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Resumen

Rol de alfa-sinucleina en la funcién y dinamica mitocondrial en modelos

experimentales de la Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson es una patologia neurodegenerativa que
afecta al 1% de la poblacibn mayor de 60 afos. Se caracteriza por déficits
motores, temblor en reposo y una pérdida selectiva de las neuronas
dopaminérgicas de la Substantia Nigra Pars Compacta. Otro rasgo tipico es la
aparicion de agregados proteicos conocidos como cuerpos de Lewy cuyo principal
componente es una pequefia proteina, a-sinucleina. Esta proteina se une a las
membranas lipidicas y en su conformacion de a-hélice podria modular la fusion de
las vesiculas sinapticas con las membranas pre-sinapticas e influiria en la
liberacion de neurotransmisores. En condiciones patologicas, a-sinucleina seria
capaz de unirse a las mitocondrias y se ha propuesto que esta unidén provocaria
disfuncién mitocondrial y estrés oxidativo que colaborarian en el desarrollo de la
enfermedad. La hipotesis de este trabajo propone que AS se incorpora a la
mitocondria y se distribuye en sus distintos compartimientos. En esas
localizaciones, esta proteina generaria disfunciéon mitocondrial incidiendo
negativamente sobre distintos parametros metabdlicos, sobre la dinamica
mitocondrial y la autofagia.

En el presente trabajo se estudio la localizacion especifica de a-sinucleina
en mitocondrias aisladas de cerebro de rata. Se emplearon técnicas de
microscopia de fluorescencia, microscopia electrénica de transmision,
Transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET), fraccionamientos
celulares y mitocondriales, western blots y distintos ensayos bioquimicos. Los
resultados obtenidos en mitocondrias aisladas mostraron que AS 1uM se asocia a
la mitocondria, mayoritariamente en la membrana externa y AS 10uM y 50 uM se
encuentra principalmente internalizada. La microscopia electronica confirmé la
localizacion de a-sinucleina en el interior de la mitocondria y también en la
periferia. Mediante un experimento de FRET se demostré un posible rol para el
transportador de membrana externa TOM en la incorporacion de AS. El analisis de

la funcionalidad mitocondrial revelé que a-sinucleina altera el consumo de Oo, el




Resumen

potencial de membrana, la produccidon de ATP y aumenta la generacion de
especies reactivas de oxigeno.

Por otra parte, se utilizaron células SH-SY5Y transfectadas con a-sinucleina
para estudiar el efecto sobre la viabilidad celular, la produccién de ATP, la
generacion de especies reactivas de oxigeno, la dinamica mitocondrial y la
autofagia. Los resultados revelaron una disminucion significativa de la viabilidad,
en paralelo a una disminucion en la produccién de ATP y generacion aumentada
de especies reactivas. Ademas, a-sinucleina indujo disipacion del potencial de
membrana mitocondrial, desbalance de los procesos de fision-fusion vy
desencadenamiento de la autofagia y mitofagia. Estos ultimos procesos actuarian
como un mecanismo de rescate celular disminuyendo la muerte y eliminando la
mitocondrias dafadas.

Este trabajo agrega evidencia novedosa al conocimiento de la localizacion
de a-sinucleina en los distintos compartimientos mitocondriales, sus efectos sobre
la funcionalidad mitocondrial y la relevancia de la disfunciéon de la organela en el
destino celular. De este modo representan una contribucion a la comprensién de

los procesos que llevan a la patogénesis de la Enfermedad de Parkinson.

PALABRAS CLAVE: a-SINUCLEINA, ENFERMEDAD DE PARKINSON,
MITOCONDRIA, DINAMICA MITOCONDRIAL, AUTOFAGIA.
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Abstract

Role of alpha-synuclein in function and mitochondrial dynamics in

experimental models of Parkinson's Disease

Parkinson disease is a neurodegenerative pathology of the central nervous
system affecting 1% of the population over 60 years old. This disease is
characterized by motor deficiency, rest tremor, and the selective loss of
dopaminergic neurons of the Substantia Nigra Pars Compacta. Another typical
feature is the occurrence of protein aggregates known as Lewy’s bodies. The main
component of Lewy’s bodies is a small protein named a-synuclein. This protein
binds to lipidic membranes. The a-helix conformation could regulate the fusion
between synaptic vesicles and pre-synaptic membranes modulating the
neurotransmitter release. In pathological conditions, a-synuclein is associated to
mitochondria. This interaction would trigger mitochondrial impairment and reactive
oxygen species generation both events involved in the development of Parkinson's
disease. This study hypothesizes that a-synuclein could be incorporated into
the mitochondria and distribute in their different compartments. In these
locations, this protein would be able to impair the mitochondrial function
implying processes such as metabolic imbalance, mitochondrial dynamics
and autophagy.

The present work studies the specific location of a-synuclein in isolated rat
brain- mitochondria. Techniques of fluorescence microscopy, transmission electron
microscopy, Forster Resonance Energy Transfer (FRET), cellular and
mitochondrial fractionation, western blots and several biochemical assays were
used. Results showed that a-synuclein 1uM was associated to mitochondria mainly
on the outer membrane while a-synuclein 10uM and 50uM were internalized.
Electron microscopy supported a-synuclein location inside the mitochondrion and
also in the periphery. A possible role for the transporter outer membrane (TOM) in
the incorporation of a-synuclein to mitochondria was suggested by FRET assay.

The analysis of mitochondrial functionality revealed that a-synuclein alters O
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consumption, mitochondrial membrane potential and ATP production. In addition,
an increase in the reactive oxygen species generation was observed.

On the other hand, employing a cellular experimental model (SH-SYS5Y cells
transfected with a-synuclein) we demonstrated that this protein diminished cell
viability and reduced ATP production with a concomitant increase in reactive
oxygen species generation. In addition, a-synuclein was able to trigger
mitochondrial membrane dissipation, imbalance in fission-fusion processes,
autophagy and mitophagy. Both autophagy and mitophagy could act as rescue
cellular mechanisms by decreasing cell death and damaged mitochondria. Taken
together, these results add new evidence to the knowledge of mitochondrial
specific a-synuclein location, the effects of this protein on the mitochondrial
functionality and the relevance of this organelle dysfunction on cell viability.
Thereby, these studies represent a contribution to understand the processes

leading to development of Parkinson Disease.

KEY WORDS: a-SYNUCLEIN, PARKINSON DISEASE, MITOCHONDRIA,
MITOCHONDRIAL DYNAMICS, AUTOPHAGY.
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1. Enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas constituyen un grupo de desoérdenes
del sistema nervioso, multifactoriales y debilitantes que afectan a
aproximadamente 30 millones de individuos en el mundo. Entre ellas, la
Enfermedad de Alzheimer (EA), la Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA), la
Enfermedad de Huntington (EH) y la Enfermedad de Parkinson (EP), son la
consecuencia del mal plegamiento y trafico incorrecto de proteinas.
Adicionalmente, la disfuncion mitocondrial, el estrés oxidativo y/o los factores
asociados a la edad han sido implicados en la neurodegeneracion (Sheikh et al.,
2012 & Brettschneider et al., 2015). Luego de afos de intensos estudios se ha
logrado reunir considerable evidencia que demuestra un rol importante de estos
factores en la etiologia de estas enfermedades. A pesar del considerable esfuerzo
enfocado en definir los mecanismos moleculares intervinientes en la
neurodegeneraciéon, muchos aspectos aun no se han esclarecido. Los
neurocientificos estan ahora explotando los datos obtenidos de los estudios de
estos mecanismos basicos que se encuentran fuera de control. Descifrar estas
novedosas evidencias representa un desafio para la identificacion de farmacos y
biomarcadores para el diagnostico temprano y tratamiento de estas

enfermedades.

1.1 Enfermedad de Parkinson

La EP fue descripta y documentada por primera vez en 1817 por el
neuropsiquiatra britanico Dr. James Parkinson (1755-1824) en su ensayo
denominado: An Essay on the Shaking Palsy. El trabajo describe la historia
médica de seis individuos que sufrian los sintomas de la enfermedad que hoy lleva
su nombre. Los casos observados correspondieron a pacientes entre 50 y 72
afos, con profesiones diversas, que presentaban diferentes grados de avance de
la enfermedad. Esto permitié entender el progreso de la misma a lo largo del

tiempo de seguimiento. La descripcion incluyd un registro que llevaban los
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pacientes acerca de sus actividades diarias y de los sintomas que habian
percibido desde el comienzo de la manifestacion de la enfermedad. En todos los
casos observo patrones del movimiento que comenzaban con temblores en las
manos, brazos y movimientos involuntarios de la cabeza. Durante el curso de la
enfermedad se dificultaba el habla y se afectaba la postura, provocando lentitud en
el andar, inclinacion del tronco hacia adelante y una gran debilidad general.

El Dr. Parkinson concluye que es una enfermedad de larga duracion,
progresiva, con sintomas caracteristicos que marcan su comienzo y que derivan
en los estadios avanzados de esta enfermedad como la demencia, la fragilidad y
la pérdida de independencia debida a los movimientos involuntarios severos.
Establece que, para el diagndstico correcto, se requiere un seguimiento continuo
del mismo caso y una correcta historia de los sintomas.

Con respecto a la etiologia de la enfermedad, el trabajo describe que se
produce por “...defectos en la médula espinal, contenida en el canal formado por
la vértebra cervical superior y extendiéndose, en funcién del progreso de la
enfermedad a la médula oblonga. Sin embargo, los estadios correspondientes al
progreso de la enfermedad y su origen en la propia médula estan sujetos a dudas
y conjeturas...” A pesar de no poder aseverar la naturaleza de la enfermedad,
concluye que esto no significa no poder encontrar la cura o al menos descubrir
farmacos que detengan su progreso. Propuso entonces dividir la enfermedad en
diferentes estadios, donde la aparicion de temblores en reposo de las
extremidades superiores, seria la etapa inicial en la que un farmaco tendria mas
exito. En los casos avanzados, esperaba que al menos, pudiese detener el avance
hacia la imposibilidad fisica y mental completa del paciente (Parkinson, 2002).

Actualmente sabemos que se trata de una patologia neurodegenerativa
comun que afecta aproximadamente al 1% de la poblacién mayor de 60 afios (su
prevalencia es de 120 en 100.000 individuos en los paises industrializados). Es un
desorden del movimiento provocado por un desequilibrio en la liberacién de los
neurotransmisores en los ganglios basales. Se caracteriza por déficits motores y
temblor en reposo, manifestandose de la misma forma en los casos esporadicos y

familiares (Defebvre, 2010). Uno de los desafios en el diagndstico de la EP
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continla siendo la capacidad de reconocer los sintomas que manifiestan los
pacientes y que suelen ser insidiosos en las etapas tempranas. En 2006 se
propuso una regla nemotécnica que engloba rasgos comunes asociados a la EP y
que ayuda al diagnéstico (Frank et al., 2006). La regla TRAP, por sus siglas en
inglés, incluye: T (tremor), los rasgos asociados al temblor en reposo, mayormente
distal y asimétrico. Este sintoma esta presente entre el 70% y 100% de los casos
de EP. R (rigidity), la rigidez se observa en > 90% de los pacientes y se evidencia
en la lentitud de los movimientos asociada a la presencia de temblores y a un
aumento del tono general del cuerpo. A (akinesia) o ausencia de movimiento, esta
sefal ocurre en > 80% de los pacientes con EP y suele estar asociada a fragilidad
que se diagnostica en base a cinco caracteristicas fisicas que incluyen: la pérdida
de la fuerza de prension, una disminucion de la velocidad al caminar, cansancio,
cambios en el gasto calérico semanal y pérdida de peso (Ahmed et al., 2008). P
(postural instability), la inestabilidad de la postura no es una rasgo comun de las
etapas tempranas de la enfermedad y se utiliza como diagndéstico especifico.

La Substantia Nigra (SN) es un nucleo bilateral ubicado en el mesencéfalo.
Recibe su nombre por el gran contenido de neuromelanina de las neuronas que
alli radican. Este nucleo comprende dos zonas: una dorsal de células grandes y
medianas, ricas en dopamina (pars compacta) y otra ventral con sus neuronas
mas separadas y abundantes (pars reticulata).En la EP se produce una pérdida
selectiva de las neuronas dopaminérgicas de l|la Substantia Nigra Pars
Compacta (SNPC). En esta zona se origina la via dopaminérgica que va a inervar
el cuerpo estriado. La pars reticulata origina vias eferentes gabaérgicas que

inervan el talamo, el globo palido y estructuras del tallo cerebral (Figura 1).
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Figura 1: Esquema de la localizacién de la SNPC en el mesencéfalo y las vias neuronales
relacionadas. A. Seccion del cerebro donde las lineas negras sefalan la zona del mesencéfalo
donde se localiza la SNPC. Se muestra también una ampliaciéon de esta estructura. Las neuronas
dopaminérgicas se concentran principalmente en la zona pigmentada de la SNPC (recuadro). La
flecha sefiala un esquema que representa las neuronas dopaminérgicas. B. Vias neuronales
gabaérgicas y dopaminérgicas relacionadas con la zona reticulada y compacta de la Susbstantia
Nigra. Las flechas sefialan la pars reticulata y la pars compacta. Adaptado de Lépori, 2005.

En las neuronas dopaminérgicas de cerebros afectados por EP se observa
la aparicion de ensamblados filamentosos de proteinas de diferente naturaleza
conocidos como cuerpos de Lewy (CLs) y neuritas de Lewy (NLs). Ambas
inclusiones son relevantes en el desarrollo de la EP y la Demencia de Cuerpos de
Lewy (DCL). Se ha identificado un numero importante de proteinas que conforman
los CLs y las NLs que incluyen neurofilamentos y ubiquitina (Spillantini et al.,
1998).
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Los CLs pueden apreciarse como inclusiones citoplasmaticas eosindfilas en
preparados coloreados con hematoxilina-eosina de muestras de la SNPC de

pacientes post-mortem con EP (Figura 2) (Schulz-Schaeffer, 2010).

A Normal Parkinson’s

-

¢ Lewy body|

Figura 2: SNPC y EP. A. Apariencia de la SNPC en un corte fresco de mesencéfalo control y con
EP. En el cerebro normal, la SNPC esta pigmentada. En EP idiopatica se observa una clara
despigmentacion debido a la degeneracion y pérdida de neuronas dopaminérgicas. B. Preparado
histoloégico de una seccion de un cerebro sano (izquierda) y de un cerebro con EP (derecha). Se
puede ver claramente la disminucion del nimero de los cuerpos neuronales en el cerebro
patolégico comparado con el sano. El recuadro sefiala un cuerpo neuronal. C. Ampliacion del soma
de la neurona dopaminérgica sefialada en B. Los cuerpos celulares de estas neuronas
sobrevivientes contienen inclusiones citoplasmaticas correspondientes a los CLs (asterisco). Son
marcadamente eosindfilos debido al alto contenido proteico caracteristico de estos cuerpos
(Adaptado de Frank et al., 2006).

El principal componente de los CLs es una pequefia proteina, a-sinucleina
(AS), cuyo rol en el desarrollo de la EP ha sido extensamente estudiado en los
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ultimos afios. Su presencia se puede observar en cortes histoldgicos de cerebros
de pacientes con EP y DCL (Figura 3) (Auluck et al., 2010).
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Figura 3: AS es el principal componente de los CLs y NLs encontrados en cerebros de
pacientes que padecen EP y DCL. (a) Tincién con hematoxilina-eosina-luxol fast blue de una
seccion de SNPC de un paciente con EP. Las tres flechas negras indican la presencia en el
citoplasma de CLs en una neurona dopaminérgica (cuerpos circulares intracelulares eosindfilos).

(b,c) Histoquimica para AS sobre una seccién de amigdala de un paciente con DCL. Se observan
numerosos CLs corticales (b, flechas) y NLs (c, flechas) (Adaptado de Auluck et al., 2010).

1.2 a-sinucleina

En 1988, Maroteaux et al., clonaron AS por primera vez utilizando tejido
neuronal de la raya eléctrica del Pacifico (Torpedo californica). Su nombre deriva
de su localizacién en las terminales pre-sinapticas y membranas nucleares
(SYNapse + NUCLEus, synuclein, en inglés) (Maroteaux et al., 1988). Esta
codificada por el gen SNCA localizado en el brazo largo del cromosoma 4 en
humanos (4921.3-q22).

AS pertenece a una familia de proteinas integrada por AS, B-sinucleina o
fosfoneuroproteina, Y-sinucleina o persina y sinoretnina. Esa ultima posee la
secuencia mas divergente con respecto a AS (Auluck et al., 2010). Solamente AS
y B-sinucleina se expresan en cerebros de mamiferos. Estas proteinas son
pequenas, solubles, estan altamente expresadas en los tejidos nerviosos y no

poseen una estructura secundaria y/o terciaria definida en condiciones fisiologicas.
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En particular, AS es una proteina de 140 aminoacidos con un peso
molecular de 14.460 Da y un punto isoeléctrico tedrico de 4,67 que resulta en una
carga neta negativa a pH neutro (Uversky et al., 2002). Su secuencia de
aminoacidos esta dividida en 3 regiones (Figura 4):

1.- El dominio N-terminal: comprende los residuos aminoacidicos de 1 a
60. Las tres mutaciones encontradas en la EP familiar estan localizadas en esta
region, en las posiciones A30P, E46K y A53T. Este dominio se caracteriza por
presentar aproximadamente 7 repeticiones imperfectas de 11 aminoacidos con un
motivo hexamérico altamente conservado que consiste en la secuencia KTKEGV.
En su interaccién con lipidos, este dominio adopta una estructura anfipatica de a-
hélice.

2.- El dominio central: es altamente hidrofébico y se cree que es la region
que explica la propension de AS a formar agregados. Incluye el componente no
amiloide (non-AB) de la enfermedad de Alzheimer conocido como NAC (non
amyloid component), y abarca los residuos 61 a 95. Este dominio contiene dos
motivos KTKEGV adicionales.

3.- El dominio C—terminal: contiene una gran proporcién de residuos
acidos, prolina y tres residuos conservados de tirosina, que son caracteristicos de
a y B-sinucleina. La presencia de aminoacidos cargados negativamente y de
prolinas, sugiere que esta region tiene tendencia a mantener una conformacion
desordenada y es la zona de la proteina mas susceptible de sufrir cambios post-

traduccionales (Uversky et al., 2002).
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I (9-19) I (20-30) 1L (31-41) v (42-52)
1 MDVFMKGLSK AKEGVVAAAE KTKQGVAEAA GKTKEGVLYV GSKTKEGVVH

N-Terminal

\ (57-67) \4 (68-78) Vil (79-89)
51 GVATVAEKTK EQVTNVGGAV VTGVTAVAQK TVEGAGSIAA ATGFVKKDQL

NAC C-Terminal
101 GKNEEGAPQE GILEDMPVDP DNEAYEMPSE EGYQDYEPEA

C-Terminal

Figura 4: Detalle de las regiones de la secuencia de aminoacidos de la AS humana. Se
indican en numeros romanos 7 repeticiones imperfectas de 11 aminoacidos que presentan la
secuencia consenso KTKEGYV resaltada en amarillo y verde. El componente no amiloide (NAC) se
muestra en celeste y comprende los residuos de E61 hasta V95. Las tres mutaciones puntuales
relacionadas con el desarrollo temprano de EP familiar se marcan con letras rojas (Adapatado de
Uversky et al.,2012).

AS es fundamentalmente una proteina neuronal y se expresa en varias
areas del cerebro, principalmente en la SNPC, donde se la encuentra en las
regiones presinapticas, unida a vesiculas, en el citosol y en el nucleo. En base a
su localizacion in vivo se le han atribuido diferentes roles.

Evidencia sustancial sugiere que AS interactua directamente con lipidos de
membrana tanto en condiciones fisiolégicas como patolégicas. En presencia de
vesiculas compuestas por fosfolipidos acidos, esta proteina adopta una estructura
secundaria de a-hélice. En la interaccion con las membranas los aminoacidos del
extremo N-terminal se disponen de tal manera de exhibir una distribucidon
diferencial de aminoacidos polares y no polares formando una cara hidrofilica y
una cara hidrofébica de forma similar a las apolipoproteinas y otras proteinas
unidas a lipidos (Figura 5). Sélo 102 residuos del N-terminal participarian en la

unién con lipidos. Los residuos negativos del C-terminal permanecerian
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desordenados y actuarian como andamiaje para el reclutamiento de mas AS a

membranas (Auluck et al., 2010).

dominio polar

dominio

hidrofébico

Figura 5: Modelo de unién de AS a membranas. Vista axial de los aminoacidos de AS cuando se
disponen en a-hélice e interactian con lipidos. Los residuos polares (S, E y K) se ubican hacia el
entorno hidrofilico del citosol, mientras que los residuos hidrofoébicos se insertan entre las cadenas
acilo de los fosfolipidos. Los aminoacidos cargados positivamente (lisina, K) separan los dominios
polares e hidrofébicos e interactian directamente con la superficie aniénica de la bicapa de
fosfolipidos (Adaptado de Auluck et al., 2010).

