentos para determinar si el rescate de
la fosforilacion de Akt en respuesta a insulina también tiene un efecto de rescate sobre

los efectos clasicos de la insulina en el metabolismo celular.

7.5. Palmitato y produccion de ceramidas

La acumulacion ectépica de lipidos, especialmente de acidos grasos saturados, y la
lipotoxicidad han sido propuestas como factores centrales de la resistencia a la insulina
y el sindrome metabdlico (Mittra et al. 2008; Unger et al. 2010). Se ha observado que
existe una correlacion inversa entre la sensibilidad sistémica a la insulina y el contenido
lipidico intramiocelular (Pan et al. 1997). En los dltimos afios se han descrito diversos
mecanismos mediante los cuales el exceso de lipidos puede alterar el metabolismo
celular y causar resistencia a la insulina (Samuel et al. 2010; Chavez & Summers
2010). Uno de los mecanismos propuestos involucra la sintesis de ceramidas como
mediadores de los efectos toxicos de los acidos grasos (Chavez et al. 2003; Chavez &
Summers 2010; Holland et al. 2007b; Chavez & Summers 2012). Como se
menciond anteriormente, la principal via de sintesis enddgena de ceramidas depende

del suministro de palmitato como sustrato (Summers 2006).

En nuestro laboratorio se ha observado previamente que el palmitato induce
fragmentacion de la red mitocondrial y aumenta la translocacion de Drp-1 hacia la
mitocondria en cardiomiocitos (Kuzmicic 2011), al igual que lo que sucede con la C,-
ceramida en este trabajo. Debido a esto, el tercer objetivo de esta tesis fue evaluar si la
generacion de ceramidas participa en la fisibn mitocondrial inducida por palmitato en

este modelo.

En primer lugar se evalué si el palmitato aumentaba los niveles de ceramidas en los
cardiomiocitos. Para realizar este ensayo, la Unica herramienta de la que disponemos
actualmente es la inmunocitoquimica utilizando un anticuerpo anti-ceramidas. Este
ensayo se realiz6 solamente de forma exploratoria, ya que al ser éste un anticuerpo

dirigido contra lipidos puede no ser tan especifico como en el caso de las proteinas.
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Ademas, las ceramidas tienen un metabolismo muy complejo y forman parte de una
gran familia de derivados con caracteristicas moleculares similares. Nuestros
resultados muestran que el estimulo con palmitato efectivamente aumenta la
fluorescencia relativa en los cardiomiocitos, lo cual nos indica un aumento en los
niveles de ceramidas y/o de sus derivados (Figura 11). Sin embargo, con este ensayo
no podemos establecer cudl es la composicion de los derivados de esfingolipidos
generados. A pesar de las limitaciones de esta aproximacion, podemos observar que
las ceramidas producidas por el tratamiento con palmitato se localizan en estructuras
definidas dentro de los cardiomiocitos. Aunque no se realizaron estudios al respecto,
las estructuras observadas posiblemente corresponden en su mayor parte al reticulo
endoplasmico, ya que éste es el principal sitio de sintesis de novo de ceramidas y
desde este organelo son transportados los productos hacia otras estructuras
intracelulares (Hanada et al. 2007).

7.6. Palmitato y fisi6n mitocondrial

Al evaluar el efecto del palmitato sobre la morfologia mitocondrial de los
cardiomiocitos podemos determinar que, al igual que lo que sucede con la C,-
ceramida, existe una marcada fragmentaciéon de la red mitocondrial (Figura 12). Sin
embargo, a diferencia de lo que ocurre con las ceramidas, el fenotipo observado es
distinto. Al tratar los cardiomiocitos con palmitato se observa la aparicion de
mitocondrias aisladas y de un tamafo relativamente grande en la zona perinuclear,
manteniéndose la conectividad de la red mitocondrial en la periferia celular. Por otro
lado, al estimular con C,-ceramida se puede apreciar que las mitocondrias son de un
tamafio muy pequefo y se encuentran aisladas unas de otras de forma pareja en toda

la extension de la célula (Figura 4).