Si bien AS es también una proteina citosdlica su funcion en solucion no
seria altamente relevante. Con respecto a su funcién en la presinapsis, AS
actuaria regulando la liberacién de neurotransmisores (Beyer et al., 2006). Por otra
parte, las interacciones transitorias entre dimeros de AS sobre las superficies de
membranas o entre moléculas de AS en el pool distal, contribuyen a la regulacion
del numero de vesiculas sinapticas (Figura 6). Su funcion estaria implicada en el
mantenimiento de la curvatura de las membranas y en la regulacion de la
formacion de microdominios importantes para el reclutamiento de proteinas Rab,
un grupo de GTPasas consideradas como reguladores fundamentales del trafico
de membranas en todas las células. Cualquier alteracion en la localizacion de las

proteinas Rab podria afectar la interaccién entre vesiculas.
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Sinapsis

- AS

% Vesiculas

Figura 6: AS modula el pool de vesiculas en la sinapsis. (a) En las neuronas normales, AS se
localiza en las vesiculas sinapticas que a través de efectos directos e interacciones con moléculas
de AS vecinas ayudan a mantener estas vesiculas en un pool de reserva distal. (b) La sobre
expresion de AS wt, A53T o E46K aumenta las interacciones con lipidos y altera las propiedades
fisicas de las vesiculas (por ej: reduciendo la curvatura), lo cual conduce a un “clustering”
incrementado de vesiculas en el pool de reserva. (¢) la mutante de AS, A30P, es incapaz de unirse
a los lipidos de membranas y de retener a las vesiculas en el pool de reserva distal. (Adaptado de
Auluck et al, 2010).

En el nucleo, la asociacién fisica de AS con la ADN-metiltransferasa-1
(Dnmt1) disminuiria la metilacion del ADN, reteniendo a esta enzima en el citosol y
aumentando los niveles de expresion de AS (Desplats et al., 2011). Por otra parte,
también ha sido reportado que su localizacién en el nucleo estaria implicada en la
neurotoxicidad por inhibicion de la acetilacion de histonas y promoviendo también

la sobreexpresion de AS (Kontopoulos et al., 2006).
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1.3 La relacion de a-sinucleina con la Enfermedad de Parkinson

Durante mucho tiempo se pens6 que la EP se manifestaba unicamente de
forma esporadica y que no existian componentes genéticos involucrados.
Actualmente se sabe que aproximadamente el 20% de los pacientes con EP
tienen una historia familiar relacionada con esta patologia. Polymeropoulos et al.
(1997) reportaron por primera vez que el gen de AS (SNCA) estaba ligado al
desarrollo de EP. Este descubrimiento se realizd a partir de un analisis
multigeneracional de una familia italiana que exhibia un patrén de herencia
autosémico dominante. Esta mutacion fue identificada como A53T.
Posteriormente, se identificaron dos mutantes mas, A30P y E46K, realizando el
mismo estudio multigeneracional en una familia alemana y una espafnola
respectivamente (Polymeropoulos et al., 1997 & Zarranz et al., 2004). Aunque
menos frecuentes, las duplicaciones vy triplicaciones de SNCA también causan
EP. Este hecho es de gran relevancia debido a que prueba que, no soélo las
mutantes, sino AS salvaje es patogénica si se sobreexpresa (Chartier et al., 2004
& Singleton et al., 2003).

Los pacientes que llevan la mutacion A53T desarrollan la enfermedad a
edad temprana y padecen un severo parkinsonismo que frecuentemente deriva en
demencia. En cambio, los pacientes con la mutacion A30P muestran un desarrollo
tardio de la patologia y leve demencia. Aquellas personas que poseen la mutacion
E46K padecen sintomas similares a los provocados por la mutacion A53T. Las
duplicaciones y triplicaciones también presentan diferencias. La duplicacion del
gen causa parkinsonismo a edad avanzada, mientras que la triplicacién provoca la
aparicion temprana de los sintomas, rapida progresion y el desencadenamiento de

una demencia severa (Ozansoy & Basak, 2013).
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2. La Mitocondria

2.1 Generalidades

El término mitocondria proviene de la composicion de las palabras griegas
mitos (filamentos) mas chondrion (granulos) y fue acufiado en 1898 por el doctor
aleman Karl Benda para describir los organulos de morfologia filamentosa que
observaba en el citoplasma de diferentes células eucariotas. Estas organelas ya
habian sido reportadas en 1850 por el fisidlogo suizo Albert Von Kolliker. Entre
1850 y 1880, distintos cientificos describieron, independientemente, la presencia
de estos filamentos en diferentes tipos celulares, notando que variaba en numero,
tamano y localizacién subcelular (Von Stockum et al., 2015).

Las mitocondrias son organelas suficientemente grandes como para ser
vistas al microscopio optico; sin embargo el entendimiento de su funcionalidad se
desarrollé recién en 1948 cuando se lograron aislar mitocondrias intactas. Por
razones técnicas inherentes a la época, los estudios bioquimicos comenzaron a
realizarse con mitocondrias purificadas de higado debido a que las células
hepaticas pueden llegar a contener entre 1.000 y 2.000 mitocondrias por célula,
ocupando aproximadamente un quinto del volumen total de la misma (Alberts,
2008). ElI numero de mitocondrias en cada célula es variable en funcion del
requerimiento energético de cada tejido, por lo que algunas células carecen de
ellas (por ejemplo, los eritrocitos) o poseen unas pocas, mientras que otras
pueden contener varios miles (por ejemplos, las células hepaticas, cerebrales y
musculares) (Kuznetsov et al., 2009). En cuanto a sus dimensiones, el diametro es
de ~0,5um aunque su longitud puede variar entre 0,5-10pm (Detmer & Chan,
2007).

La Teoria Endosimbiodtica propuesta por Lynn Margulis (Sagan, 1967)
indica que las mitocondrias derivan de a-proteobacterias aerdbicas que han sido
endocitadas por células pre-eucaridticas hace mas de 1.500 a 1.800 millones de
anos. A partir de entonces, han evolucionado hasta llegar a ser organelas

citoplasmaticas especializadas, que participan en numerosas funciones celulares,
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siendo la principal, la produccion de energia bajo la forma de ATP, requerida para
la vida de la célula. En las mitocondrias, el metabolismo de la glucosa se completa
cuando el piruvato es importado a la organela y oxidado por el O, a CO, y H,O. A
su vez, son reservorios de calcio, participan en rutas de biosintesis, en la
diferenciacién y crecimiento celular, muerte programada y control del ciclo celular.
Por lo tanto, dada su multitud defunciones, no resulta sorprendente que la
disfunciéon mitocondrial tenga graves consecuencias a nivel de la viabilidad y
funcionalidad celular y esté asociada a diversos desoérdenes, entre ellos,
trastornos neurodegenerativos y envejecimiento en humanos (Tasuta & Langer,
2008).

2.2 Estructura

La estructura de las mitocondrias consiste en una doble bicapa lipidica, que
forma la membrana mitocondrial externa (MME) y la membrana mitocondrial
interna (MMI). Estas membranas delimitan un estrecho espacio, el espacio
intermembrana (El) y una gran matriz interna (MA). Existen puntos de contacto
entre la MME y la MMI donde se ubican proteinas tales como el canal aniénico
dependiente de voltaje (VDAC por sus siglas en inglés, Voltage-dependent anion
channels) y el translocador de nucledtido de adenina (ANT, por sus siglas en
inglés, Adenine nucleotide translocator), que son propuestos como sitios de fision
y/o fusion mitocondrial (Kuznetsov et al., 2009) que se detallaran mas adelante.

La MME contiene canales que normalmente son permeables a ciertos
iones, metabolitos y polipéptidos. Ademas, posee moléculas de porina que forman
grandes canales permeables al H,O, a través de la bicapa lipidica. Esta
membrana se asemeja a un tamiz que permite el paso a todas las moléculas cuyo
peso es de 5.000 Da o menos, incluyendo pequefias proteinas. Estas moléculas
pueden importarse al El, pero la mayoria no puede atravesar la MMI. De esta

manera,
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El El es quimicamente equivalente al citosol con respecto a las pequeias
moléculas que contiene mientras que la MA esta ocupada por un selecto grupo de
moléculas.

El El contiene una alta concentracion de protones (H*) como resultado del
bombeo de los mismos por los complejos enzimaticos de la cadena respiratoria.
En él se localizan diversas enzimas que intervienen en la transferencia del enlace
de alta energia del ATP, como la adenilato quinasa. También se localiza la
carnitina, una molécula implicada en el transporte de acidos grasos desde el
citosol hasta la matriz mitocondrial, donde seran oxidados (beta-oxidacion) (Von
Stockum et al., 2015).

La MMI forma invaginaciones o pliegues llamadas crestas mitocondriales
que se proyectan hacia la MA. Estas circunvoluciones aumentan la superficie de
anclaje de enzimas y es donde se encuentra la cadena transportadora de
electrones y ocurre la fosforilacion oxidativa. Esta membrana contiene una alta
proporcion del fosfolipido cardiolipina que la vuelve especialmente impermeable a
iones. Por otra parte, contiene una variedad de proteinas transportadoras que
permiten el paso de pequefias moléculas que han sido metabolizadas o requeridas
por las enzimas mitocondriales concentradas en la MA.

La MA es un gran espacio interno que contiene una mezcla de cientos de
enzimas, incluyendo las requeridas para la oxidacion del piruvato y los acidos
grasos, y todas las necesarias para el ciclo del acido citrico. Los principales
productos de esta oxidacion son el CO,, que es liberado fuera de la célula y el
NADH que es la fuente principal de electrones de la cadena respiratoria. En la MA
también esta contenido el ADN mitocondrial, que consiste en varias copias
idénticas, ribosomas mitocondriales, ARN de transferencia y enzimas necesarias

para la expresion de genes mitocondriales (Alberts, 2008).

36



Introduccion

2.3 La cadena de transporte de electrones

La cadena respiratoria o de transporte de electrones se compone de tres
grandes complejos enzimaticos incluidos en la MMI que se encargan del
transporte de electrones desde el NADH hasta el ultimo aceptor, el O,, y un cuarto
complejo localizado en la MA que dona electrones a partir del FADH,. Los
electrones fluyen espontaneamente desde los transportadores con potencial de
reduccion estandar (E°) mas bajo hacia los transportadores con E® mas elevado.
El complejo | (NADH deshidrogenasa, Cl) acepta electrones del NADH y los
transfiere a una flavina y a centros hierro-sulfuro hasta la ubiquinona. El complejo
Il (succinato deshidrogenasa, CIl) también reduce a la ubiquinona a partir de la
transferencia de electrones desde el FADH,. Los electrones se transfieren desde
la ubiquinona reducida al complejo Il (citocromo c reductasa, ClIlIl), al citocromo ¢
y al complejo IV (citocromo oxidasa, COX, CIV). Este ultimo incluye en su
estructura dos citocromos a y az mas dos centros que poseen atomos de cobre
(lamados CuA y CuB). El citocromo c reducido se une al CIV en un lugar cercano
al centro citocromo-cobre. Al acercarse, cede un electrén y regresa a su estado de
citocromo c¢**. El centro CuA, que acepta ese electrén, lo cede a su vez al
citocromo a, y éste al centro citocromo a3-CuB. Los citocromos ¢ sélo pueden
llevar un electron a la vez. Por lo tanto, el complejo citocromo-cobre acepta un
electron cada vez y se reduce secuencialmente hasta completar su estado de
reduccion. Posteriormente, cede los electrones simultaneamente hacia el ultimo
aceptor, el O,.Cada molécula de O, recibe cuatro electrones para formar H,O.
Debido a que el O, tiene una gran afinidad por los electrones, se libera una
enorme cantidad de energia cuando es reducido a H,O. En resumen, la accién
combinada de los complejos I, lll y IV da lugar a la transferencia de electrones
desde el NADH al O,. Los complejos Il, Il y IV actian conjuntamente para
catalizar la transferencia de electrones desde el succinato al O, (Alberts, 2008;
Navarro & Boveris, 2007) (Figura 7).
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Figura 7: Esquema de la cadena de transporte de electrones. La caida del potencial redox de
los complejos I, lll y IV libera energia que es utilizada para la translocaciéon de H* desde la MA al
El. Se genera un potencial electroquimico utilizado para la generacién de ATP por la ATPsintasa
que devuelve, a su vez, un H" a la MA. El esquema también muestra la fuga de H™ a través del
translocador ANT, inserto en la MMI responsable del intercambio de ADP por ATP y el canal VDAC
de la MME por el que pueden difundir diferentes solutos de bajo peso molecular. El estado redox
de los componentes dela cadena respiratoria se muestra en verde (un nivel mayor representa un
estado mas reducido y mas bajo un estado oxidado). Cyt ¢, citocromo c; FADH2, flavina-adenina
dinucledtido (reducido); NADH, nicotinamida-adenina dinucleétido (reducido); Q, ubiquinona; I, 11, IlI
and IV se refiere a los complejos de la cadena respiratoria. (Adaptado de Moncada et al., 2002).

La transferencia de electrones esta acoplada a un constante bombeo de
protones (H*) al El a través de la MMI provenientes de la MA. Este bombeo de H*
se produce de forma energéticamente favorable debido al flujo de electrones. Este

proceso conlleva dos grandes consecuencias:

1) Se genera un gradiente de pH a través de la MMI, desde la MA al El,
aumentando la concentracion de H™ en este compartimento, generando entonces
una carga positiva (lado P) de la MMI (pH=7). En contraposicion se genera una

cara negativa (lado N) de la MMI en contacto con la MA (pH=7.8).
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2) Se genera un gradiente de voltaje (potencial de membrana) a través de la MMI

con un interior negativo y un exterior positivo.

El gradiente de pH (ApH) dirige a los H" nuevamente a la MA reforzando el
efecto del potencial de membrana (Aem) que actua atrayendo cualquier ion
positivo hacia la MA y empujando cualquier ion negativo hacia el El. Juntos, el
ApH y el potencial de membrana (Aem) constituyen el llamado gradiente
electroquimico de H*. Este ultimo constituye la fuerza proton motriz (Ap), cuya
expresion es Ap = ApH + Apm, dos componentes aditivos que dan cuenta de la
diferencia de concentracion de H* y del potencial de membrana (Alberts, 2008;
Lehninger, 2005).

La generaciéon de ATP es posible debido a la existencia de una proteina
integral de membrana, la enzima ATPsintasa (complejo V, CV). Esta enzima
genera un paso hidrofilico a través de la MMI que permite que los H fluyan a favor
de su gradiente de concentracion. Como estos iones pasan a través de la enzima,
son utilizados para llevar a cabo la reaccion entre el ADP y el Pi para generar
ATP.
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Figura 8: Metabolismo energético de la mitocondria. Las moléculas de piruvato y los acidos
grasos entran a la mitocondria y son transformados en Acetil CoA. Esta molécula es metabolizada
en el ciclo de Krebs, donde se reduce el NAD" a NADH. En este proceso, los electrones de alta
energia son transportados a través de la cadena respiratoria de la MMI hacia el O,. Este transporte
de electrones genera un gradiente de H" a través de la MMI que dirige la formacién de ATP por el
CV. CTE: cadena de transporte de electrones. (Adaptado de Alberts, 2008).

3. Rol de las especies reactivas del oxigeno en la Enfermedad de

Parkinson

Las especies reactivas del oxigeno, ROS (por sus siglas en inglés, Reactive
Oxygen Species) se definen como un grupo de moléculas derivadas del O, que
generalmente tienen una vida muy corta y son altamente reactivas debido a que
poseen electrones de valencia desapareados (Figura 9) (Kim et al., 2015). Las
ROS incluyen especies radicales como el anién superoxido (O2*) y el radical
hidroxilo (*OH) y también especies no radicales como el peréxido de hidrégeno
(H202). El Oy* interviene en distintos pasos en el proceso de generacion de ROS.

Puede ser transformado a la especie mas estable H,O, por la accién de la enzima
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superoéxido dismutasa (SOD) o formar aniones hidroxilos (*OH) altamente toxicos.
Ademas, por accion de las enzimas catalasa, glutation peroxidasa y otras
peroxidasas produce H,O y O,. El *OH es conocido por ser una de las ROS mas
reactivas y uno de los principales responsables de los efectos citotdxicos. Esta
especie puede ser generada a partir de H,O, mediante la reaccion de Fenton, en
presencia de Fe?* (Bolisetty, & Jaimes, 2013; Ghandi & Abramov, 2012; Kim et al.,
2015).

La produccion de ROS es contrarrestada por un intricado sistema de defensa
antioxidante que incluye a las enzimas SOD, catalasa y glutation peroxidasa y
diversos scavengers de especies reactivas como el GSH. El desbalance entre la
produccion de ROS y la accién de las defensas antioxidantes genera estrés
oxidativo que dafia a las macromoléculas biolégicas conduciendo al

envejecimiento y a la muerte (Indo et al., 2015).

00 00 00

Oxigeno (O,) Anidn Superéxido (-O,) Peréxido ("0 ?)

H 00 H 0 H 0 H

Peréxido de Hidrégeno (H,0,) Radical Hidroxilo (-OH) lon Hidroxilo (OH")

Figura 9: Especies reactivas del oxigeno. Se muestra la reduccion consecutiva del oxigeno
molecular que genera la formacion de ROS. Los puntos rojos representan los electrones
desapareados. (Adaptado de Kim et al., 2015).

Las ROS celulares se producen a partir de fuentes exdégenas y endogenas.
Las fuentes exodgenas incluyen radiacion UV, radiacién ionizante, toxinas
ambientales y quimicos capaces de generar ROS como producto de su
metabolismo (Mani, 2015). Una de las principales fuentes de produccién de ROS
es la cadena respiratoria mitocondrial. Bajo condiciones fisiolégicas normales, mas

del 2% del consumo de O celular mitocondrial se relaciona con la generacion de
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ROS, incluyendo O+". Los complejos Cl y Clll son los principales responsables de
la produccién de O,". La capacidad de estas enzimas de generar ROS puede
variar entre 6rganos y durante el progreso de ciertas patologias. Por ejemplo, el Cl
es el principal responsable de la generacién de O, en el cerebro mientras que el
Clll es considerado la principal fuente de O+ en los pulmones y el corazén
(Turrens, 2003). Por otra parte, la generacion de ROS por parte del Cl es la mitad
de la correspondiente al Clll en condiciones fisioldgicas, mientras que el Cl ejerce
el rol primario en la generacion de ROS en condiciones patoldgicas, entre ellas, el
envejecimiento y las enfermedades neurodegenerativas. En particular, en la EP, el
estrés oxidativo ha sido considerado como uno de los principales mecanismos
responsables de la muerte de las neuronas dopaminérgicas. Reportes previos
indican que la actividad reducida del Cl en el sistema nervioso central de
pacientes con EP podria contribuir a la generacion excesiva de ROS e inducir
apoptosis (Blesa et al., 2015; Franco-lborra et al., 2015; Shapira et al., 2008).
Ademas, compuestos inhibidores del Cl tales como 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,4-
tetrahydropyridine (MPTP) y su metabolito, 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP?),
ejercen efectos toxicos sobre las neuronas dopaminérgicas resultando en un
fenotipo clinicamente parkinsoniano con degeneracién nigral y presencia de AS
citoplasmatica (Lin & Beal, 2006).

Ademas, la acumulacion de AS salvaje o de sus mutantes en las
mitocondrias de las neuronas dopaminérgicas provoca un defecto en la actividad
del Cl mitocondrial incrementando la produccién de ROS (Devi et al., 2008). Se ha
reportado una deficiencia de la actividad del Cl en la corteza frontal, fibroblastos y
trombocitos de pacientes con la EP (Deas et al., 2015). Ademas del Cl, se han
encontrado disfuncion de otros complejos de la cadena respiratoria. AS también
puede unirse al CIV causando alteraciones funcionales en la mitocondria (Elkon et
al., 2002; Hsu et al., 2000).

Por otro lado, se reportaron cambios en las moléculas antioxidantes en
estadios tempranos de la enfermedad (Floyd et al.,, 2001). Por ejemplo, en el

sistema nervioso central de pacientes con EP, se han encontrado niveles
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disminuidos de GSH y elevados de hierro (Halliwell, 2006), una condicion que

podria contribuir al dafio a las neuronas dopaminérgicas.

4. Dinamica mitocondrial

Las mitocondrias no son organelas estaticas sino que se movilizan a través
del citoesqueleto, se fusionan y se dividen, lo que indica que son dinamicas y de
aspecto variable. El espectro de las morfologias mitocondriales comprende formas
esféricas, largas hebras individuales e incluso ramificaciones filamentosas que
pueden formar una gran red mitocondrial interconectada distribuida en el
citoplasma. Estas morfologias son el resultado del balance entre dos procesos
antagonicos denominados fusion y fision, necesarios para el correcto
funcionamiento de esta organela y de la célula. En este marco tedrico, el concepto
Dinamica Mitocondrial se refiere al movimiento de las mitocondrias a lo largo del
citoesqueleto y a la regulacién de su morfologia (Liesa et al., 2009).

Las células han desarrollado complejos sistemas para hacer frente a
diversos desafios impuestos sobre la integridad mitocondrial. La primera linea de
defensa esta integrada por un sistema proteolitico conservado que lleva a cabo el
control de calidad de las proteinas. En dicho sistema, participan chaperonas y
proteasas que monitorean el correcto plegamiento de las proteinas mitocondriales
removiendo de manera selectiva a aquellas que resultan defectuosas. La segunda
linea de defensa reside en la naturaleza dinamica de las mitocondrias a través de
los eventos de fusion y fision gobernados por una familia de GTP-asas.

La fusion es un proceso que involucra la union de dos o mas mitocondrias
y su funcion primaria es la de permitir la mezcla de contenidos entre las mismas.
Asi, la existencia de redes fusionadas correspondientes a mitocondrias
conectadas permite la complementacion del ADN a través del intercambio de
genomas entre las organelas que se estan fusionando, facilita la transmision de
energia acoplada al Apm a lo largo de la célula, ademas de restituir mitocondrias

dafiadas cuando estas se fusionan con mitocondrias intactas (Westermann, 2010)
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(Figura 10). La fusidon mitocondrial es un proceso en dos pasos, donde las MME y
MMI se fusionan en eventos separados. Esto tiene correlato con la ubicacion
diferencial de las principales proteinas de fusion: las mitofusinas 1y 2 (Mfn-1/2) se
encuentran en la MME y el El y la proteina Optic Atrophy-1 (Opa-1) en la MMl y el
El. Si bien se han realizado importantes avances en el estudio del mecanismo
involucrado en la fusion, aun resta determinar con exactitud el mecanismo que
interviene en la fusion coordinada de ambas membranas y elucidar cual es la
region particular de las membranas donde se inicia la union y la fusidn, seguida de
la mezcla de los contenidos mitocondriales (Campello & Scorrano, 2010: Pernas &
Scorrano, 2015).

La fision da lugar a mitocondrias fragmentadas, las cuales son facilmente
transportables, de modo de permitir un rapido trafico de estas organelas a traves
de los microtubulos hacia sitios de requerimiento energético dentro de las células.
Dado que las mitocondrias proliferan a partir del crecimiento y divisién de otras
preexistentes, la fision es un evento importante para el mantenimiento del niumero,
pero también durante la mitosis, permitiendo a la célula madre el traspaso de sus
mitocondrias a las células hijas. Asi mismo, la fisién facilita la mitofagia
(degradacién de mitocondrias dafadas por autofagia) e interviene en la muerte
celular apoptética, contribuyendo a la liberacion del citocromo c al citoplasma
(Figura 10). La principal proteina involucrada en la fisién es la dynamin-1-related
protein, Drp-1. La localizacién intracelular de Drp-1 es mayormente citoplasmatica
pero una parte considerable de esta proteina es detectada en puntos concretos
(“foci”) de la mitocondria donde se producira la escision mitocondrial. Frente a un
estimulo de muerte, Drp-1 es defosforilada en la serina 637, lo que induce su
translocacion a la mitocondria. Alli, Drp-1, mediante interaccion con los
adaptadores Fis1, Mff, MiD49 y MiD51, se oligomeriza formando un anillo de
constriccion alrededor de la organela, lo que culmina en la escisibn mediada por
hidrdlisis de GTP (Loson et al., 2013; Qi & Mochly-Rosen, 2013).
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Figura 10: Funciones biolégicas de la dindmica mitocondrial. X e Y representan alelos de
genes mitocondriales diferentes. (Adaptado de Westermann, 2010).

En los ultimos anos se ha sefalado la importancia de los procesos de fusion
y fision en la sefalizacion por calcio, sintesis de ATP, estrés oxidativo,
supervivencia celular y vias de muerte celular. Dependiendo del contexto celular,
se han descripto distintas morfologias mitocondriales. En la mayoria de las células
de mamiferos las mitocondrias presentan formas tubulares bajo condiciones
normales pero cambian ante perturbaciones diversas (Ahmad et al., 2013).
Durante la apoptosis, por ejemplo, es caracteristica la presencia de mitocondrias
fisionadas (redondeadas) mientras que en la necrosis aparecen hinchadas y se
distienden. Mas recientemente, se ha descripto una nueva morfologia: la dona
(donut shaped). Existe escasa informacion acerca de la razén por la cual las
mitocondrias adquieren forma de donas y el mecanismo molecular implicado. El
consenso mas aceptado por el momento indica que luego de un periodo de estrés
oxidativo leve es posible la reversién de la forma dona hacia la forma tubular

(normal). Por su parte, si el estrés oxidativo es severo o sostenido en el tiempo y
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la mitocondria adquiere la morfologia de esfera, habria una incapacidad de retorno
hacia la forma tubular. Esta teoria se origind a partir de estudios donde se
monitorearon en tiempo real los cambios exhibidos por las mitocondrias luego de

periodos de estimulos de estrés oxidativo y recuperacion (Ahmad et al., 2013).

4.1 Dinamica mitocondrial y Enfermedad de Parkinson

Las neuronas son células con altos requerimientos energéticos, en las que
las mitocondrias juegan un rol central. Por lo tanto, las propiedades dinamicas de
estas organelas (fisién, fusidn, trafico, biogénesis y degradacién), aunque
esenciales en todas las células, son especialmente relevantes en las neuronas. En
los ultimos afos, se han acumulado evidencias que relacionan la disfuncién en los
procesos de la dinamica mitocondrial con el desarrollo de la EP (Gomez-Lazaro et
al., 2008; Jordan & Schrader, 2008; Kamp et al., 2010; Nakamura et al., 2011).

Los estudios relacionados a la morfologia mitocondrial en la SNPC de
pacientes con EP han sido limitados por varias razones. En primer lugar, si bien es
posible obtener biopsias de tejido, los detalles ultraestructurales, a menudo,
apenas se conservan. Segundo, las muestras de biopsias de cerebro provienen de
pacientes con estadios avanzados de la enfermedad, momento en el que los
cambios debido a la patologia ya no reflejan los estadios del proceso de
neurodegeneracion (Franco-lborra et al., 2015).

Recientemente se ha reportado que las proteinas PINK1 y Parkina,
relacionadas con el desarrollo de la EP, son reguladores clave del control de
calidad mitocondrial. Asi, la via PINK1/Parkina actuaria regulando los procesos de
fusion, fision, transporte y biogénesis mitocondrial como también la mitofagia.

En las neuronas, las mitocondrias son particularmente abundantes en las
sinapsis y se concentran en regiones subcelulares con altos requerimientos
metabdlicos, por ejemplo en los conos de crecimiento (Chang et al., 2006). Drp-1

es critica para el marcado de mitocondrias hacia las terminales nerviosas y una

46



Introduccion

disrupcion en la fision mitocondrial puede contribuir a la muerte de las neuronas
dopaminérgicas de la SNPC (Berthet et al., 2014). Una de las razones mas
aceptadas de la vulnerabilidad de las neuronas dopaminérgicas a los cambios en
la dinamica mitocondrial es el bajo numero basal del contenido de mitocondrias
comparado con otras neuronas del mesencéfalo (Liang et al., 2007). Esta
evidencia podria explicar la vulnerabilidad selectiva de estas neuronas a estimulos
toxicos externos e internos que afectarian la fusion/fision mitocondrial y la
mitofagia, comprometiendo la homeostasis mitocondrial durante la patogénesis de
la EP (Figura 12).
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Figura 12: Desbalance de los procesos de fisién y fusién mitocondrial en el desarrollo de la
EP. Drp-1, Fis1, Mnf1/2 y Opa-1 son las moléculas implicadas en la fisién y fusién mitocondrial.
Son responsables del control del numero y tamafio de las organelas en las células. Drp-1 debe ser
reclutada a la MME e interactuar con la proteina Fis1. Las Mnf1/2 son necesarias para la unién de
la MME mientras que Opa-1 es responsable de la fusién de la MMI. Un desbalance en la dinamica
mitocondrial ya sea por exposicidon a neurotoxinas o al desarrollo de la EP ligada a mutaciones de
Parkina o PINK1 afecta la morfologia mitocondrial, el recambio mitocondrial y su eventual
transporte dando lugar a la neurodegeneracién nigrostriatal. (Adaptado de Franco-lborra et al,
2015).
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4.2 a-sinucleina y dinamica mitocondrial

Recientemente se ha sugerido que la asociacion de AS con la mitocondria
juega un rol critico en la morfologia mitocondrial. Se ha reportado que la
interaccion entre la proteina y la organela induce la fision (Nakamura et al., 2011)
o inhibe la fusién (Kamp et al., 2010) dependiendo del modelo experimental. La
capacidad de AS de inducir fision podria ser independiente de la actividad de Drp-
1 y pareceria radicar simplemente en la interaccion directa AS-mitocondria,
aunque los mecanismos son aun desconocidos. Si bien se cuenta aun con escasa
informacion, la evidencia obtenida pareceria indicar que AS pertenece a un grupo
de proteinas que afectan directamente la dinamica de membranas (Varkey et al.,
2010).

5. Autofagia

El término autofagia deriva de las raices griegas, aufo (a uno mismo) y
phagos (comer). Este mecanismo se encuentra conservado evolutivamente y es
un proceso por el cual el contenido citoplasmatico es secuestrado en vesiculas y
enviado a los lisosomas para su degradacion. Desde su descubrimiento hace mas
de 40 anos por Christian de Duve (Deter & De Duve, 1967) en células hepaticas
de rata, la identificacion de proteinas reguladoras de la autofagia (Atg, por sus
siglas en inglés autophagy-regulating proteins) ha tenido un sustancial incremento
permitiendo entender cémo funciona este proceso (Mizushima, 2007; Yin & Gao,
2008).

Existen tres tipos de autofagia: la macroautofagia, la microautofagia y la
autofagia mediada por chaperonas (CMA, por sus siglas en inglés chaperone-
mediated autophagy). Todos estos mecanismos promueven la degradacién de los
componentes citosdlicos en el lisosoma (Figura 13).

La macroautofagia requiere de la formacién de una vesicula de doble
membrana, que comienza como un fagoforo y luego madura a la estructura

denominada  autofagosoma. Este Ultimo encierra los componentes a ser
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degradados, que pueden ser proteinas citosolicas, ribosomas y organelas tales
como mitocondrias y reticulo endoplasmatico, asi como también bacterias y virus.
El autofagosoma libera su cargo en el lisosoma cuando se fusiona con éste,
formando lo que se denomina un autofagolisosoma. La macroautofagia requiere
de la activacion del complejo pro-autofagico Beclina1/PI3K y el reclutamiento de
proteinas Atg que inducen la formacion de los autofagosomas (Rambold &
Lippincott-Schwartz, 2011).

En la microautofagia, los componentes citosolicos son captados
directamente por el lisosoma por invaginacion de su membrana. Ambos procesos,
macro y micro-autofagia son capaces de degradar grandes estructuras a través de
mecanismos selectivos y no selectivos (Glick et al., 2010).

En la CMA, las proteinas a ser degradadas, son translocadas a través de la
membrana del lisosoma debido a que son reconocidas por el receptor denominado
lysosomal-associated membrane protein 2A (LAMP-2A). Estas proteinas forman
un complejo con chaperonas (por ejemplo Hsc-70) y una vez dentro del lisosoma

son desplegadas y degradadas (Glick et al., 2010).
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Figura 13: Esquema representativo de los tres mecanismos de autofagia. (Adaptado de
Schneider et al, 2014).
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5.1 Activacién de la macroautofagia

Existen dos sistemas clave para la activacién de la macroautofagia en los
que se requiere la conjugacion de las proteinas Atg5-Atg12 y el procesamiento de
LC3.

5.1.1 Conjugacién de Atg5-Atg12

En el primer sistema Atg7 actua como una ubiquitina E1-like que activa a
Atg12 de una manera ATP-dependiente. Atg12 es luego transferida a Atg10 (E2
ubiquitina-like) que potencia la uniéon covalente de Atg12 a una lisina de Atg5. El
complejo Atg5-Atg12 se une al dimero Atg16L para formar el complejo multimérico
Atg5—-Atg12—-Atg16L que se asocia con el fagoforo en formacion. Una vez que el
autofagosoma esta formado, el complejo Atg5—Atg12—-Atg16L se disocia de la
membrana (Figura 14) (Glick et al., 2010).

5.1.2 Procesamiento de LC3

El segundo sistema tipo ubiquitina involucrado en la formacién del
autogafosoma es el encargado del procesamiento de la proteina denominada
microtubule-associated protein light chain 3, LC3. Esta proteina se expresa en la
mayoria de las células como una proteina citosélica que, bajo la induccién de la
autofagia, es clivada por Atg4, una cisteina-proteasa, que genera LC3-I, dejando
en su C-terminal, una glicina expuesta. LC3-| es activada por Atg7 de una manera
ATP-dependiente y luego es asociada con Atg3, que funciona como carrier, antes
de que la glicina expuesta se conjugue con el fosfatidiletanolamina para generar
LC3-Il. Esta forma es la que se recluta al fagéforo en formacion y es dependiente
del complejo Atg5-Atg12. LC3-Il se encuentra tanto en la cara externa como en la
cara interna del autofagosoma donde juega un rol fundamental en la fusion de las
membranas del autofagosoma con el lisosoma y en la seleccion del cargo a ser

degradado. El procesamiento de LC3 se incrementa durante la autofagia,
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transformandose en un indicador fundamental de este proceso (Figura 14) (Glick
et al., 2010).
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Figura 14: Activacién de la macroautofagia. Las proteinas Atg son responsables de la iniciacion
de la autofagia. La elongacion del fagoforo requiere de la union del complejo Atg12—-Atg5—Atg16L y
el procesamiento de LC3-l a LC3-Il. La membrana crece encerrando los materiales citosélicos para
dar lugar al autofagosoma. Al final de este proceso, un lisosoma de fusiona con el autofagosoma
formando un autofagolisosoma. El lisosoma libera las hidrolasas encargadas de la degradacion de
los componentes citosdlicos. (Adaptado de Fleming et al, 2011).

5.2 Mitofagia y Enfermedad de Parkinson

La degradaciéon de mitocondrias por autofagia se conoce especificamente
como mitofagia. Este proceso ocurre ante una variedad de condiciones que
incluyen la disfuncion mitocondrial, control del numero de mitocondrias durante el
desarrollo, estrés oxidativo y falta de nutrientes (Rambold & Lippincott-Schwartz,
2011) (Figura 15).

En pacientes con EP se han encontrado neuronas portadoras de

mitocondrias defectuosas y se ha sugerido que la morbilidad de esta patologia
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podria estar asociada con una falla en la remocién de estas organelas (Chen &
Dorn, 2013). Este defecto traeria como consecuencia un aumento del numero de
mitocondrias disfuncionales que resultaria en un incremento de los niveles de
estrés oxidativo y pérdida de neuronas dopaminérgicas (Youle & Narendra, 2011).
En la revision realizada por (Cheung et al., 2011), se muestra que varios estudios
han reportado que la mitofagia juega un papel clave tanto en la EP familiar como
esporadica. Las proteinas Pink1 y Parkina son mediadoras de la degradacion
selectiva de mitocondrias disfuncionales a través de la mitofagia y las mutaciones
de Parkina, asociadas la EP, provocan una pérdida del proceso de degradacion de
las mitocondrias mediada por mitofagia, sugiriendo que la acumulacién de
organelas dafiadas puede contribuir al desarrollo de esta patologia (Geisler et al.,
2010; Lynch-Day et al., 2012; Schapira, 2008).

Daiio por luz
Falta
de nutrlentes Mutaciones del ADN Lisosoma
mitocondrial
@
»
Potencial .~ 5
Edad Mltocondna de membrana r
Mitocondria dafiada Autofagosoma
Contenido g T e,
degradado S -
— h
J Lcsi

# Enzimas hidroliticas

Figura 15: Esquema del proceso de mitofagia. (Adaptado de Shirihai et al, 2015).
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1. Hipétesis de estudio

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por un conjunto de
disfunciones en el metabolismo neuronal de zonas especificas del cerebro. Estas
disfunciones suelen acarrear una pérdida progresiva de estas células en estadios
avanzados de las patologias. Con el descubrimiento de proteinas tales como a-
sinucleina, B-amiloide y huntingtina entre otras, en cerebros post-mortem de
pacientes se asocio el efecto nocivo de estas moléculas con su sobreexpresion en
las neuronas afectadas. Estas proteinas pueden presentar ganancia de funcion,
cambios en su conformacién, agregaciéon y mutaciones. Estas evidencias han
abierto un amplio campo de investigacion acerca del efecto de estos eventos
sobre el metabolismo celular. En lo referente a AS, hasta la actualidad se continua
tratando de encontrar consenso sobre el comportamiento de a-sinucleina en
condiciones fisiologicas y patolégicas. Uno de los blancos mas estudiados de esta
molécula es la mitocondria. Sin embargo, los mecanismos por los cuales a-
sinucleina afecta la funcionalidad mitocondrial o es capaz de interactuar con esta
organela permanecen poco esclarecidos. En base a los antecedentes descriptos,
la hipétesis de este trabajo propone que AS se incorpora a la mitocondria y
se distribuye en sus distintos compartimientos. En esas localizaciones, esta
proteina generaria disfunciéon mitocondrial incidiendo negativamente sobre
distintos parametros metabdlicos, sobre la dinamica mitocondrial y la

autofagia.
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2. Objetivo general

Estudiar la localizacion submitocondrial de la a-sinucleina y su efecto sobre la
funcién mitocondrial en mitocondrias aisladas de cerebro de rata y en células de

neuroblastoma humano SH-SY5Y.
2.1 Objetivos especificos

211 Estudiar la localizacion de AS en los distintos compartimientos

mitocondriales empleando mitocondrias aisladas de cerebro de rata.

2.1.2 Evaluar el rol de AS sobre la funcionalidad mitocondrial en mitocondrias

aisladas de cerebro de rata.

2.1.3 Investigar los efectos de la sobreexpresion de AS sobre la morfologia y los
procesos de fusion y fision mitocondrial en células SH-SY5Y. Analizar el rol de

Drp-1 en los eventos de fision.

2.1.4 Analizar el rol de la AS en el proceso autofagico y su impacto en el destino

celular. Evaluar la ocurrencia de mitofagia en células SH-SYS5Y.
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1. Materiales

1.1 Reactivos para cultivos de células eucariotas

Medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-F12 (DMEM-F12) y
tripsina 0,25% en PBS y EDTA 1 mM (Sigma Aldrich, Grand Island, MO, USA).
Suero fetal bovino (SFB) (BIO-NOS, Bs As, Argentina). Antibioticos: penicilina
100U/ml, estreptomicina 100ug/ml (Richet S.A., Argentina) y Glutamina 2mM

(Parafarm, Argentina).

1.2 Reactivos y soluciones generales

¢ Acrilamida-Bisacrilamida Soluciéon 30%, 29:1 N° 161-0156 (BIO-RAD
Life Sciences, Miami Lakes, Florida).

e ADP (Adenosina 5’-difosfato) N° 01905, ATP (Adenosina &' trifosfato) N°
A9187, Citocromo ¢ N° C7752, DAPI (4',6-Diamidino-2-fenilindol
dihidrocloruro), DCFH-DA (2',7 -diclorodihidrofluoresceina  diacetato,
D6883), Ditionito de sodio (Na,S,04), N° 71699, CCCP (Carbonilcianida 3-
clorofenilhidrazona) N° C2759, Mowiol 4-88 (Poli-vinil alcohol) N° 81381,
MTT (4,5-dimetiltiazol-2,5-difeniltetrazolium), TEMED (N,N,N’,N’-
Tetrametiletilenediamina) N° T9281, NADH (B-niconitamida adenina
dinucleodtido como sal dipotasica) N° 4505, Oligomicina A N° 75351,
Rotenona, R8875, Succinato de sodio dibasico hexahidratado N° S9637
(Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA).

e DMSO (dimetilsulféxido) SIN-061003-0 (Sintorgan, Bs As, Argentina).

e ECL Prime Western Blotting Reactivo de deteccion N° RPN2232
(Amersham, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK).

e IPTG (isopropil-B-D-thiogalactopiranosido), N° V3951 (PROMEGA,
Madison, USA).
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Luria Broth Base (medio LB) N° 12795-084 (Invitrogen, California, USA).
Mdivi-1 (3-(2,4-dicloro-5-metoxifenil)-2-sulfanil-4(3H)-quinazolinona (Santa
Cruz Biotechnology, California, USA).

Membrana de PVDF P 0.45 N° 10600023 (GE Healthcare Life Sciences,
Amersham, Alemania)

MitoSOX Red (indicador de superoxido mitocondrial) N° M36008
(Invitrogen, Molecular probes, Oregon, USA).

Mitotracker Deep Red 633 N° M22426 y MitoTracker Red CMXRos N°
M7512 (Molecular Probes, Eugene, OR, USA).

TCEP Tris (2-carboxietil) fosfina clorhidrato, N° 10014 (Quanta
BIODESIGN, Ohio, USA).

Todos los demas reactivos utilizados fueron de grado biologia molecular o

grado analitico segun el caso.

1.3 Anticuerpos

-Anticuerpos primarios monoclonales:

anti-a-synuclein, N° 610786 (1:1000) (BD Biosciences, New Jersey,
USA).

anti-TOM20, (FL-145) (1:1000) sc-11415 (Santa Cruz Biotechnology,
CA, USA).

anti-Opa-1, N° 612607 (1:1000); anti-Drp-1 N° 611113 (1:400) (BD
Pharmingen, San Diego, CA, USA).

anti-Complex Ill subunit core 1-OxPhos, N° 459140 (Molecular Probes,
Eugene, OR, USA).

Anti-Complex | GRIM-19, N° 438900 (1:500) (Invitrogen, St Louis, USA).