7.7. Papel de las ceramidas en la fisi6bn mitocondrial inducida por palmitato

Para evaluar si la sintesis de novo de ceramidas cumple algun rol en la fisién
mitocondrial inducida por palmitato en los cardiomiocitos, utilizamos fumonisina B1, la

cual inhibe la reaccion catalizada por la enzima ceramida sintasa, en una de las ultimas
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etapas de esta via de sintesis de ceramidas. El uso de este inhibidor previene en gran
medida la fragmentacion de la red mitocondrial inducida por palmitato, de lo cual
podemos deducir que las ceramidas efectivamente estarian actuando como

mediadores de este efecto en los cardiomiocitos (Figura 12).

Las diferencias observadas en la morfologia mitocondrial al tratar los cardiomiocitos
con palmitato o con C,-ceramida pueden tener su explicacion en la forma en la que se
generarian las ceramidas en ambos casos. Al estimular las células con palmitato, las
ceramidas se generarian de forma enddgena en estructuras subcelulares
determinadas, principalmente en el reticulo endoplasmico, desde donde pueden ser
transportadas hacia la mitocondria o actuar indirectamente sobre la dinamica
mitocondrial desde su lugar de sintesis (Hanada et al. 2007). También se ha descrito
que en la mitocondria existe la maquinaria necesaria para la sintesis de novo de
ceramidas (Bionda et al. 2004; Summers 2006), por lo que estos esfingolipidos
podrian estar generandose directamente en este organelo a partir de palmitato. Por lo
tanto, el patron de fisibn mitocondrial localizado generado por el tratamiento con
palmitato podria deberse a la sintesis localizada de las ceramidas. En cambio, la C,-
ceramida puede ingresar a la célula y localizarse de forma mas generalizada en
distintas estructuras subcelulares membranosas, lo que podria explicar el patron de

fisibn mitocondrial generalizado que observamos en este trabajo.

Por otra parte, al evaluar la translocacion de Drp-1 hacia la mitocondria en células
pre-tratadas con fumonisina B1, no observamos mayores diferencias con respecto al
estimulo con palmitato. Como se mencioné anteriormente, el proceso de fisién
mitocondrial requiere tanto de la translocacion de Drp-1 como de la actividad GTPasa
de esta proteina. Este resultado podria explicarse por cambios en la actividad de Drp-1
méas que en su localizacion, ya que, al pre-incubar con fumonisina B1 antes del
estimulo con palmitato, existe translocacion hacia la mitocondria aunque se previene la
fisibn mitocondrial. Sin embargo se requiere de mas evidencias para demostrar esta

teoria.
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Por otro lado, los cardiomiocitos que solo fueron tratados con fumonisina Bl
también presentan un aumento en la colocalizacion de Drp-1 con la mitocondria. Este
inhibidor de la sintesis de novo de ceramidas actia en una de las Ultimas etapas de
esta via y también afecta la via de rescate de las ceramidas, por lo que podria estar
causando la acumulacion de intermediarios del metabolismo de los esfingolipidos que
pueden tener por si mismos un efecto biolégico. Esto tal vez podria explicar por qué
observamos un aumento en la translocacion de Drp-1 sélo en presencia de este
inhibidor. Debido a este efecto, lo mas apropiado seria repetir estos ensayos con
inhibidores que actien en las primeras etapas de la via de sintesis de ceramidas a
partir de palmitato, como la miriocina o la cicloserina que inhiben la reaccién de la
enzima SPT que es especifica de esta ruta de sintesis de ceramidas y no debieran

tener mayores efectos por si mismas.

7.8. Perspectivas

Este es el primer trabajo que muestra la relacion existente entre la desensibilizacién
de la via de sefializacion de la insulina inducida por ceramidas y la dinamica
mitocondrial. Los datos presentados en esta tesis abren una nueva linea de
investigacion sobre la regulacion de la transduccion de sefiales y la estabilidad de la
red mitocondrial. Nuevos experimentos podrian ayudar a resolver algunas de las
preguntas que se desprenden de este trabajo. AlUn queda por resolver qué
consecuencias tienen en nuestro modelo las ceramidas sobre la disminucion de los
efectos metabdlicos de la insulina y si éstos, al igual que la fosforilacion de Akt, pueden
ser rescatados al prevenir la fragmentacion de la red mitocondrial. También falta por
dilucidar si el balance de la dinamica mitocondrial tiene realmente algin efecto sobre la
localizacioén intracelular de Akt y si esto contribuye a su activacion. Ademas, a pesar de
gue se ha observado la localizacion mitocondrial de Akt en respuesta a insulina, aun no
se han descrito todos los blancos directos de esta kinasa al interior de la mitocondria, y

como esta regulacion puede afectar el metabolismo y funcién mitocondrial.