-Anticuerpos primarios policlonales:

anti-MnSOD, N° 06984 (1:1000) (Millipore, CA, USA)
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e anti-VDAC 1/2/3, (FL-283) sc-98708 (1:300), anti-Citocromo ¢ (A-8) sc-
13156 (1:500), anti-MAP LC3 I/l (N-20) sc-16755, anti- B- Actina(C4) sc-
47778 (1:10000) (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA).

-Anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa de rabano:
e anti-lgG rabbit-HRP sc-2030 (1:1000), anti- lgGmouse-HRP sc-2031
(1:1000) (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA).

-Anticuerpos secundarios acoplado a fluoréforos y a oro:

e Alexa Fluor 488 anti-mouse 1gG (A-11034) (1:1000), Alexa Fluor 647 anti-
rabbit (A-11036) (1:1000), Alexa Fluor 555 anti-mouse (1:1000) (A-21422),
Alexa Fluor 555 anti-goat (1:1000) (A-21432) (Molecular Probes,
Invitrogen,OR, USA).

¢ Anti-Mouse IgG-Gold antibody (G7652) (1:50) (Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, USA).

1.4 Cepas de bacterias

Escherichia coli DH5a F-, endA1, hsdR17 (rk-mk-), supE44, thi1, recA1,
gyrA(Nalr), relA1, A(lacZYA-argF) U169, ¢$80-d lacZAM15: para transformacion y
obtencion de plasmidos.

Escherichia coli BL21(DE 3) F-, ompT, hsdS (r-m-), dcm, gal, (DE3) tonA :

para transformacion y expresion de proteinas in vitro.

1.5 Lineas celulares

Se utilizé la linea celular SH-SY5Y (ATCC® CRL-2266™) de Homo

sapiens.
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1.6 Animales de laboratorio

Se utilizaron ratas macho Wistar de 8 semanas de edad (250-300 gramos
de peso) para el aislamiento de las mitocondrias de cerebro. Las mismas fueron
provistas por el Bioterio Central de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de
la Universidad de Buenos Aires. El tratamiento de los animales se realizé bajo las
normas vigentes de la Comision Institucional para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio (CICUAL) de la FCEN.

1.7 Plasmidos

pCl-neo mAtg5"" y pCl-neo mAtg5<"*® : fueron cedidos por el Dr. Noburu
Mizushima (Universidad de Tokyo, Japon) y el Dr. Tamotsu Yoshimori
(Universidad de Osaka, Japon) y amplificados por la Dra. R. Gorojod en el
Laboratorio de Disfunciéon Celular en Enfermedades Neurodegenerativas y
Nanomedicina, Dpto. de Quimica Bioldgica, Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales, Universidad de Buenos Aires; IQUIBICEN-CONICET.

Los plasmidos pcDNA3-ASwt, pT7-7-ASwt, pT7-7-A90C y pt7-7-A140C fueron
cedidos por el Dr. T. Jovin (Max Planck Institute, Goettingen, Alemania).

Los vectores pcDNA3-GFP y pcDNA3 son parte del stock disponible en el
laboratorio Laboratorio Interdisciplinario de Dinamica Celular y Nanoherramientas,
Dpto. de Quimica Bioldogica, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
Universidad de Buenos Aires; IQUIBICEN-CONICET.
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2. Métodos

2.1 Preparacion de bacterias competentes

Se generaron bacterias competentes de la cepa DH5a de E. coli para la
amplificacion de plasmidos y BL21 de E. Coli para la expresion de proteinas
recombinantes. Se partié de un cultivo de 10mL de medio completo Luria-Bertani
(LB) (Peptona 1%; Extracto de Levadura 0,5%; NaCl 1%; pH 7) sin ampicilina que
se dej6 crecer durante la toda la noche (ON) a 37°C con agitacién. A continuacion,
se sembraron 2mL de este cultivo bacteriano en 40mL de medio LB y se dejé
agitando a 37°C hasta llegar a una densidad 6ptica (DO) de 0,4-0,6 medida a 600
nm. Posteriormente, se centrifugd a 3.000rpm durante 5min a 4°C y el pellet
resultante se resuspendio en 16mL de CaCl, 50mM estéril y se incub6 durante
15min en hielo. Nuevamente, se realizdé una centrifugacién a 3.000rpm durante
2min a 4°C vy finalizado este paso, se resuspendio el pellet en 2mL de CaCl;
50mM vy glicerol 15%. Por ultimo, se armaron stocks de bacterias competentes con

alicuotas de 100uL y éstas fueron congeladas a -80°C.

2.2 Transformacion de bacterias competentes

Las bacterias competentes (100uL) se transformaron con 1-2ug de los
plasmidos de interés (con resistencia a ampicilina) incubando durante 30min en
hielo y luego sometiéndolas a un shock térmico (42°C durante 1min y posterior
pasaje a hielo durante 5min). Se les agregé 1mL de LB sin antibiético y se incubo
1h con agitacion a 37°C. Una alicuota del cultivo (100uL) se expandié en una
placa con LB-ampicilina (50ug/mL) y se incubé6 ON a 37°C. Se selecciond una
colonia y se la dejo crecer ON en 100mL de medio LB con ampicilina. Al dia
siguiente, se tomaron 400uL del cultivo y se prepard un stock agregando glicerol a

una concentracion final de 15% y se almacend6 a -80°C.
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2.3 Extracciéon de ADN plasmidico: lisis alcalina

El volumen restante (~100mL) crecido en LB-ampicilina se centrifugd a
6.000g 15min a 4°C. Se descarto el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 10
mL de la soluciéon 1 (Tris-HCI 25mM; EDTA 10mM; Glucosa 50mM; RNAasa A
2mg/mL; pH 8) y se agité en vortex. Luego se agregaron 10mL de la solucién 2
(NaOH 0,2M; SDS 1%) y se mezcld por inversion de 4 a 6 veces. Por ultimo, se
agregaron 10mL de la solucién 3 (Acetato de potasio 5M; Acido acético glacial 3M;
pH 5,5) y se mezcld por inversidon para lograr la precipitacién del ADN gendémico.
Se incubd en hielo durante 20min y se procedié a centrifugar a 20.000 x g 30min a
4°C. El sobrenadante se volvié a centrifugar durante 15min y luego se precipité al
ADN plasmidico con 0,7 volumenes de isopropanol. Se centrifugd a 15.000 x g
30min a 4°C. El pellet se lavé con etanol frio 70% y se centrifugd nuevamente a
15.000 x g durante 10min a 4°C. Se dejé secar y el pellet se resuspendioé en buffer
TE (Tris HCI 10mM; EDTA 1mM, pH 8).

2.4 Determinacion de la concentracion del ADN plasmidico

Para determinar la concentracion del ADN purificado, se midié la
absorbancia a una longitud de onda de 260nm en un equipo NanoDrop1000
Spectrophotometer, THERMO Scientific (Wilmington, USA). El equipo muestra
directamente la concentracion obtenida a partir de la formula: (A /€ xb) xd = C,
donde, A es la absorbancia obtenida a 260nm, € es el coeficiente de extincion
molar (50-1 L x M-1 x cm-1), b es el camino 6ptico y d es la dilucidon. Por otra
parte, para determinar la pureza del ADN, se obtuvieron los valores de las
absorbancias a 280nm (proteinas), 260nm (acidos nucleicos) y 230nm (sales). Se
consider6 una extraccion de ADN con o¢ptima pureza cuando las relaciones
A260/A280 y A260/230 resultaban ser = 1,8 y 2,3 respectivamente.
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2.5 Evaluacion del ADN plasmidico por separacion en gel de

dagarosa

Los plasmidos aislados fueron separados por electroforesis en gel de
agarosa 0,8% (p/v) en TAE 1 X (Tris-acetato 40mM; EDTA 1mM; pH 8). En cada
calle del gel se sembr6 una mezcla que contenia: 5ul del plasmido a verificar, Spl
buffer TE y 3,5uL de buffer de muestra (Blue/Orange Loading Dye, G188A,
Promega, Madison, USA) y en paralelo se sembré un marcador de PM (Lambda
DNA/ EcoR | + Hind Il Marker; Promega, Madison, USA). Luego, se procedio a
realizar una electroforesis a 80V en buffer TAE 1X. Finalizada la corrida
electroforética, se sumergio el gel en una solucion de Bromuro de Etidio (0,5ug/mL
en H,O destilada) durante 30min. Las bandas correspondientes a los plasmidos
fueron visualizadas por transiluminacion con UV, verificando que el plasmido se
encuentre en el PM correspondiente. Ademas, se constaté la purificacion del ADN
plasmidico por la ausencia de marca inespecifica que podria deberse a ADN

gendmico.

2.6 Determinacion de la concentracion de proteinas

La concentracion de proteinas se determind mediante el método de
Bradford empleando seroalbumina bovina (BSA) como proteina patron. Se
hicieron reaccionar 10ul de la muestra correspondiente con 500ul de reactivo de
Bradford (Coomasie brillant blue G-250 0,01%; etanol 4,75%; acido fosforico 8,5%)
durante 15min en oscuridad. Posteriormente, se determind la densidad éptica a
595nm en el lector de placas PHERAstar BMG Labtech (Ortenberg, Alemania) y la
concentracion de proteinas de determind aplicando la Ley de Lambert y Beer: A=
CxE&xl, donde la absorbancia (A) de una sustancia es directamente proporcional a
la concentracion (C) de la sustancia absorbente, la longitud del paso de luz (1) y el
coeficiente de extincidn molar (€), que es caracteristico de cada sustancia a una
longitud de onda determinada (Bradford, 1976).
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2.7 Obtencion de mitocondrias aisladas

2.7.1 Aislamiento de mitocondrias de cerebro de rata

Los animales fueron sacrificados en una camara de CO,. Se extrajo el
cerebro e inmediatamente se homogeneizé en frio utilizando un mortero de
Teflon-potter a 1.500rpm en buffer isotdénico (Manitol 0,23 M, sacarosa 0,07M,
HEPES/KOH 6gr/L, EGTA 1mM, pH=7,4). Se centrifugd a 700 x g durante 10min a
4°C y el sobrenadante resultante se centrifugd nuevamente a 8.000 x g, 10min a
4°C, obteniéndose en el pellet una fraccidbn enriquecida en mitocondrias
funcionales. La funcionalidad de las organelas se comprobd mediante una medida
del consumo de O, La misma consiste en seguir la disminucion de la
concentracion de O, con un electrodo, comparando los registros de respiracion
basal y luego la respiracion maxima por agregado del sustrato ADP. EI
acoplamiento de la cadena respiratoria se evalua bloqueando la ATP sintasa con
oligomicina y comprobando el retorno a la respiracién basal. Por ultimo, se disipa
el potencial de membrana con el ionéforo carbonil- cianuro 3-clorofenilhidrazona
(ccep) y se registra otra vez un estado de respiracion maxima. Todos estos pasos

dan informacién sobre la funcionalidad de las mitocondrias aisladas.

2.7.2 Aislamiento de mitocondrias a partir de células SH-SY5Y

El fraccionamiento subcelular se realiz6 acorde a lo descripto por Galli et al.,
(2009) para la obtencion de las fracciones citosélica y enriquecida en
mitocondrias. Luego de la transfeccion las células se lavaron con PBS y se
levantaron mecanicamente empleando un cell scraper y colectando la suspension
de células en un minimo volumen. Posteriormente, se centrifugaron a 1.000rpm
durante 5min a TA y el pellet fue resuspendido en buffer MSHE (manitol 0,22M;
sacarosa 0,07 M; EGTA 0,5mM; HEPES-KOH 2mM; inhibidores de proteasas:
aprotinina 1,54uM y PMSF 0,5mM; pH 7,4). Las muestras se sonicaron a 40% de
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potencia durante 10seg en un equipo Fisher Sonic Dismembrator modelo 500
(Fisher Scientific, Loughborough, UK). A continuacion, se centrifugd a 2.000rpm
durante 10min y a 4°C, para separar nucleos, los cuales permanecen en el pellet
1. Luego, se centrifugd el sobrenadante 1 durante 20min a 4°C a 10.000rpm,
obteniéndose en el pellet 2 la fraccion mitocondrial y en el sobrenadante 2, la
fraccion citosélica. Para obtener una fraccién mitocondrial con mayor pureza, libre
de ARNm citoplasmatico, el pellet 2 fue lavado con 150mM KCI y se volvié a
centrifugar a 10.000rpm, durante 10min a 4°C. Finalmente, se obtuvo el pellet 3

que constituye una fraccion subcelular enriquecida en mitocondrias.

2.8 Expresion, purificacion y marcaciéon de AS

AS salvaje y las variantes A90C y A140C fueron expresadas y purificadas
de acuerdo al protocolo reportado por Antony et al., 2003. Se seleccionaron dichas
variantes por poseer un grupo —SH disponible para su posterior marcacion con un
fluoréforo. Se realizaron minimas modificaciones en la etapa de purificacion para
A90C y A140C debido a que la presencia de cisteinas requirié la adicién del
agente reductor Tris (2-carboxietil) fosfina clorhidrato (TCEP).

La expresion de proteinas se llevé a cabo por transformacién de E. coli
BL21 en placas de agar con ampicilina 100ug/mL. Se seleccion6 una colonia y se
incubod (16h a 37°C) en 10mL de medio LB/ampicilina. Este cultivo fue diluido en
1L de LB/ampicilina y se incubé a 37°C con agitacién (200rpm) hasta alcanzar una
DO de 0,6-0,8 a 600nm. Posteriormente se indujo la expresion de AS con IPTG
1mM, se mantuvo en cultivo durante 5h, y se cosecho por centrifugacion (10min a
3.000 x g). El precipitado fue resuspendido en 15mL de solucion de lisis (Tris-HCI
10mM, pH=8/ EDTA 1mM/ PMSF 1mM) y se realizaron 3 ciclos de congelado en
N> liquido y descongelado en bano de agua a 70°C, seguidos de sonicacion. El
lisado obtenido se fue colocado en un bano de agua en ebullicion durante 20min y
luego centrifugado (30min, 2.000 x g, 4°C), con el fin de precipitar los restos de

membranas de las bacterias. El sobrenadante fue tratado con sulfato de
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estreptomicina (concentraciéon final 10mg/mL) para precipitar el ADN, agitando
suavemente a 4°C durante 15min. El ADN fue separado por centrifugacion (30min,
20.000 x g, 4°C) y el sobrenadante fue tratado con sulfato de amonio
(concentracion final 361mg/mL) durante 15min a 4°C, con el fin de precipitar las
proteinas. Se centrifugd una vez mas (30min, 20.000 x g, 4°C) y se conservo el
precipitado conteniendo AS. En el caso de las mutantes con cisteinas (A90C y
A140C), la solucién de lisis fue suplementada con TCEP 5mM para evitar la
oxidacion de los tioles. A continuacion, el precipitado del tratamiento con sulfato de
amonio fue resuspendido en 20mL de solucién reguladora Tris-HCI 25mM, pH=7,7
(con TCEP 5mM para las variantes con cisteinas). La solucién se filtr6 con un filtro
de polipropileno de 0,45um con el fin de eliminar particulas en suspension y luego
se purificd la proteina en solucién por cromatografia de intercambio idnico en una
columna MonoQ 4.6/100PE, N° 17-5179-0, (Sigma-Aldrich California, USA),
previamente activada con NaCl1M. Se emple6 un equipo FPLC (Fast protein
liquid chromatography), GE AKTA, Biocad 700E. EIl sistema se equilibré6 en
solucion reguladora Tris-HCI 25mM, pH=7,7 (+ TCEP 5mM para variantes con
cisteinas) y se aplicé un gradiente salino de NaCl, la proteina fue eluida
aproximadamente a una concentracion de NaCl 300mM. Se colectaron las
fracciones conteniendo la proteina (detectada por su absorbancia a A=280nm) y se
concentraron juntas utilizando concentradores con un corte de peso molecular de
10kDa hasta llegar a un volumen final de aproximadamente 5mL. La proteina
concentrada de dializé contra solucién reguladora de fosfato de potasio
(K2HPO4/KH2POy4, 25mM, pH=7,4) y TCEP en caso de cisteinas, durante 48h con
cambio de solucion a las 24h. Luego de dializada, se ultracentrifugé a 100.000 x g
para precipitar posibles agregados. La concentracion de la proteina fue calculada
midiendo la absorbancia a 280nm vy utilizando su coeficiente de extincién molar
(5600 M’ cm'1). Se prepararon alicuotas de la proteina y se congelaron en N;

liquido para luego guardarlas a -80°C hasta su uso.
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2.8.1 Geles SDS-PAGE-Coomasie Blue

Para evaluar la purificacion de AS luego del FPLC, la eliminacion de
agregados por ultracentrifugacion y la marcacion de la proteina con fluoréforos, se
realizaron geles SDS-Page 12-15%. Los geles fueron tefidos con una solucion de
Coomasie Brilliant Blue R-250 (2,5 g Coomassie R-250; 450mL metanol; 100mL
acido acético glacial y agua bidestilada hasta completar 1L) durante 30min a
temperatura ambiente (TA) y en agitacion. Luego se destifieron con una solucion
conteniendo 150mL de acido acético y 200mL de metanol y agua bidestilada hasta
un volumen final de 1L. La decoloracién se realizé durante toda la noche en

agitacion a TA.

2.8.2 Marcacion de AS con fluoroforos

Para llevar a cabo la marcaciéon de AS con fluoréforos, se prepararon 500
ML de A90C 6 A140C a concentracion final 200uM en solucion reguladora de
fosfato de potasio 256mM, pH=7,2 y se agregé TCEP, 2mM para mantener
reducidos los tioles. Posteriormente, se calculd la concentracion del fluoréforo
(ATTO-550 y Alexa-647), para obtener 500uL del fluoroforo en DMSO vy alcanzar
una relacion 5:1 respecto a la concentracion de proteina. La solucion del fluoréforo
se coloco por goteo a la de proteina, con agitacion, 1h a TA, con el objetivo de
mantener homogénea la mezcla y evitar la formaciéon de agregados. Se mantuvo
luego a 4°C ON a resguardo de la luz. Para eliminar el exceso del fluoroforo se
utilizé una columna de exclusion por tamafo (tamiz molecular) PD-10 (GE
Healthcare, Freiburg, Alemania). La columna fue previamente equilibrada por
pasaje de 5 volumenes de columna con la solucion reguladora de fosfato de
potasio y luego se sembro la proteina marcada. Las fracciones fueron colectadas y
se midi6 la concentracién de la proteina marcada a A=280nm y con un coeficiente

de extincién 5.600 M cm™.
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2.9 Determinacién de la respiracién mitocondrial y acoplamiento

de la cadena respiratoria

2.9.1 Oxigrafo de Clark

Se midié el consumo de O, de mitocondrias aisladas de cerebro. Las
mitocondrias recién aisladas se incubaron con AS salvaje en diferentes
concentraciones (0, 10 y 100uM) con el fin de analizar el efecto que tiene esta
proteina sobre el metabolismo mitocondrial.

La respiracion mitocondrial fue evaluada calculando la velocidad de
respiracion de las mitocondrias segun el estado metabdlico y la disponibilidad de
sustratos. Esta ultima se obtuvo calculando la pendiente de las curvas de
concentracion de O, en funcién del tiempo, relativa a la concentracion de
proteinas. Estas velocidades permiten obtener el control respiratorio (CR), que es
el cociente entre el estado 3 /estado 4 (E3/E4). Este control es funcion del grado
de acoplamiento de la cadena respiratoria y es un indicador fundamental de la
integridad mitocondrial (Figura 16 y Tabla 1). Un CR>3 indica una alta integridad
de las mitocondrias.

Para la determinacion del consumo de O, se utilizd6 un oxigrafo de Clark
previamente calibrado. La calibracion se realizé colocando agua bidestilada en la
camara de medida, se seleccionod la temperatura (25°C) y se fij6 la sefial obtenida
como el 100 % de saturacion de O,. A continuacion, se agrega una solucién
concentrada de Na,S,0.4 y se fija la sefial obtenida como el 0% de saturacién de
O,. Para la determinacion del consumo de O3 se coloco en la camara del oxigrafo
a 30°C, 1mL de la solucién reguladora para medir respiracién (Manitol 0.23M,
sacarosa 0,07M, Tris-HCI 20mM, EDTA 1mM, Cl,Mg 4mM, H,KPO4/HK,PO4 5mM,
pH=7,4) y aproximadamente 120ug de suspension de mitocondrias luego de su
respectiva incubacién con AS. Se agregd una solucibn de malato (0,6M)/

glutamato (0,4M) como sustrato para activar la cadena respiratoria desde el
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complejo | y evaluar el E4 (respiracion basal). Luego de registrar durante 2min
este parametro, se agregé ADP (25mM) para evaluar el E3 de respiracion maxima.
El calculo de las pendientes de consumo de O; para el E3 y el E4 se realiza en las
diferentes condiciones experimentales.

A partir de las pendientes, se expresan las velocidades de respiracion

mitocondrial en ng-atomo de O/min.mg proteina segun la siguiente férmula:

ng-atomo de O/min x mg proteina = 2 x[m (ng O,/min.mL)x Vf (mL)]

Vm (mL) x [Prot] (mg/mL)

Donde m es la pendiente obtenida del registro, Vf es el volumen final de la
reaccion en la cubeta, Vm es el volumen de la suspension de mitocondrias y Prot
es la concentraciéon de proteinas mitocondriales. Si bien el oxigrafo mide nmoles

de O,/mL se hace la correspondiente conversién a masa (ng).
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Figura 16: Curva caracteristica de la velocidad de consumo de O, de las mitocondrias
aisladas. E4= estado 4 que corresponde a la respiracidon basal de las mitocondrias sin adicién de
sustrato y activadas desde el Cl con malato/glutamato. E3= estado 3 que corresponde a la
respiracion maxima. El cambio de pendiente corresponde al agregado de ADP y al consecuente
aumento de la velocidad de consumo de O,. El agregado de oligomicina bloquea la actividad de la
ATPsintasa (CV) y la mitocondria vuelve a un estado de respiracion basal al no poder reducir el O,.
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Estos registros se realizaron en el laboratorio de la Dra. Silvia Alvarez perteneciente a la Catedra
de Fisico-Quimica de Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad de Buenos Aires.

Estado | Oxigeno | ADP | Sustrato |Consumo de 02| Factor limitante
3 ‘ disponible

cadena respiratoria

4 disponible bajo alto lento ADP

alto ‘ alto ‘ rapido

Tabla 1: Parametros mitocondriales que definen la integridad de las mitocondrias aisladas. El
estado 3 indica el estado de respiracion maxima debido al exceso de ADP en el medio con
mitocondrias frescas. El estado 4 representa el estado basal respiratorio de las mitocondrias
cuando la concentracion de ADP es limitante (Adaptado de Lehninger, 2005).

2.9.2 Oxigrafo de alta resolucion

El oxigrafo OROBOROS (O3K) (Innsbruck, Austria) se caracteriza por
proveer registros de alta resolucidén para monitorear la funcién respiratoria
mitocondrial empleando pequenas cantidades de tejido (Gnaiger et al., 2005). En
nuestro caso, se estudidé cualitativamente el cambio en el consumo de O; en
presencia de diferentes concentraciones de AS (10uM y 100uM) en mitocondrias
aisladas de cerebro de rata. Para ello, se partié de 0,2mg/ml de mitocondrias en
2mL de medio de respiracion (125mM KCI, 5mM HEPES, 3mM MgCl,, 2mM
KH,PO4 y 0,5mM EGTA (pH 7.4). Las mediciones de consumo de O3 se realizaron
a 30°C y en agitacién (500rpm), abarcando un rango de 0 a 300nmol/mL de O,. Se
agrego una solucién para activar la cadena respiratoria desde el Cl (10mM de L-
glutamato, 2 mM malato y 5mM piruvato), se tomo el registro y luego se bloqued la
actividad de este complejo con rotenona 0,5uM. A continuacién se agregé 10mM
de succinato para activar la cadena respiratoria desde el Cll. La respiracion
maxima (E3), en ambos casos, se registrd luego del agregado de ADP. La
respiracion basal (E4) se obtuvo por el agregado de un inhibidor del CIIl,
antimicina A. La adicion de los sustratos e inhibidores de la cadena respiratoria
correspondientes a cada etapa del registro se utilizé para monitorear la capacidad

respiratoria y el acoplamiento de la cadena (Figura 17).
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Figura 17: Registro modelo obtenido con el oxigrafo de alta resolucién. La curva azul indica la
disminucién de la concentracién de O, y la roja el flujo de O, mitocondrial. El agregado de
malato/glutamato (M/G) activa la cadena respiratoria desde el Cl y la adicion de ADP permite el
paso del E4 al E3 de respiraciéon maxima. El agregado de rotenona (Rot) inhibe al Cl y el de
succinato (Succ) activa la cadena respiratoria desde el Cll. Un agregado adicional de ADP permite
registrar nuevamente el E3. Luego se bloquea la cadena agregando antimicina A (AA) y se registra
el E4 de reposo. Cuando se agrega el ionodforo Trifluorometoxi Carbonil Cianida Fenilhidrazona
(FCCP), se disipa el potencial de membrana mitocondrial y se registra la maxima respiracion que,
en el caso de coincidir con el valor del agregado de ADP, confirma el acoplamiento de la cadena
respiratoria. Estos experimentos fueron realizados en colaboracién con el grupo del Dr. Rafael Radi

y la Dra. Adriana Cassina, CEINBIO, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay.

2.10 Velocidad de produccion de ATP en mitocondrias aisladas

El ATP producido por las mitocondrias en presencia de AS 0, 10 y 100uM
(15min, 25°C) se determind a través de una técnica quimioluminiscente basada en

el sistema luciferina-luciferasa:

luciferasa + luciferina + ATP - luciferasa-luciferil-AMP + Pi

luciferasa-luciferil-AMP + O, - luciferasa + Oxiluciferina + AMP + CO, + hv
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El ATP generado se determin6é en un medio de reaccién conteniendo KCI
120mM; Tris-HCI 20mM; EDTA 1,6mM; BSA 0,08%; KoHPO4/KH,PO4 8mM; MgCl,
0,08mM; pH 7,4; Tris-acetato 0,04M (pH 7,75); luciferina 0,04mM; luciferasa
1ug/ml y 30-50pg de mitocondrias frescas y acopladas. Para determinar la
velocidad de produccién de ATP se agregd Malato 1mM, Glutamato 1mM y ADP
0,1 mM. Las mediciones se realizaron en un contador de centelleo liquido LKB
Wallack 1209 Rack beta liquid scintillation counter (Perkin Elmer, Argentina) y se
realizaron lecturas cada 15s durante 3min. Para expresar los resultados, se realizé
una curva de calibracion utilizando distintas cantidades de ATP (de 0 a 100
nmoles) (Vives-Bauza et al., 2007). El contenido de ATP se expresé en nmol
ATP/mg prot. y la velocidad de produccién de ATP como nmol ATP/min.mg prot.
Es importante destacar que debe analizarse el grado de acoplamiento de las
mitocondrias de la muestra en forma previa a la determinacién de la produccion de
ATP.

2.11 Produccion de O, en mitocondrias aisladas

Se utilizé la sonda MitoSOX Red como indicador de la produccion de anion
superoxido (O2") mitocondrial. EI MitoSOX Red es un derivado catidnico del
dihidroetidio (DHE) que es capaz de ingresar al interior de células vivas y dirigirse
especificamente a la mitocondria. Una vez alli, puede ser oxidado por radicales
O, para formar 2-hidroximitoetidio, el cual presenta una intensa fluorescencia
roja al unirse a acidos nucleicos con pico de excitaciéon a 510nm y de emision a
595nm. De modo similar al DHE, el MitoSOX Red puede reaccionar con otros
oxidantes para formar mitoetidio, que fluoresce en la misma longitud de onda que
el 2-hidroximitoetidio. Sin embargo, es posible detectar independientemente el
producto especifico de la oxidacion del MitoSOX Red por O,” ya que el mismo
posee un pico de excitacion a 400nm, que no comparte con el mitoetidio
(Robinson et al., 2008).

76



Materiales y Métodos

Las mitocondrias aisladas de cerebro de rata se incubaron con AS salvaje
10 y 100uM. Luego de 15 min a 25°C se centrifugd suavemente (700 x g, 2min) y
se descarto el sobrenadante. Las mitocondrias presentes en el pellet, se lisaron
por shock osmatico y se realizé una centrifugacién a 10.000 rpm, 10min. Luego se
tomaron 70uL del sobrenadante (aproximadamente 30 ug de proteinas) y se
colocaron en pocillos de placas oscuras. Se agregé MitoSOX Red 10 uM final, se
incubé 10min a 37°C, en oscuridad y se midié la fluorescencia de los ROS

inespecificos a Aex: 485nm; Aem: 590nm y de O," a Aex: 420nm: Aem: 590nm.

2.12 Microscopia electronica de transmisién

Las mitocondrias incubadas con AS 100uM durante 30min a 37°C se
centrifugaron a 5.000 rpm 15min a 4°C y el pellet se fij6 con una mezcla de
glutaraldehido 0,05% y PFA 2% en PBS durante 1h a 4°C. Luego de la fijacién, las
muestras fueron embebidas en la resina LR White hidrofilica (London ResinWhite
resin-Polyscience, Inc. 17411), segun el protocolo descripto previamente (Harris et
al., 1995) y posteriormente cortadas en secciones ultrafinas de aproximadamente
80nm con un ultramicrétomo (Sorvall MT2B, Oshawa, Canada).

Para realizar la inmunomarcacion, primero se inactivd el exceso de
glutaraldehido con glicina 100mM durante 20min. Luego se agregd Proteinasa K
100 pg/mL durante 40min para exponer los epitopes de AS y se bloqued con BSA
3% en PBS durante 1h a TA. Posteriormente se incubd con el anticuerpo primario
anti-AS en una dilucion 1/30, ON a 4°C. Se realizaron 3 lavados con PBS de
10min cada uno. Luego se incub6é (1h a TA) con un anticuerpo secundario
conjugado con oro (5nm) en una diluciéon 1/50, y se realizaron 3 lavados con PBS
de 10min cada uno. Posteriormente, el material se contrasté con acetato de
uranilo (2% m/v) durante 30min. Las imagenes fueron tomadas con un
microscopio electrénico de transmision Philips EM 301 (/llinois, USA) a una

magnificacién de 70.000X.
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2.13 Transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET)

Se evaluo por FRET la interaccién entre TOM20 y AS con el fin de dilucidar
un posible mecanismo de entrada de la proteina a la mitocondria. La AS marcada
con el fluoréforo ATTO-550 se utilizé como donor. TOM20 se marcd con un
anticuerpo secundario Alexa647 y fue utilizado como aceptor. Las mitocondrias se
incubaron con AS durante 30min a 37°C, luego se adhirieron a cubreobjetos con
previo coating de poli-L-lisina durante 20min.

La técnica de FRET se basa en la interaccién fotofisica entre dos
fluoréforos. Cuando dos moléculas fluorescentes estan proximas (<10nm) la
energia de excitacion puede ser transferida de manera no radiativa de una hacia
otra, como resultado de la formacion de un dipolo-dipolo. Por lo tanto, la energia
fluye desde un donor excitado a un aceptor con una eficiencia dependiente del par
de fluoréforos elegido.

Para este experimento se siguid el protocolo descripto por Grecco y
Bastiaens en, 2010 (Grecco & Bastiaens, 2010). Primero se caracterizaron los
factores que provocan bleed-through (B) y los que producen excitacion directa (C).
Para el bleed-through se tomaron imagenes del donor utilizando el filtro de FRET
(Ipa°° %™ Luego se adquirieron imagenes de la misma muestra con el filtro del

donor (Ip%°° %" y se calculd B:
[ |DAsoIo donor ]

B=
[ | solo donor ]
D

Para la excitacion directa se tomaron imagenes de muestras marcadas sélo

solo aceptor)

con el aceptor utilizando el filtro de FRET (lpa , luego se tomaron

imagenes con el filtro del aceptor (1,5°° 2P} y se calculé C:
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[ IDA solo aceptor

C=
[ |Asolo aceptor

Estos cocientes se realizaron con los valores medios de todas las imagenes
tomadas en estas condiciones. Ipa es el canal de FRET, Ip es el canal del donor e
Ia es el canal del aceptor.

Una vez realizados estos controles, se procedié a tomar las imagenes de
las muestras marcadas con los dos fluoréforos mencionados. Se adquirieron
imagenes con Ip, con Ipa y con Ia. Luego se procedido a calcular la emisidn
(sensitized emission, lsens) utilizando los factores B y C calculados previamente y
las imagenes capturadas con Ip, Ipa € la. Se corrigieron todas las imagenes

sustrayendo el background:

Con este valor, se calcula finalmente la eficiencia aparente de energia transferida
en cada pixel (AFEa, por sus siglas en inglés apparent FRET efficiency, a:

acceptor):

| I

Para su mejor visualizacion, se multiplicé la imagen de AFEa por una
mascara binaria obtenida a partir de la imagen en el canal del aceptor, que es la
sefal mitocondrial marcando TOM20. Los valores ubicados en zonas donde existe
la sefal mitocondrial son multiplicados por 1 y mantienen su escala de color. Las
zonas correspondientes al fondo de la imagen son multiplicadas por 0 y aparecen

de color negro.
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2.14 Fraccionamiento submitocondrial

Para evaluar la localizacion mitocondrial de AS, se realizd un
fraccionamiento de las mitocondrias aisladas obteniéndose los 4 compartimientos
mitocondriales: MME, El, MMI y MA. Para ello, se lisaron las mitocondrias
mediante un shock osmotico con H,OmQ durante S5min y luego el lisado se
centrifugd 10min a 12.000 x g, para obtener un sobrenadante rico en MME y El
(Sobrenadante A). El precipitado, correspondiente a los mitoplastos, se sonico
(40W, 60seg a 4°C) y luego se realizdé una centrifugacion a 8.000 x g durante
10min para obtener un sobrenadante rico en MMI y MA (Sobrenadante B).
Posteriormente, los sobrenadantes A y B fueron sometidos a ultracentrifugacion a
100.000 x g durante 30min. A partir del sobrenadante A se obtuvo un nuevo
sobrenadante enriquecido en El y un precipitado correspondiente a la MME
mientras que del sobrenadante B se obtuvo un sobrenadante enriquecido en MA'y
un pellet conteniendo MMI (Antico-Arciuch et al., 2009). La localizaciéon de AS en
una o mas de estas fracciones fue analizada por western blot (SDS-PAGE, 12%)
empleando un anticuerpo especifico para AS. Los controles del fraccionamiento se

realizaron utilizando marcadores especificos de cada fraccion mitocondrial.

2.15 Cultivo celular

Las células SH-SY5Y (pasajes 6-25) (Park & Kim, 2013) se cultivaron en
medio minimo esencial Dulbecco, alta glucosa (DMEM-F12) con 10% de suero
fetal bovino, 100 IU/ml penicilina, 100ug/ml estreptomicina, 10mM de piruvato de
sodio y 10mM de aminoacidos no esenciales. Las células se incubaron en una
estufa Thermo Scientific Heraeus (Alemania), con humedad en saturacién, 5%
CO, y a 37°C hasta un 70-80% de confluencia. Los pasajes se efectuaron
utilizando tripsina 0,25% con 1mM de EDTA en PBS para remover las células y
pasarlas a placas nuevas. En el caso de la preparacion de los stocks, las células

cosechadas se resuspendieron en 1mL de medio de cultivo completo con 10% de
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DMSO y se almacenaron en N, (liq). Se sembraron 2x10* células por pocillo en
placas de 96 pocillos, 5x10° células en placas de 6 pocillos y 3x10* células en

placas de 12 pocillos hasta que llegaron a un 70% de confluencia.

2.16 Transfeccion con ADN plasmidico

Las células SH-SY5Y se transfectaron con los plasmidos correspondientes
utilizando como medio de transfeccion polietilenimina (PEI) (Hsu et al., 2012). Para
ello se prepardé una mezcla de PEIl: ADN (3:1) en medio de cultivo sin suero, se
agitdé en vortex de 10 a 15 seg y se dej6 10min dentro del flujo laminar.
Transcurrido ese tiempo, se agregd la mezcla a cada pocillo conteniendo las
células, por goteo tratando de cubrir toda la superficie. La mezcla de transfeccion
permanecid 5 h en la estufa a 37°C y luego se reemplazé por medio fresco

completo.

2.17 Inmunocitoquimica

Se sembraron 3 x10* células sobre cubreobjetos de 12mm recubiertos con
Poly-D-lisina colocados en placas de 12 pocillos con medio de cultivo DMEM/F12
completo. Luego de realizar los tratamientos correspondientes, se descarté el
medio de cultivo y se realizaron 2 lavados con PBS (500uL por pocillo).
Posteriormente, se fijaron las células con PFA 4% durante 20min a TA y se
realizaron 3 lavados con PBS de 10min cada uno.

Luego, se permeabilizaron las células con Tritén 0,05% en PBS, 10min a
TA (400 uL por pocillo) para permitir que los anticuerpos primarios puedan acceder
a su blanco. Se realizaron 2 lavados con PBS de 10min y un bloqueo con solucién
de BSA 3% en PBS durante 1h a TA. Transcurrido ese tiempo, se descartoé la
solucion y se agregaron las diluciones de los anticuerpos primarios en BSA 3%.
Se incubaron durante 1h a TA. Se realizaron 3 lavados de 10min cada uno con

PBS. Posteriormente se procedid a la incubacién con los anticuerpos secundarios
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durante 1h a TA. Se realizaron 3 lavados con PBS de 10min. En los casos en que
se realizé co-tincion con DAPI 1uM para marcar los nucleos de las células, se
incubo con este colorante, 10min a TA en oscuridad y se lavo 3 veces con PBS.
Finalmente se realizé el montaje colocando los vidrios sobre una gota de medio de
montaje Mowiol (20 pL por vidrio).

Cuando se realizaron inmnocitoquimicas de mitocondrias aisladas, se
procedié de la siguiente manera: las mitocondrias aisladas se incubaron durante
30min a 37°C con la mutante A90C marcada con el fluoréforo ATTO-550-
maleimido a concentraciones 1 y 10uM. Luego se colocaron sobre cubreobjetos
tratados con poli-L-lisina, se fijaron y se procedié como se describe arriba para las

células.

2.18 Determinacion de la viabilidad celular

2.18.1 Ensayo de reduccién de MTT

Las sales de tetrazolio, como el MTT, poseen un anillo que es capaz de ser
reducido por varias deshidrogenasas celulares generando formazan, un producto
azul oscuro y parcialmente insoluble. Esta reaccidn tiene lugar en todas las células
metabdlicamente activas y es, por lo tanto, un indicador de viabilidad celular. Se
siguidé la metodologia original descripta por Mosman, 1983 (Mosman et al., 1983)
con ligeras modificaciones (Alaimo et al., 2011). Luego de la transfeccion, las
células se lavaron con PBS y se incubaron con MTT 0,125 mg/mL en medio de
cultivo sin suero a 37°C durante 90min. Transcurrido este tiempo, se retiré el
medio y el formazan se solubilizé en 200uL de DMSO. La absorbancia se midié a

570nm y se le resto la absorbancia de referencia medida a 655nm.
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2.18.2 Determinacion de los niveles de ATP

Se empled el kit comercial Cell Viability Assay (PROMEGA, Madison, USA).
En este caso, se genera una seial luminiscente que es proporcional a la cantidad
de ATP liberado al medio, en presencia de luciferasa y M92+, mediante la siguiente

reaccion:

luciferina + ATP + O, = oxiluciferina+ AMP + Pi + CO, + hv

El ATP presente se cuantifica en base a una curva de calibracion obtenida
con concentraciones conocidas. Se considera que la sefal luminiscente es
proporcional al numero de células metabdlicamente activas, y por lo tanto es un
indice de la viabilidad celular. Las medidas de luminiscencia se realizaron en un
lector de placas PHERAstar FS BMG LABTECH (Ortenberg, Alemania).

2.18.3 Liberacion de LDH

La liberacién de LDH al medio de cultivo es un indicador de la pérdida de
integridad de membrana plasmatica. Se utilizé el kit comercial CytoTox-ONE™
Homogeneous Membrane Integrity Assay (PROMEGA, Madison, USA). La
liberacion de LDH al medio genera una sefial fluorescente debida al resofurin, de

acuerdo a las siguientes reacciones:

Lactato + NAD+ ___PH _ Ppjruvato + NADH

NADH + Resazurinm Resorufin (fluorescente) + NADH

Las mediciones de todos los ensayos mencionados se realizaron utilizando un
lector de placa PHERAstar BMG Labtech (Ortenberg, Alemania).
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2.19 Generacion de ROS

Para detectar los niveles de ROS se utilizé el reactivo: 2'.7'-
diclorofluoresceina-diacetato (DCFH-DA). Este compuesto difunde dentro de la
célula y es desacetilado por esterasas celulares a un compuesto no fluorescente
2’, T’-diclorodihidrofluorescina (DCFH), que es rapidamente oxidado a la especie
fluorescente 2’, 7’- diclorofluoresceina (DCF), por accién de las ROS presentes. Se
sigui6 la metodologia puesta a punto en nuestro laboratorio (Gara et al., 2012).

Las células fueron cultivadas en placas de 96 pocillos. Posteriormente se
retir6 el medio de cultivo y se lavdé suavemente una vez con PBS. Luego se
agregaron 200uL de medio RPMI sin suero y sin rojo fenol con DFCH-DA a
concentracion final de 15uM. La placa se incubd durante 30 min a 37°C en la
estufa y protegida de la luz. Una vez finalizada la incubacion, el medio se pasé a
una placa negra para medir la fluorescencia. Se realizé un lavado con PBS y se
paso a placa para su medicidn. Las células se incubaron con una solucion de lisis
hipoténica (KCI 7,5mM, pH=7) durante 1 h a 37°C protegidas de la luz. Luego se
homogeneizo el lisado y la placa se centrifugd a 4.500 rpm 15min para bajar las
membranas. El sobrenadante resultante se pas6 a una placa oscura y se midio la
fluorescencia. Los datos obtenidos se relativizaron a la cantidad de proteina
presente. Las medidas de fluorescencia se realizaron en un lector de placas
FLUOstar OPTIMA BMG LABTECH (Ortenberg, Alemania), a longitudes de onda

de excitacion de 480nm y emisién de 530nm.