Finalmente, este trabajo proporciona evidencias de como el exceso de lipidos y la

produccion de metabolitos nocivos como las ceramidas podrian generar dafio en el
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tejido cardiaco. El corazén, debido a su alto requerimiento energético, tiene una fuerte
dependencia de la funciébn mitocondrial. Las ceramidas, al inducir disfuncién y fision
mitocondrial, ademas de la resistencia a la hormona insulina, pueden tener un efecto
negativo sobre la funcién cardiaca y podrian estar actuando como mediadores
lipotdxicos en patologias como la cardiomiopatia diabética. Ya que las enfermedades
cardiovasculares son la principal causa de muerte entre los pacientes diabéticos, es de
gran relevancia la investigacién en torno a los mecanismos que generan el dafio en

este tejido y la busqueda de nuevos blancos terapéuticos para el tratamiento de estas

patologias.
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Figura 14. Modelo final.
Las ceramidas favorecen el proceso de fision mitocondrial en los cardiomiocitos,

aumentando la translocacion de Drp-1 hacia este organelo. La fragmentacion de la red
mitocondrial inducida por las ceramidas es necesaria para la desensibilizacion de la via
de sefializacién de la insulina a nivel de Akt. Por otra parte, la fision mitocondrial
inducida por palmitato en nuestro modelo, depende, en parte, de la generacion
endogena de ceramidas. IRS-1, sustrato del receptor de insulina 1; PI-3K,
fosfatidilinositol-3 kinasa; PIP3, fosfatidilinositoltrifosfato; Akt, proteina kinasa B.
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8. CONCLUSIONES

1. La estimulacién aguda con C,-ceramida disminuyo6 la fosforilacion de Akt en Ser*’®
tanto a nivel basal como en repuesta a insulina en cultivos de cardiomiocitos de rata,
demostrando asi, por primera vez, el efecto de desensibilizacién de esta via mediado

por ceramidas en este modelo.

2. La exposicién aguda de los cardiomiocitos a C,-ceramida caus6 fragmentacion de la
red mitocondrial y aumentoé la translocacion de la proteina de fision mitocondrial Drp-1
hacia este organelo, sefialando asi que existen alteraciones en la dinamica
mitocondrial en las mismas condiciones en las cuales se observa la desensibilizacion

de la via de sefializacion de insulina en este modelo.

3. La inhibicion de Drp-1, ya sea mediante la sobreexpresion de un dominante negativo
o un inhibidor quimico, previno la fragmentacion de la red mitocondrial inducida por C,-
ceramida en cardiomiocitos, demostrando que es posible mantener una morfologia

mitocondrial intacta incluso en presencia de ceramidas.

4. La prevencién de la fision mitocondrial mediante la inhibicibn de Drp-1 en
cardiomiocitos tratados con C,-ceramida, rescata la fosforilacién de Akt en respuesta a
insulina, no asi la fosforilacién basal. Esto demuestra que la fragmentacion de la red
mitocondrial inducida por ceramidas en nuestro modelo es necesaria para la

disminucion de la activacion de Akt.

5. La inhibicién de la sintesis de novo de ceramidas en cardiomiocitos estimulados
agudamente con palmitato previene la fragmentacion de la red mitocondrial, no asi la
translocacion de Drp-1 hacia la mitocondria. Esto nos indica que la fragmentacion de la
red mitocondrial inducida por palmitato requiere, en parte, de la produccion endégena
de ceramidas. Ademas, podemos deducir de nuestros resultados que la translocacién
de Drp-1 hacia la mitocondria no siempre es acompafiada de un aumento en el
proceso de fisibn mitocondrial, ya que es necesario considerar ademas su actividad

GTPasa.
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