2.20 Determinacioén de anioén superoxido

2.20.1 Espectrofluorometria

La produccién de O,” se analizé utilizando la sonda MitoSOX Red. Para
este ensayo las células SH-SY5Y cultivadas en placas de 96 pocillos se

transfectaron con AS y otras con el vector vacio. Como control positivo se empled
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rotenona 100nM, para inducir la formacion de O,". Las células se incubaron a
37°C con la sonda a una concentracién final de 10 yM, durante 10min en
oscuridad. A continuacion se retiré el medio, se lavo con PBS y se procedio a lisar
las células con el mismo procedimiento utilizado para la DCFH-DA. Las
mediciones de fluorescencia se realizaron para el medio de cultivo, el lavado y
para el sobrenadante resultante de la lisis. Se utiliz6 un lector de FLUOstar
OPTIMA BMG LABTECH (Ortenberg, Alemania). Se midi6 la fluorescencia de los
ROS inespecificos a Aex: 485nm; rem: 590nm y de O;" a iex: 420nm: iem:
590nm.

2.20.2 Microscopia de fluorescencia

Se prepararon cubreobjetos de 12mm con un doble recubrimiento: en
primer lugar Poly-L-lisina 100pg/mL durante 30min a TA y luego laminina 50
pg/mL 3h a 37°C, para favorecer la adhesion de las células al vidrio. Las células
se transfectaron con pcDNA3-ASwt y 48h después se realiz6 el experimento.

Se preparé una solucion de MitoSOX Red 10uM en PBS y se colocaron 50
ML de esta soluciéon sobre los vidrios cubriendo toda la superficie. Se incubd,
protegido de la luz, durante 10min a 37°C. Posteriormente se lavo con PBS y los
controles positivos se incubaron con rotenona 100 y 300nM, durante 15min a 37°C
en oscuridad. Una vez finalizada la incubacion, se realizé un lavado suave con
PBS y las células se fijaron con PFA 4% durante 20min en oscuridad. Se
realizaron 3 lavados con PBS y se incubé con DAPI 1uM 10min a TA. Se
efectuaron 3 lavados con PBS de 10min y los vidrios se montaron con Mowiol. Las
muestras se analizaron en un microscopio de fluorescencia Olympus I1X71 (Tokyo,
Japan), equipado con un objetivo 60 X de aceite AN=1.43, y las imagenes fueron
capturadas con una camara CCD. El procesamiento de las imagenes se realiz
con el programa Imaged. Se cuantificd la intensidad de fluorescencia/area, de
todas las células en los diferentes tratamientos.
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2.21 SDS-PAGE y Western blot

A las muestras obtenidas a partir de lisados celulares, fraccionamientos
subcelulares y fraccionamientos submitocondriales se les agregdé buffer de
muestra (Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8; SDS 2%; glicerol 30%; B-mercaptoetanol 15%;
azul de bromofenol 5,75x10° %; B-mercaptoetanol 3mM) en la relacién 2:1
(muestra:buffer) y luego se calentaron a 100°C durante 10min. Las soluciones
utilizadas para la electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes fueron: gel separador (Tris-HCI 350mM; SDS 0,09%;
acrilamida/bisacrilamida 8, 10, 12 y 15%, persulfato de amonio 0,1%; TEMED
0,2%, pH 8,8). Gel -concentrador: (Tris-HCI 130 mM, SDS 0,1%,
acrilamida/bisacrilamida 3,8%, persulfato de amonio 0,1%, TEMED 0,2%, pH 6,8).
Las muestras se corrieron a un voltaje constante de 120V en presencia de buffer
de electroforesis (Tris 25mM; glicina 192mM; SDS 0,1%, pH 8,3). Una vez
finalizada la separacion electroforética, las proteinas se transfirieron a una
membrana de PVDF (GE Healthcare Life Sciences, Amersham, Alemania)
empleando buffer de transferencia (Tris 25mM; Glicina 190mM; Metanol 20%) en
el dispositivo MiniPROTEAN Transblot System (BIO-RAD, Argentina) a un voltaje
constante de 90V, durante 2 horas en frio. Luego se realizd una tincién con Rojo
Ponceau (Rojo Ponceau S 0,2%: acido acético 1%) para comprobar la eficiencia
de la transferencia.

Luego de la transferencia, las membranas se incubaron en una solucion de
bloqueo (leche 5% en Tris 20mM pH=7,5; NaCl 150mM; Tween 20 0,1%, TBST)
durante 90min a TA y luego en una solucién de anticuerpo primario ON a 4°C. Se
realizaron 3 lavados con TBST de 10min cada uno y posteriormente se incubo
con el anticuerpo secundario correspondiente (1h, TA). A continuacion, se
realizaron 3 lavados con TBST de 15min cada uno. Todas las incubaciones con
anticuerpos y lavados se realizaron con agitacién. Las membranas se revelaron

empleando el reactivo quimioluminiscente ECL.
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2.22 Analisis de colocalizacion

Para el analisis de la colocalizacion se empled la herramienta coloc2
del programa Fiji (Imaged) (U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Madison,
USA). Se calcularon los coeficientes de Manders (M1 y M2). Estos indices miden
en una escala de 0 a 1 la superposicion de pixeles entre los dos canales. Un
coeficiente de correspondencia igual a 1 representa 100% de colocalizacion,
mientras que uno cercano a 0 implica baja colocalizacién. Esto se
realizé utilizando una macro disefiada por el Dr. Federico Fuentes (Academia de
Medicina, Bs As, Argentina) que permite la aplicacion de umbrales para cada
canal, el calculo de los contornos de las regiones celulares de cada imagen v,

finalmente el calculo de los coeficientes mencionados (Manders et al., 1993).

2.23 Analisis estadistico

Los resultados obtenidos se expresaron como la media de 2 6 3
experimentos independientes con el correspondiente error estandar (SEM). Para
la determinacién de diferencias significativas (p<0,05; p<0,01 y p<0,001), se llevo
a cabo el correspondiente andlisis estadistico empleando el programa GraphPad
Prism 4 (Graph Pad Sofware, San Diego, USA).

Para comparar dos medias se aplicé la Prueba t-Student, mientras que para
llevar a cabo la comparacion de tres 0 mas medias, se utilizé el test ANOVA de un

factor, con un post-test de Newman- Keuls.

87



Materiales y Métodos

Referencias Bibliograficas

Alaimo, A., Gorojod, R. M., & Kotler, M. L. (2011). The extrinsic and intrinsic apoptotic
pathways are involved in manganese toxicity in rat astrocytoma C6 cells. Neurochemistry
international, 59(2), 297-308.

Antico-Arciuch, V., Galli, S., Franco, M. C., Lam, P. Y., Cadenas, E., Carreras, M. C., &
Poderoso, J. J. (2009). Akt1 intramitochondrial cycling is a crucial step in the redox
modulation of cell cycle progression. PLoS One, 4(10), e7523.

Antony, T., Hoyer, W., Cherny, D., Heim, G., Jovin, T. M., & Subramaniam, V. (2003).
Cellular polyamines promote the aggregation of a-synuclein. Journal of Biological
Chemistry, 278(5), 3235-3240.

Bradford, M. M. (1976). A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding.Analytical
biochemistry, 72(1-2), 248-254.

Galli, S., Jahn, O., Hitt, R., Hesse, D., Opitz, L., Plessmann, & Jovin, T. (2009). A new
paradigm for MAPK: structural interactions of hERK1 with mitochondria in HelLa cells. PLoS
One, 4(10), e7541.

Gara, P., Garabano, N., Portoles, M., Moreno, M., Dodat, D., Casas, O. R., & Kotler, M. L.
(2012). ROS enhancement by silicon nanoparticles in X-ray irradiated aqueous suspensions
and in glioma C6 cells.Journal of Nanoparticle Research, 14(3), 1-13.

Gnaiger, E., Wright-Paradis, C., Sondergaard, H., Lundby, C., Calbet, J. A., Saltin, B., &
Boushel, R. (2005). High-resolution respirometry in small biopsies of human muscle:
correlations with body mass index and age.Mitochondr Physiol Network, 10(9), 14-15.
Grecco, H & Bastiaens, P. Imaging Protein States in Cells, Live Cell. Chater six (2010)
(95,117).

Harris, K. F., Esbroeck, Z., & Duffus, J. E. (1995). Moderate-temperature polymerization of
LR white in a nitrogen atmosphere. Microscopy research and technique, 32(3), 264-265.
Hsu, C. Y. M., & Uludag, H. (2012). A simple and rapid nonviral approach to efficiently
transfect primary tissue-derived cells using polyethylenimine. Nature protocols, 7(5), 935-
945.

Manders, E. M. M., Verbeek, F. J., & Aten, J. A. (1993). Measurement of co-localization of
objects in dual-colour confocal images. Journal of microscopy,169(3), 375-382.

Mosmann, T. (1983). Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application to
proliferation and cytotoxicity assays. Journal of immunological methods, 65(1-2), 55-63.
Park, H. J., & Kim, H. J. (2013). Inhibitory effect of nicardipine on rotenone-induced
apoptosis in SH-SY5Y human neuroblastoma cells. Molecular medicine reports, 7(3), 941-
946.

Robinson, K. M., Janes, M. S., & Beckman, J. S. (2008). The selective detection of
mitochondrial superoxide by live cell imaging. Nature protocols,3(6), 941-947.

Vives-Bauza, C., Yang, L., & Manfredi, G. (2007). Assay of mitochondrial ATP synthesis in
animal cells and tissues. Methods in cell biology, 80, 155-171.

88



Resultados




Resultados

Capitulo 1. ASOCIACION DE AS A LA MITOCONDRIA

Los intentos por dilucidar los mecanismos celulares que promueven la
neurodegeneracion caracteristica de la EP han llevado a explorar la asociacion de
AS con la mitocondria. La afinidad de AS por las membranas con aminoacidos
acidos y cardiolipina, caracteristicos de las membranas mitocondriales, ha
convertido a esta organela en uno de los blancos principales de investigacion
(Ghio et al., 2016; Yasuda et al., 2013). Sin embargo, la bibliografia disponible
hasta el momento es contradictoria con respecto a la localizacion submitocondrial
de AS (Cole et al., 2008; Devi et al, 2008; Guardia- Laguarta et al., 2014). Por lo
tanto, la relacion entre dicha localizacion y su efecto sobre el metabolismo de la
organela continia siendo un campo abierto a la investigacion (Banerjee et al.,
2010; Parihar et al., 2008). En este trabajo, se decidioé trabajar con mitocondrias
aisladas como modelo para estudiar importe de proteinas y efectos sobre la
funcionalidad, dadas las numerosas ventajas que presentan (Fernandez-Vizarra et
al., 2010).

Todos los experimentos se realizaron con AS salvaje. Las mutantes con
cisteinas han sido utilizadas para la marcaciéon con fluoréforos. De ahora en
adelante, se utilizara siempre la notacion AS para indicar la proteina salvaje y se

aclarara en cada caso qué mutante en cisteina se utilizo.

1.1 Expresion, purificacién y marcacion fluorescente de AS
1.1.1 Expresion y purificacion de AS

El primer paso para el cumplimiento de este objetivo consistié en obtener la
proteina AS recombinante pura. Esto se logré a partir de lisados bacterianos de la
cepa BL-21 (DE3) de E.coli transformada con el plasmido pt7-T7 (T7 RNA
Polymerase System) que lleva inserto el gen de AS rio abajo del promotor T7. Por

otra parte, el cromosoma bacteriano tiene incorporado el gen de la T7-RNA
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polimerasa rio abajo del promotor-Lac inducible por IPTG. Una vez inducida la
expresion de la T7-RNA polimerasa se produce la sobreexpresion de la proteina
de interés. Las bacterias se lisaron y se procedio a purificar AS como se describe
en la seccidn Materiales y Métodos. La fraccién proteica proveniente del ultimo
paso de purificacion (ultracentrifugacion) se evalu6 en geles de acrilamida (SDS-
PAGE) 12% coloreados con Coomasie Blue. El objetivo de este paso consistio en
comprobar si la proteina estaba libre de contaminaciones provenientes de la
expresion en bacterias y que la ultracentrifugacion fue capaz de eliminar los
agregados. Se observaron bandas mayoritarias correspondientes al monémero de
AS (PM: 14kDa) (Figura 18A). También de detectd la presencia de una minima
cantidad de proteina de PM ~40 y 70 kDa. Las mutantes purificadas AS-A90C y

AS-A140C se obtuvieron siguiendo el mismo procedimiento.

1.1.2 Marcaje de AS con fluoréforos

Las proteinas AS-A90C y AS-A140C provenientes de la purificacion se
marcaron con diferentes fluoréforos para ser utilizadas en los experimentos de
microscopia, como se explicod en la seccion Materiales y Métodos. A continuacion,
para validar la marcacion de la proteina, se tomd una alicuota de A90C 6 A140C
marcada con ATTO-550 6 Alexa-647 y se analiz6 mediante cromatografia en
columna de intercambio idnico. La coincidencia de las sefales que corresponden
al fluoroforo y a la proteina son indicativos de la efectividad de la marcacion
(Figura 18B). El rendimiento promedio de estas marcaciones fue de 60% en

todos los casos. Este dato se calculd utilizando la siguiente férmula:

max * 3 prot

%DOL = X 100
(AZSO - AmaX' CFZSO)' € fluor
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Donde DOL corresponde al grado de marcacién (Degree of Labeling) y representa
el promedio de moléculas fluorescentes acopladas a una proteina. Este DOL
puede calcularse a partir del espectro de absorcidén de la proteina marcada. Amnax=
longitud de onda a la cual la absorbancia es maxima para el fluoréforo, €,0=
coeficiente de extincion molar de la proteina pura en M'cm™' a 280nm, Equor=
coeficiente de extincion molar del fluoréforo para su absorbancia maxima (M™'.cm’
1), Aggo= absorbancia de la proteina a 280nm, CFyg= factor de correcciéon que

depende las propiedades del fluoréforo (especificadas en el data sheet del
producto).
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Figura 18. Obtencion de AS marcada. A. Las proteinas purificadas se sembraron en un gel SDS-
PAGE 12% coloreado con Coomasie Blue. EI PM de 14 kDa corresponde al monémero de AS.
Calle 1= Marcador de PM, calle 2: 10 uM AS, calles 3 y 4= 5 uM AS (estimada por medicion de la
absorbancia a 280nm). B. Ejemplo de un registro cromatografico obtenido con AS marcada. La
curva violeta corresponde a la proteina (280nm). La linea punteada roja indica el aumento de la
concentracion de NaCl que permite que la proteina se eluya de la columna (%B). La linea
punteada verde registra el aumento de la conductividad coincidente con el aumento de la
concentracion de sal. La linea marrén indica la senal de emision del fluoroforo, en este caso ATTO-
550 y se registra en coincidencia con el pico de proteinas a 280nm.

Como se observa en la Figura 18A, parte de la proteina eluida presenta
bandas de PM diferente a AS. Para confirmar que el paso de ultracentrifugacion
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elimina las especies agregadas de AS, se analizaron mediante western blot las
senales de AS provenientes de muestras ultracentrifugadas y sin ultracentrifugar,
incubadas o no con AS (30min 37°C) (Figura 19). Se observa que las muestras
ultracentrifugadas no presentan agregados aun luego de ser incubadas a 37°C.
Por lo tanto, todos los experimentos se llevaron a cabo con previa

ultracentrifugacion.

A AS ultra-centrifugada (uM) PM (KDa) B AS no ultra-centrifugada (M)

1 10 100 1 10 100 1 10 100
50 —
32 —

Figura 19: Analisis de AS mediante western blot. A. Sobrenadante de la ultracentrifugacion sin
posterior incubacion y con incubacion de 30min a 37°C. B. AS no ultracentrifugada sin y con
incubacion 30min a 37°C.

1 10 100

1.2 Integridad de las mitocondrias aisladas de cerebro de rata

El siguiente paso consistio en analizar la integridad de las mitocondrias
aisladas de cerebro de rata. Para ello, las organelas se inmunomarcaron contra la
proteina TOM20, un componente del complejo transportador de membrana
externa TOM (por sus siglas en inglés: Transporter Outer Membrane) y se
analizaron por microscopia de fluorescencia (Figura 20A y B). Se visualizaron
como anillos completos, una morfologia caracteristica de las mitocondrias que
mantienen su integridad de membrana (Messerschmitt et al., 2003; Bahnemann et
al., 2014).Dado que durante el aislamiento, algunas mitocondrias se rompen, se
observaron también anillos abiertos o fragmentados (Figura 20A’, asteriscos).
Con el objetivo de estimar el porcentaje de mitocondrias sanas, se cuantifico el
numero de organelas presentando ambas morfologias en 6 campos al azar

obteniéndose un valor de 84,4 + 8,4% de mitocondrias con forma de anillo.
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Figura 20: Control de la integridad mitocondrial. A-B. Imagenes de campos aleatorios tomados
de dos aislamientos diferentes. Los paneles muestran el resultado de la microscopia de
fluorescencia de mitocondrias aisladas. Los recuadros corresponden a las zonas magnificadas en
A-B’. A’-B’. Las flechas blancas muestran ejemplos de mitocondrias enteras (anillos completos) y
los asteriscos mitocondrias rotas (fragmentos de mitocondrias que no fueron considerados como
organelas intactas), barras=5um.Las imagenes fueron tomadas en un microscopio de fluorescencia
Olympus IX71, objetivo 60X, AN= 1.42, barras=2 ym.

Para validar la integridad mitocondrial también se realizaron medidas del

consumo de oxigeno segun se describe en el proximo capitulo.

1.3 Localizacion submitocondrial de AS

Una vez obtenidas las mitocondrias aisladas de cerebro nos propusimos
estudiar la localizacién de AS en los compartimientos mitocondriales y su efecto

sobre la funcionalidad de la organela. En la Figura 21 se resume, ademas del
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esquema de aislamiento y marcacion de las mitocondrias ya descriptos, los

ensayos planteados a tal efecto.

Microscopia de
fluorescencia,
electronicay WB.
AS recombinante humana Evaluacion de
parametros
mitocondriales

Mitocondrias de \ ATTO—
cerebro b

Analisis de la asociacion de

ASy de la funcionalidad
[— y

mitocondrial.

Rata Wistarmacho 8
semanas

Figura 21: Aislamiento, marcacion y analisis del efecto de AS en la mitocondria.

1.3.1 Analisis por microscopia de fluorescencia

En un primer estudio, para establecer la posible asociacion entre AS y la
mitocondria, se incubo la proteina recombinante con las mitocondrias aisladas y se
estudid su localizacion. Se utilizd AS-A90C marcada con el fluoroforo ATTO-555
maleimido (1 y 10uM) y las mitocondrias se inmunomarcaron contra la proteina
TOM20. Se analizé la coincidencia de las sefales de AS-A90C con diferentes
regiones de la mitocondria (Figura 22). La microscopia de fluorescencia permitio
registrar la localizacion de AS (1uM) en la MME y en el interior de la organela
(Figura 22C, flechas) observandose la caracteristica forma de anillo
correspondiente a la estructura de la mitocondria aislada intacta. Cuando se
aumentd la concentracion de AS (10uM) se observd la senal de la proteina

principalmente en el interior de la organela (Figura 22F).
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Figura 22: AS se asocia con la mitocondria. Mitocondrias aisladas marcadas con TOM20 (A y D)
y AS-A90C-ATTO 555 1uM (B) y 10uM (E). (C y F): Superposicion de las sefiales y ejemplos de la
localizacion de AS: Las flechas blancas indican las mitocondrias con sefal de AS en la MME (AS 1
MM, C) y en el interior de la mitocondria (AS 10uM, F). Las organelas se incubaron con AS 30min a
37°C. Las imagenes fueron tomadas con un microscopio de fluorescencia OlympusIX71 utilizando un
objetivo de aceite 60X, NA=1,42, PLAPON.

1.3.2 Reconstruccion tridimensional de la senal de AS en la

mitocondria

Para describir con mayor detalle la asociacién de AS con la mitocondria, se
realizaron secciones Opticas de las organelas para luego generar una imagen
tridimensional que ayudara a confirmar la localizacion de la proteina en la MME y
en el interior de la mitocondria.

La Figura 23 muestra las hemi-secciones de mitocondrias aisladas de
cerebro de rata que fueron deconvolucionadas utilizando el programa
computacional Huygens Professional (https://svi.nl/HuygensProfessional). La

deconvoluciéon es un método de procesamiento de imagenes que consiste en
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mejorar el contraste y la resolucion de las imagenes tomadas con un microscopio
de fluorescencia. Durante el anadlisis de la deconvolucion, la serie entera de
secciones Opticas se utilizd para crear una imagen resultante tridimensional.
Debido a que las mitocondrias son muy pequefias (0.5-1um) y pueden encontrarse
por debajo del punto de resolucion del sistema 6ptico, la deconvolucidn resulté un
método adecuado que permitid recuperar la luz fuera de foco y reconstruir la
imagen.

En la Figura 23 (A-D, A’-D") se muestra un ejemplo de las secciones opticas
de las mitocondrias antes y después de la deconvolucion (A-A’; B-B’ para AS 1uM
y C-C’; D-D’ para AS 10uM) y las senales correspondientes a TOM20 (A, A’, C,
C)y AS (B, B',D, D’). Los paneles E-J corresponden a las reconstrucciones
tridimensionales de las mitocondrias. Se observa claramente como la
concentracion 1uM favorece la localizacion de AS en la MME mientras que 10uM

induce su internalizacion.
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Figura 23: Reconstrucciones 3D de la asociacion AS-mitocondria. Cortes de imagenes en el eje
“z” de mitocondrias aisladas incubadas con AS-A90C-ATTO550 1uM (A, A"y B, B")y 10uM (C,C" y
D, D). La proteina TOM20 fue detectada empleando el anticuerpo secundario Alexa-647 (rojo). Los
cortes en z consecutivos (hemi-secciones) para la sefial de TOM20 (A, C) estan separados por 200
nm. Las secciones de la sefial de AS se muestran en B y D. Las imagenes deconvolucionadas
obtenidas se muestran en A’, B, C° y D’. En los paneles E, F, H e | se observan las
reconstrucciones tridimensionales correspondientes a la mitocondria y a AS (se muestra la mitad de
la organela). La superposicion de ambas construcciones se ejemplifica en el merge (G y J). Notar la
distribucion periférica de AS 1uM y la sefal internalizada para AS 10uM. Las imagenes fueron
tomadas con un objetivo Olympus PLAPON, aceite 60X, NA=1,42.
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1.3.3 Anadlisis por microscopia electrénica de transmisién

Una vez establecida la asociacion de AS con la mitocondria y su
distribucion diferencial dependiente de la concentracién, se confirmé su
localizacion, mediante Microscopia Electronica de Transmision (MET) (Figura 24).
Se observé la presencia de particulas de AS de diferentes tamanos tanto en el
interior de la mitocondria como en la periferia (Figura 24C, D y E). Existen
evidencias que sugieren que la variacion en el tamano de las particulas podria
deberse a la acumulacion o agregacion de la proteina en la mitocondria lo cual
podria estar relacionado con su localizacién (Zhang et al., 2008). Por lo tanto,
cuantificamos el tamano de las particulas de AS para evaluar si habia diferencias
dependientes de su localizacion submitocondrial. Se contaron las particulas de oro
en 10 mitocondrias incubadas 30min con AS 100uM. No se encontraron
diferencias significativas en el tamafo de éstas entre el interior y la periferia
(tamafo medio de 22,43 + 2,1nm) (Figura 24F). Sin embargo, se observo una
diferencia en su distribucion, siendo mayor la cantidad de particulas en el interior
(19) que en la periferia (7). Esta observacion reforzaria la idea de que a 100uM la
proteina se encuentra mayormente internalizada. Los resultados obtenidos por
MET muestran que AS se puede localizar tanto en la MME como en el interior de
la mitocondria. Sin embargo, las imagenes de la ultraestructura no resultaron lo
suficientemente precisas como para poder asegurar su localizacién exacta.

El mismo experimento se efectudé incubando mitocondrias con AS 10uM sin

embargo, no se logré detectar marca de la proteina a esta concentracion.
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100 pM AS

100 uM AS - F

Tamafio de las particulas
(nm?)

Interior Periferia

N=19 particulas en el interior; N=7
particulas en la periferia

Figura 24: MET de mitocondrias aisladas incubadas con AS. A y B. Controles de la
inmunomarcacion: MME sefala la membrana externa y el asterisco las crestas mitocondriales. C-
E: células incubadas con AS 100uM. C: las flechas amarillas sefialan la presencia de AS como
puntos electrondensos ubicados en la periferia de la organela. D: las fechas violetas sefalan la
presencia de AS en la periferia y la flecha negra AS en el interior de la organela. E: las flechas
indican que AS se encuentra en el interior de la mitocondria y su posible ubicaciéon en la MMI
(E).C’, D’ y E’ corresponden a magnificaciones de sus figuras correspondientes. F. Cuantificacion
del tamafio de las particulas analizadas en la periferia y dentro de la mitocondria. Magnificacion de
las imagenes=70.000X.

1.3.4 Fraccionamiento submitocondrial y analisis western blot

Para confirmar la localizacién de AS observada hasta este momento, se
realizd un fraccionamiento submitocondrial y posterior analisis western blot
partiendo de las organelas incubadas con diferentes concentraciones de AS
(Figura 25).

Se observd que las mitocondrias que no fueron incubadas con la proteina,
contienen AS enddgena (Figura 25A y B) localizada en MME, El y MMI. Esta

deteccion solo se logré para tiempos prolongados de exposicion de las
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membranas (15min). En presencia de AS 10uM, a tiempo cero, no se registrd
senal en las mitocondrias para un tiempo de exposicién de 3-5min (Figura 25A).
En cambio, el agregado de AS 50uM result6 en la presencia de la proteina en el El
(Figura 25A).

Cuando las mitocondrias se incubaron durante 30min sin AS, se observo la
senal de la proteina enddégena asociada a las mismas fracciones que en el caso
anterior, con excepcion de la correspondiente a la MMI (Figura 25B). En
presencia de AS 10 y 50uM (Figura 25B) puede notarse la internalizacion de la
proteina hacia el El y la MMI (10uM) y hacia la MMI y MA (50 uM). En este caso,
ademas de la presencia de mondmeros de AS (50uM), se detectaron oligémeros,
acorde a lo reportado previamente (Pieri et al., 2016). La Figura 25C corresponde
a los controles del fraccionamiento submitocondrial, realizados con marcadores

especificos, que permitieron validar la pureza de las fracciones obtenidas.

Estos resultados demuestran la incorporacion, oligomerizacién y
distribucion de AS en los distintos compartimientos mitocondriales,
procesos que son dependientes de la concentracion de la proteina y del

tiempo de incubacién.
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PM(KDa) sN1 sN2 Mp MME EI MMI MA SN1 SN2 Mp MME EI MMI MA

A 10

15

110

PM (KDa) SN1 SN2 Mp MME EI MMI MA Marcadores mitocondriales
C 32 VDAC
19 Citocromo ¢
Complejo |
18 piej
MnSOD
32

Figura 25: Distribucion de AS en los diferentes compartimientos mitocondriales. A.
Incubacién de AS (0, 10 y 50uM) con las mitocondrias a tiempo 0: agregado de AS a las
mitocondrias e inmediata centrifugacion. B. Incubacion con AS 0, 10 y 50uM, 30min a 37°C. C.
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Controles del fraccionamiento con marcadores mitocondriales. VDAC como control de la MME,
citocromo ¢ como control de MME y MMI; ClI como marcador de MMI y MnSOD como control de la
MA. VDAC (Voltage-dependent anion channels) y MnSOD (superoxido dismutasa dependiente de
manganeso).

1.4 Cinética de la asociacion de AS a mitocondrias aisladas

Para estudiar la cinética de la asociacion de AS con la mitocondria se
incubaron mitocondrias aisladas de cerebro de rata con AS-ATTO-550 (1uM y 10
MM). Posteriormente se realizaron lavados a distintos tiempos (0, 5, 10, 15y 30
min) con el buffer de aislamiento (MSHE) o con una soluciéon de AS-ATTO550 1
MM 6 10uM (Figura 26). A continuacién, se realizé una inmunomarcaciéon de las

mitocondrias con anticuerpo anti-TOM20.

Mitocondrias aisladas
AS-Atto 550 (1uM y 10uM final) minutos

00
] 05
] 10

1 15

| 30

30 min37°C 20 min adhesion

Figura 26: Esquema representando el disefio experimental para el estudio cinético. Las
lineas azules representan el tiempo de incubacion de las mitocondrias aisladas con AS 1uM y
10uM durante 30min a 37°C. Las lineas amarillas corresponden al tiempo de adhesion de las
organelas sobre los cubreobjetos. Las lineas naranja representan los diferentes tiempos de lavado
con la solucién de aislamiento MSHE o con las soluciones de AS 1uM 6 10uM (post-incubacién con
MSHE o AS).

Se analizé la asociacion de AS en funcion del tiempo clasificando las
mitocondrias en cuatro categorias: 1) sin marca de AS, 2) AS localizada en la
MME, 3) AS presente en la MME y en el interior de la mitocondria y 4) AS
internalizada. Se trabajé en base a un experimento en el cual el observador 1
selecciond las mitocondrias intactas en base a la marca deTOM20. El observador

2, tomé las imagenes seleccionadas y analizé la sefal de AS sin conocer a priori
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las condiciones de tratamiento con que habian sido incubadas. La Figura 27

muestra un ejemplo de las imagenes analizadas y de los criterios elegidos para el

estudio.

D’ AS-ATTO550

Figura 27: Criterio para clasificar la localizacion de AS en la mitocondria. A: sin marca de AS,
B: AS localizada en la MME, C: AS localizada en la MME vy en el interior de la mitocondria, D: AS
localizada en el interior de la mitocondria. A-D: mitocondrias marcadas con TOM20, incubadas con
AS 1uM (AyB)y AS 10uM(C y D). A’-D’: seial de AS.A”- D”’: merge. Barra= 0,5um.

Se cuantificd la localizacion de AS para los diferentes tratamientos,
considerando su concentraciéon (1 o 10uM), el lavado con MSHE o la post-
incubacion con AS (1 o 10uM) en funcion del tiempo (Figura 28). En las Figuras
28A y B se muestra el efecto de la post-incubacién y de los lavados en funcion del
tiempo para AS 1uM. Se observa que la post-incubacion parece favorecer la
localizacion de AS en la MME (verde) y en la MME e interior de la mitocondria
(rojo) ya a tiempos cortos (5min) manteniéndose luego en los mismos niveles

hasta los 30min de incubacién. En cambio, los lavados con MSHE promueven la
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liberacion de la proteina en funcién del tiempo para todos los compartimientos
analizados. En la Figura 28C y D se muestra el resultado de los lavados o post-
incubacion en funcion del tiempo para AS 10uM. El tratamiento con AS 10pM vy la
post-incubacién con AS no revelé diferencias en la asociacion en funcién del
tiempo. A tiempo cero, toda la AS se encuentra en la mitocondria, localizada
preferentemente en la MME y en el interior. Para esta concentracién de AS los
lavados con MSHE no produjeron disociacién de la AS de la mitocondria.

Estos resultados demuestran que la dinamica de asociacién e
internalizacion de AS depende de su concentracion y del tiempo de
incubacién y avalan los hallazgos descriptos anteriormente relacionados

con la localizacién submitocondrial de la proteina.
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AS 1uM AS 10pM
A - - C s -
Post incubacién con AS 1uM Post incubacién con AS 10uM
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100 - 100
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B Lavado con MSHE D Lavado con MSHE
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80 80 -
% 60 % 60 -
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0 o -
00 05 10 15 30 00 05 10 15 30
Tiempo (min) Tiempo (min)

- Sin AS AS en MME e
internalizada
AS en MME - AS internalizada

Figura 28: Localizacion mitocondrial de AS en funcion del tiempo. Porcentaje de cada una de
las categorias calculado sobre un total de aproximadamente 300-350 mitocondrias observadas
para cada condicion. Analisis de 3 experimentos independientes (6 campos por cada tratamiento).
AS 1uM: **p< 0,01 mitocondrias con AS en MME e internalizada vs el control (t=0min); Lavado con
MSHE para AS 1uM: ***p<0,001 mitocondrias sin AS vs el control. AS 10uM: *p<0,05
mitocondrias con AS en MME e internalizada vs el control. Los datos de presentan como el
porcentaje de cada categoria sobre el total de mitocondrias observadas * SEM. Analisis
estadistico: ANOVA de una via seguido de un test de Newman Keuls de multiples comparaciones.
La imagenes fueron tomadas con un objetivo 60X y NA=1,42 en un microscopio de fluorescencia
Olympus IX71.
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1.5 Interaccion entre AS y TOM20

Se ha reportado que la internalizacion mitocondrial de AS requiere de los
canales de importe de la MME (Devi et al., 2008). Evidencias recientes sugieren
que la interaccién de AS con la maquinaria de importe mitocondrial, en particular
TOM40 (perteneciente al complejo TOM), seria un evento rio arriba de la
neurotoxicidad inducida por AS. De ser asi, esta proteina podria constituir un
blanco de relevancia terapéutica en EP (Bender et al.,, 2013). Para agregar
evidencia acerca del mecanismo de internalizacién de AS a través del complejo
TOM, se investigd mediante FRET la posible ocurrencia de una interaccion entre
TOM20 y AS. En este caso se trabajo con mitocondrias aisladas de células SH-
SY5Y debido a su mayor versatilidad como se explicd en la seccion de Materiales
y Métodos.

La proteina AS- ATTO-550 fue utilizada como donor de FRET (Ex/Em del
donor, canal 1) y TOM20 marcado con un anticuerpo secundario Alexa647 como
aceptor de FRET (Ex/Em del aceptor, canal 2). Para el calculo de eficiencia de
FRET, que hace referencia a la sefial obtenida por la emisién del donor que excita
al aceptor, se utilizé un tercer canal (Figura 29A).

La Figura 29B muestra imagenes representativas de los resultados
obtenidos. La escala de FRET va de 0 a 0,8. El valor 0 indica que no hubo FRET y
el valor 0,8 hace referencia a la eficiencia de FRET maxima. Los resultados de la
eficiencia de transmision (AFEa, apparent FRET efficiency acceptor) se muestran
graficamente siguiendo una escala de colores cuyos valores correspondientes se
indican en la imagen (Figura 29B). La imagen a corresponde a las mitocondrias
incubadas con la mayor concentracién de AS marcada (10uM, ATTO550) vy el
resultado muestra una eficiencia de FRET efectiva de 0,54 + 0,02 correspondiente
a 11 campos analizados.

La imagen b muestra que no hay emision del aceptor debido a la baja
concentracion de proteina AS-ATTOS550, confirmando que la emision detectada en
a es debida a la interaccion con la proteina marcada con el fluoréforo (ATTOS550).

La eficiencia de FRET en este caso es de 0,05 + 0,01 calculada en base a 12
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campos diferentes. La imagen ¢ corresponde a AS-ATTO550 1uM vy la eficiencia
de FRET nuevamente es positiva (0,54 + 0,04, 14 campos analizados), indicando
que AS 1y 10uM esta interactuando con TOM20 en la mitocondria. En la Figura
29C se muestra un esquema del experimento realizado y del posible mecanismo
de internalizacion.

Los resultados obtenidos sugieren un posible rol para TOM20 en la

internalizacion de AS.
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Figura 29: Asociacion de AS y TOM20. A. Controles realizados para el calculo de FRET. B.
Emision de FRET en los diferentes tratamientos. AFEa (apparent FRET efficiency): eficiencia de
energia transferida calculada como la excitacién y emision del aceptor obtenida con la
transferencia de energia de la emision del donor, dividida por la intensidad del aceptor. a:
mitocondrias incubadas con 10uM de AS-ATTOS550, b: mitocondrias incubadas con 1uM de AS-
ATTO550 y 9uM de AS no marcada con el fluoréforo y ¢ corresponde a AS-ATTOS550 1uM. La
escala de colores indica el rango de eficiencia de FRET. C. Esquema que explica el resultado
obtenido. Cuando la distancia entre el donor y el aceptor es < 10 nm hay FRET, sugiriendo una
interaccidn entre las proteinas.

1.6 Efecto de AS sobre el potencial de membrana mitocondrial

Con el objeto de analizar el efecto de AS sobre la funcionalidad de la
mitocondria, las organelas aisladas de células SH-SY5Y se incubaron con AS-
ATTO550 (1pM y 10uM) y se marcaron MitoTrackerDeep Red 633. Luego, las
muestras se fijaron, se inmunomarcaron con un anticuerpo contra TOM20 y se
evalud el Apm por microscopia de fluorescencia. La Figura 30 muestra una

seleccion de los campos observados. En la primera columna (Figura 30A) se
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observan las mitocondrias marcadas para TOM20, que se emplearon como
referencia para identificar la caracteristica morfologia de anillo. La tercera columna
(Figura 30C) corresponde a la marca de AS-ATTOS550 en los distintos
tratamientos. La segunda columna (Figura 30B) revela la marcacion de las
organelas con MitoTracker Deep Red 633. Los campos se muestran con
pseudocolor para resaltar la intensidad de la marca. Se observa que en el control,
la sefal del MitoTracker Deep Red 633 es mas intensa que en los tratamientos,
principalmente en comparacién con la incubacion con AS 10uM. En este ultimo
caso, las mitocondrias que llevan AS exhiben muy baja o ninguna marca de

MitoTracker Deep Red 633 indicando la disipacion del Agm.

Mitotracker AS — Atto 550

AS 1uM Control

AS 10pM

1

Figura 30: Evaluacion del A@m en mitocondrias aisladas. A. Mitocondrias inmunomarcadas
contra TOM20. B. Sefial de MitoTracker Deep Red 633 en pseudocolor. C. Sefal de AS-ATTO550.
Las imagenes fueron adquiridas empleando un microscopio de fluorescencia Olympus X71,
objetivo 60X, NA= 1,42. La escala de color hace referencia a la intensidad de la marca de
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MitoTracker Deep Red 633. Las imagenes son representativas de 3 experimentos independientes.
Barra=2um

Los campos fotografiados fueron posteriormente analizados con el
programa Imaged para calcular la intensidad de la sefal del Mito Tracker Deep
Red 633. De esta manera se logré obtener una cuantificacién del efecto de AS
sobre el Aom (Figura 31). Las mitocondrias incubadas con AS 10uM presentaron
una disminucién de la marca de MitoTracker Deep Red 633 del 24,5 + 0,21 %.
Este resultado sugiere que AS afecta el potencial de membrana de la organela lo

cual normalmente impacta negativamente en su funcionalidad.

140
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Figura 31: Efecto de AS sobre el Aem. Se muestran los valores relativizados al control de la
intensidad medida para el Mito Tracker Deep Red 633. Los mismos representan valores promedio
de 500 mitocondrias obtenidos de tres experimentos independientes. ANOVA de una via seguido
de un post test de Newman Keuls de multiples comparaciones, **p<0,01 £ SEM vs control.

112



Resultados

Referencias Bibliograficas

Bahnemann, J., Kayo, S., Wahrheit, J., Heinzle, E., Poértner, R., & Zeng, A. P. (2014). In
search of an effective cell disruption method to isolate intact mitochondria from Chinese
hamster ovary cells. Engineering in Life Sciences,14(2), 161-169.

Banerjee, K., Sinha, M., Pham, C. L. L., Jana, S., Chanda, D., Cappai, R., & Chakrabarti, S.
(2010). a-Synuclein induced membrane depolarization and loss of phosphorylation capacity
of isolated rat brain mitochondria: implications in Parkinson’s disease. FEBS letters, 584(8),
1571-1576.

Bender, A., Desplats, P., Spencer, B., Rockenstein, E., Adame, A., Elstner, M., & Pham, E.
(2013). TOM40 mediates mitochondrial dysfunction induced by a-synuclein accumulation in
Parkinson’s disease. PloS one, 8(4), €62277.

Cole, N. B., DiEuliis, D., Leo, P., Mitchell, D. C., & Nussbaum, R. L. (2008). Mitochondrial
translocation of a-synuclein is promoted by intracellular acidification. Experimental cell
research, 314(10), 2076-2089.

Devi, L., Raghavendran, V., Prabhu, B. M., Avadhani, N. G., & Anandatheerthavarada, H.
K. (2008). Mitochondrial import and accumulation of a-synuclein impair complex | in human
dopaminergic neuronal cultures and Parkinson disease brain. Journal of Biological
Chemistry, 283(14), 9089-9100.

Fernandez-Vizarra, E., Ferrin, G., Pérez-Martos, A., Fernandez-Silva, P., Zeviani, M., &
Enriquez, J. A. (2010). Isolation of mitochondria for biogenetical studies: An
update. Mitochondrion, 10(3), 253-262.

Ghio, S., Kamp, F., Cauchi, R., Giese, A., & Vassallo, N. (2016). Interaction of a-synuclein
with biomembranes in Parkinson's disease-role of cardiolipin.Progress in lipid research, 61,
73-82.

Guardia-Laguarta, C., Area-Gomez, E., Rib, C., Liu, Y., Magrané, J., Becker, D., &
Przedborski, S. (2014). a-Synuclein is localized to mitochondria-associated ER
membranes. The Journal of Neuroscience, 34(1), 249-259.

Messerschmitt, M., Jakobs, S., Vogel, F., Fritz, S., Dimmer, K. S., Neupert, W., &
Westermann, B. (2003). The inner membrane protein Mdm33 controls mitochondrial
morphology in yeast. The Journal of cell biology, 160(4), 553-564.

Parihar, M. S., Parihar, A., Fujita, M., Hashimoto, M., & Ghafourifar, P. (2008).
Mitochondrial association of alpha-synuclein causes oxidative stress. Cellular and
Molecular Life Sciences, 65(7-8), 1272-1284.

Pieri, L., Madiona, K., & Melki, R. (2016). Structural and functional properties of prefibrillar
a-synuclein oligomers. Scientific reports, 6:24526.

Yasuda, T., Nakata, Y., & Mochizuki, H. (2013). a-Synuclein and neuronal cell
death. Molecular neurobiology, 47(2), 466-483.

Zhang, L., Zhang, C., Zhu, Y., Cai, Q., Chan, P., Uéda, K., & Yang, H. (2008). Semi-
quantitative analysis of a-synuclein in subcellular pools of rat brain neurons: An
immunogold electron microscopic study using a C-terminal specific monoclonal
antibody. Brain research, 1244, 40-52.

113



Resultados

Capitulo 2. EFECTO DE AS SOBRE EL METABOLISMO
MITOCONDRIAL

Considerando que AS se localiza en la mitocondria y produce disipacion del
Aopm, el siguiente objetivo consistié en profundizar el estudio del efecto de AS
sobre parametros funcionales caracteristicos del metabolismo mitocondrial. Asi, en
los siguientes experimentos se estudid el rol de esta proteina in vitro sobre el
consumo de oxigeno, la produccion de ATP y la generacion de ROS empleando

mitocondrias frescas de cerebro de rata.

2.1 AS disminuye la capacidad respiratoria de las mitocondrias

2.1.1 Analisis del consumo de O, utilizando un oxigrafo de Clark

La capacidad respiratoria se clasifica tradicionalmente en base a diferentes
estados metabdlicos de la mitocondria. Estas variaciones son producto de los
sustratos agregados al medio en la suspensién mitocondrial. En todos los
experimentos se determiné el consumo de O, en estado 4 (E4) que corresponde a
la respiracidn basal o de reposo, en ausencia de ADP. La velocidad de consumo
de O, depende de la velocidad de transferencia de electrones y esta, a su vez, del
Apm. El estado 3 (E3) corresponde a la curva de respiracibn maxima, que se
obtiene por agregado de ADP, observandose claramente un cambio en la
pendiente del registro. El control respiratorio (CR) se calcula a partir del cociente
E3/E4. La importancia del valor de este parametro radica en que es un indice que
refleja la capacidad funcional de la mitocondria para responder a distintas
necesidades energéticas (Boveris et al., 1998).

Para determinar el grado de acoplamiento entre la cadena de transporte de

electrones y la sintesis de ATP en las mitocondrias aisladas, se agrego
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oligomicina, un inhibidor especifico de la fraccion Fo de la FoF1-ATPsintasa y se
logré un retorno a un estado similar al de la respiracion basal (Figura 32).

Para el analisis del efecto de AS sobre la respiracién, se incubaron
mitocondrias aisladas con la proteina purificada (10 y 100uM, concentracion final)
y se midi6 el consumo de O,. La diferencia observada entre las pendientes
correspondientes al E3 para los diferentes tratamientos, indica que la incubacién
con AS inhibe la respiracion, lo que se refleja en un menor consumo de O,. No se
observaron diferencias significativas para el consumo de O, en E4, estando de
acuerdo en principio con la integridad de la membrana interna mitocondrial. El CR
disminuy6é con el agregado de AS, reflejo de la disminuciéon del consumo en
estado activo (E3) (Tabla 2).

En resumen, estos datos sugieren que AS inhibe la respiracion
mitocondrial, a través de la desregulaciéon de la cadena respiratoria a nivel
de los CI-lll debido a que los sustratos utilizados fueron dadores de
electrones del Cl, sin alterar a la ATPsintasa y manteniendo intacto el grado

de acoplamiento mitocondrial.

0 uM AS 10 M AS 100 UM AS

v 2

M-G
¢ ADP -
‘lf Oligo
‘L m-ccep
m-ccep
25uM 02| 25uM O,
100s 100s

Figura 32: Curvas de consumo de O,. Los cambios de pendiente se deben al agregado de
diferentes sustratos y a la presencia de AS. M-G: Malato-Glutamato, ADP: adenosina difosfato,
Oligo: oligomicina, inhibidor de la ATPsintasa y mcccp es el ionéforo que provoca la disipacion del
Apm.
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Consumo de O2
AS (uM) (ng-at O/min.mg prot)
Estado 4 (E4) Estado 3 (E3) CR
0 91+11 26+44 3,0£0,3
10 10£1,7 19+41 1,8 +0,1*
100 70+05 15 + 2 0** 2,0 + 0,2**

Tabla 2: Consumo de O,: E4 corresponde a la respiracion basal de las mitocondrias aisladas e
incubadas con AS. E3 representa el consumo de O, maximo alcanzado por agregado de ADP. El
cociente entre el E3 y E4 es el control respiratorio (CR). Se muestran las medias + SEM. ANOVA
de una via seguido de un test de Newman Keuls de multiples comparaciones, **p<0,01 vs los
controles correspondientes y *p<0,05 vs CR del control.

2.1.2 Analisis del consumo de O, con un oxigrafo de alta

resolucion

El consumo de O, mitocondrial se evalu6 también en forma cualitativa
utilizando un respirémetro de alta resolucién, OROBOROS. La Figura 33 muestra
los registros obtenidos de los diferentes tratamientos con AS.

En primer lugar se evalu6é la respiracion basal de la suspensién de
mitocondrias. Luego, por agregado de glutamato y malato (sustratos del Cl) se
indujo la actividad de la cadena respiratoria a partir de este complejo. Con el
agregado de ADP se obtuvieron los valores maximos de respiracion, evidenciados
por el aumento de la tasa respiratoria (pendiente roja) y el correspondiente
descenso del nivel de O, (cambio de pendiente del registro azul). Luego se agrego
rotenona, un inhibidor especifico del Cl, y la tasa respiratoria descendi6 llegando a
los valores de respiracion basal. Cuando se agreg6 succinato, sustrato del Cll, se
restaurd la respiracion. El empleo de este oxigrafo permitié evaluar el estado
metabdlico de los complejos Cl y Cll debido a que respondieron a los sustratos y a
sus inhibidores especificos. Finalmente, se agregd antimicina A que inhibe al ClII

mitocondrial, bloqueando la cadena respiratoria (iglesias-Gonzalez et al., 2013).
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Los resultados revelaron que, en el control y a 10uM de AS, hay un retorno
a los niveles de respiracion basal, sugiriendo que el O, disponible estaba siendo
consumido a través de la cadena respiratoria. La incubacion con AS 10uM revel6
una actividad disminuida del Cl en comparacion con el control; sin embargo, la
cadena respiratoria no esta desacoplada, lo que se confirma al agregar succinato
y registrar la respiracion maxima. Las mitocondrias incubadas con AS 100uM
muestran un descenso marcado de la capacidad respiratoria en todas las
condiciones.

Estos resultados indican que AS 10uM afecta la actividad del CI sin
desacoplar la cadena respiratoria, mientras que AS 100uM disminuye la

capacidad respiratoria severamente.
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Figura 33: Consumo de O, medido en un oxigrafo de alta resolucién. Las mitocondrias
aisladas de cerebro de rata se incubaron con diferentes concentraciones de AS. Las diferencias en
las pendientes indican la capacidad respiratoria (lineas azules); estos valores son calculados por el
equipo a partir de las derivadas de las pendientes de los registros de flujo de O, (rojo). Se muestran
los registros respiratorios de las incubaciones con AS (0, 10 y 100uM).

2.2 Velocidad de produccion de ATP mitocondrial

La produccion de ATP en la mitocondria es llevada a cabo por una enzima
ubicada en la membrana interna mitocondrial, la ATPsintasa (CV). Esta enzima
utiliza la energia proveniente del potencial electroquimico mitocondrial para
catalizar la sintesis de ATP a partir de ADP y fosfato inorganico. Por lo tanto, la
determinacion de la produccién de ATP se realizO en mitocondrias frescas
controlando la integridad del Apm, a través de medidas de consumo de O,. Para la
realizacion de este ensayo se siguio la metodologia descripta por Vanasco et al.,
(2012) (Vanasco et al., 2012) (Figura 34).

Los resultados obtenidos muestran que AS 10 y 100uM disminuye el
contenido de ATP en 41 +53 %y 55 % 11 % respectivamente. Este resultado es

acorde con la disminucion del consumo de oxigeno descripto previamente.
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Figura 34: Velocidad de produccion de ATP. Las organelas fueron incubadas con AS 10 uM vy
100 yM. Control: 381,63 + 27; AS 10uM: 225,12 £ 29; AS 100uM: 171,74 = 35 nmol ATP/ min/
mg de proteina. Analisis estadistico: ANOVA de una via seguido del test Newman Keuls de
multiples comparaciones. ** p<0,01 vs el control. Los datos se presentan como la media £+ SEM. La
produccion de ATP se midié a partir de mitocondrias aisladas provenientes de 6 animales.

2.3 AS induce la generacién de O,

El O, es generado como un subproducto de la fosforilacién oxidativa.
Fisiolégicamente, aproximadamente del 1 al 3% del O, mitocondrial consumido se
reduce de forma incompleta. Estos electrones libres rapidamente interactian con
el O, molecular para formar el anién O,". Bajo condiciones de estrés oxidativo,
como ocurre en la EP, la disfuncién de la cadena respiratoria puede llevar a un
aumento en la generacion de esta especie reactiva.

Se evaluaron entonces los niveles de O, mitocondrial empleando la sonda
MitoSOX Red. Como se menciond previamente, este compuesto permite también
la deteccién de otras ROS diferentes al O,” dependiendo de la longitud de onda
de excitacion empleada (Robinson et al., 2008). La Figura 35 muestra que AS
10uM produce un aumento de 17,5 £ 0,49 % para las ROS totales medido a 485
nm (Aexc) y de 22,8 + 0,52 % para O, medido a 420 nm (Aexc). Dado que no se
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observaron diferencias entre los porcentajes de aumento en presencia de AS
10uM, probablemente la especie mayoritaria detectada en este caso sea el anion
O,". Por otra parte, AS 100uM no mostroé diferencias significativas con respecto al
control. Esto podria deberse a que altas concentraciones de AS favorecen la
formacion de especies reactivas que no son capaces de reaccionar con el
MitoSOX Red. El agregado de H,O,, analizado como control positivo, aumenta la
produccion de O,y otras ROS en las mitocondrias aisladas incubadas con 100uM
de AS.

En conjunto, estos ensayos efectuados demostraron que AS, al
interactuar con la mitocondria, genera un desbalance en su funcionalidad
reflejandose en un menor consumo de O;, una disminucién de la capacidad

de produccion de ATP y el concomitante aumento de ROS.
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Figura 35: Generacion de O,” en mitocondrias aisladas. Los datos se presentan como
porcentaje (%) de UA de fluorescencia de MitoSox Red por pg de proteina mitocondrial. El andlisis
estadistico consistio en una ANOVA de una via seguido de un test Newman-Keuls de multiples
comparaciones, los datos se representan como la media de 3 repeticiones + SEM, ***p<0,001
respecto al control a 420nm y **p<0,01 y ***p<0,001 respecto al control a 485nm. ###p<0,001
485nm vs 420nm.
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Capitulo 3. ROL DE AS EN LOS PROCESOS DE FUSION-
FISION MITOCONDRIAL

Es ampliamente conocido que las mitocondrias son organelas dinamicas
que constantemente se fusionan y fisionan y que las alteraciones en el balance
fusidn-fisibn desempefan un rol en las enfermedades neurodegenerativas, entre
ellas la EP. Teniendo en cuenta que los experimentos realizados en mitocondrias
aisladas revelaron que AS afecta negativamente la funcionalidad de la
mitocondria, el siguiente paso consistio en estudiar el efecto de AS sobre la

dinamica mitocondrial.

3.1 Sobreexpresion de AS en células SH-SY5Y

Los experimentos que se detallan a continuacion se realizaron con la linea
celular humana SH-SY5Y que posee caracteristicas funcionales y bioquimicas de
neuronas dopaminérgicas. Por este motivo han sido ampliamente utilizadas como
modelo de EP desde comienzo de la década de 1980 (Xie et al., 2010). Como se
ha reportado, ademas de las mutantes A30P, A53T y E46K, la sobreexpresion
de AS salvaje es capaz de desencadenar EP y provocar el desarrollo de esta
enfermedad con la misma gravedad que las mutantes. En base a estas
consideraciones, elegimos como modelo experimental las células SH-SY5Y
transfectadas con AS, un abordaje que hasta el momento ha sido poco estudiado.

Las células se transfectaron con diferentes concentraciones de PElI y DNA
hasta obtener una condicidon 6ptima entre el mantenimiento de la viabilidad celular
y la incorporacion del plasmido. La eficiencia de transfeccion se calculd6 mediante
microscopia de fluorescencia, obteniéndose aproximadamente un 20% de células
con sobreexpresion de AS [Eficiencia de transfeccién= (células fluorescentes/

células totales) x 100)] (Figura 36).
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Figura 36: Sobreexpresion de AS. A. Nucleos marcados con DAPI. B. Células sobreexpresando
AS. C. Merge. D. Imagen de DIC. Se empled un microscopio confocal Olympus 1X81 utilizando un
objetivo 20X.

Ademas, se determind el nivel de expresion de AS mediante western blot
(Figura 37). Se observa que las células transfectadas con el plasmido pcDNA3-

AS expresan niveles de AS 3 veces mayores que los enddgenos.
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Figura 37: Niveles de expresion de AS. Controles: células sin transfectar y transfectadas con el
vector vacio pcDNA3. Las membranas se reprobaron contra actina para realizar el control de
carga. Analisis estadistico. ANOVA de una via, seguido de un post test de Newman-Keuls de
multiples comparaciones. Los valores se expresaron como la media + SEM, N=3. ***p<0,001 vs.
Controles.

AS / actina (U.A.)

3.2 Efecto de AS sobre la viabilidad celular

En una primera etapa, se analizd el efecto citotdéxico de la AS empleando
los siguientes ensayos de viabilidad: reduccion del MTT, niveles de ATP y
liberacion de LDH, los cuales evaluan diferentes eventos celulares (detallado en
Materiales y Métodos).
En primer lugar, el ensayo de MTT permitié detectar que la sobreexpresion de AS
reduce un 15 £ 2 % la viabilidad celular (Figura 40 A), mientras que el de
cuantificacion de luminiscencia producida por la oxiluciferina reveld una
disminucion del 34 + 5 % (Figura 40 B). Por su parte, la liberacion de LDH, como
indicativo de muerte celular, se incrementé en un 31 + 7 % (Figura 40 C). Estos

resultados demuestran que las células SH-SY5Y son susceptibles a la
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sobreexpresion de la AS. La comparaciéon entre las medidas de viabilidad celular
empleando diferentes metodologias mostré un menor porcentaje de muerte celular
en el caso del ensayo del MTT con respecto a las otras técnicas. Si bien en
primera instancia estas diferencias podrian adjudicarse al hecho de estar
empleando técnicas diferentes, no se puede descartar la posibilidad de un mayor
compromiso a nivel de la membrana plasmatica y produccién de energia bajo la
forma de ATP.
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Figura 38: Ensayos de viabilidad celular. A. Ensayo de reduccién del MTT. Los datos se
expresaron como porcentaje respecto del control tomado como 100%. B. Viabilidad celular medida
como % de luminiscencia de la oxiluciferina que es proporcional al nimero de células viables. C.
Liberacion de LDH. La citotoxicidad se calculd como: % de citotoxicidad= 100 x (medida
experimental — background del medio/ liberacion maxima de LDH - background del medio. Los
datos se analizaron mediante una prueba t de student para la reduccion de MTT y una ANOVA de
una via seguido de un test Newman-Keuls. *p<0,05 vs control; **p<0,01 vs control.

3.3 Efecto de AS sobre la morfologia nuclear

Con el objeto de determinar si la disminucion de la viabilidad de las células
SH-SY5Y por efecto de la AS era consecuencia de una muerte celular de tipo
apoptética, se evalué la morfologia de los nucleos. Para ello, se empleé el reactivo
fluorescente DAPI, un colorante que se intercala entre los nucleétidos de adenina
y timina. Esta técnica permite la deteccion de nucleos apoptoticos, en los cuales,
la cromatina sufre una transicibn de un aspecto heterogéneo a una forma

altamente condensada, que luego se volvera fragmentada y empaquetada en los
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llamados cuerpos apoptoticos. Los resultados obtenidos muestran que los nucleos
de las células que sobreexpresan AS no presentan diferencias morfologicas en
comparacion con los presentes en las células control (Figura 39A y B). Esto
ultimo sugiere que no estaria ocurriendo un proceso apoptotico. La cuantificacion
del numero de nucleos totales, revelé que AS induce una disminucion del 29,8 +
6.8 % en los mismos (Figura 39C). Este resultado presenta concordancia con dos
de los ensayos de viabilidad celular realizados anteriormente (niveles de ATP y
liberacion de LDH).

pcDNA3 pcDNA3-AS
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Figura 39: Analisis morfolégico y cuantificacién de nucleos. A y B. Imagenes representativas
de los nucleos tefiidos con el reactivo DAPI. C. Cuantificacion del nimero total de nucleos. Se
contaron 500 nucleos por muestra. El conteo se realizd con el programa Imagej, se realizd una
mascara sobre la sefal correspondiente a los nucleos de 10 campos diferentes para condiciéon y se
seleccionaron las particulas a ser contadas. El andlisis estadistico se realizé6 mediante una prueba t
de Student, *p<0.05 vs control .Barra: 10um.
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3.4 La sobreexpresion de AS disminuye la produccion de ATP

En experimentos anteriores (Capitulo 2, Figura 34) hemos demostrado que
AS disminuye la produccion de ATP en mitocondrias aisladas de cerebro de rata.
En base a este antecedente y teniendo en cuenta que AS afecta la viabilidad
celular, se evalud cuantitativamente la produccién de ATP en las células SH-SY5Y
sobreexpresando AS (Figura 40). Se observa que AS disminuye un 49 £ 5% la
capacidad de produccion de ATP, en concordancia con los resultados obtenidos

en mitocondrias aisladas de cerebro de rata.
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Figura 40. Produccion de ATP. La concentracion de ATP se calculd refiriendo la medida de
luminiscencia a una curva de calibracién realizada con concentraciones variables de ATP y se
relativizé a la concentracion de proteinas. Los datos fueron analizados mediante ANOVA de una
via seguido de un test Newman-Keuls de multiples comparaciones + SEM; ** p<0,01 vs controles).

En conjunto los resultados descriptos hasta el momento indican que
la sobreexpresion de AS en células SH-SY5Y resulta ser citotoxica y afecta

negativamente la produccion de ATP.
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3.5 Efecto de la sobreexpresidon de AS sobre la generacion de
ROS

La sobreexpresion de AS y el estrés oxidativo son eventos clave en el
progreso de la EP [2]. Ademas, la disminucion en la produccion de ATP descripta
anteriormente puede estar relacionada con un incremento en la generacion de O;”
H.O, y otras especies reactivas, debido a un desbalance de la actividad de la
cadena de transporte de electrones. Por lo tanto decidimos investigar la

generacion de ROS en células SH-SY5Y con sobreexpresion de AS.

3.5.1 Generacion de peroxidos reactivos

Para la determinacion de la generaciéon de ROS se emple6 la sonda DCFH-
DA, que detecta principalmente la presencia de perdxidos reactivos. Los
resultados obtenidos se resumen en la Figura 41. La sobreexpresion de AS
aumentd la generacion de estas especies en un 270 £ 39 % un valor superior al

correspondiente al vector vacio en presencia de Hy0, (126 + 7 %).
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Figura 41: Generacion de ROS. Los resultados se expresaron como porcentaje del control. Las
células se preincubaron con H,O, 500uM, 30min a 37°C como control positivo. Se realizé un
ANOVA de una via seguido de un test Newman-Keuls de multiples comparaciones + SEM.
***p<0,001 vs el control.

3.5.2 Generacion de anién superoxido

Luego evaluamos la produccion de especies reactivas producidas
especificamente por la mitocondria. Para ello se empled la sonda MitoSOX Red
que es sensible a la produccion de O," mitocondrial (Figura 42). Se observa que
las células que sobreexpresan AS muestran un incremento de 17 £+ 9% en los
niveles de O,” con respecto al control. Por otra parte, la coincidencia de los
valores obtenidos para las distintas longitudes de onda de excitacion (485 y 420

nm) indica que la Unica especie detectada fue el O,".
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Figura 42: Produccion de 0O,". Se compara la produccion de ROS totales y 02" con respecto al
control. Analisis estadistico, t de Student *p<0.05.

Los resultados obtenidos indican que la sobreexpresion de AS en
células SH-SY5Y induce la generacion de ROS, y particularmente de O," los
cuales podrian ser responsables de la pérdida de viabilidad celular y

disminucién de la produccion de ATP.

3.6 AS y Dinamica Mitocondrial

El balance entre los procesos de fusidén y fisibn mitocondrial controla la
morfologia, la funcion, el nimero y la distribucién de las mitocondrias, e impacta
ademas sobre procesos fundamentales de la célula tales como la biogénesis, la
mitofagia y la muerte celular apoptética. Por lo tanto, no resulta sorprendente que

las anormalidades en la dindmica mitocondrial constituyan un importante
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mecanismo implicado en el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas, entre
ellas la EP. Teniendo en cuenta que los experimentos realizados en mitocondrias
aisladas de cerebro revelaron que AS afecta negativamente la funcionalidad de la
mitocondria, el siguiente paso consistio en estudiar el efecto de esta proteina

sobre la dinamica mitocondrial.

3.6.1. Analisis de la morfologia mitocondrial

Para encarar este abordaje experimental se empled el reactivo fluorescente
MitoTracker Red CMXRos el cual ingresa a las mitocondrias y queda retenido en
aquellas que conservan un A@m normal en tanto que se libera al citoplasma
cuando hay disrupcién de dicho potencial. Por lo tanto, empleando microscopia de
fluorescencia fue posible monitorear las células cargadas con este colorante y
analizar el efecto de la sobreexpresion de AS sobre la morfologia mitocondrial y el
Apm.

Para llevar a cabo el analisis morfologico, se tomo6 en consideracion la
clasificacion previamente establecida en nuestro laboratorio (Alaimo et al., 2014,
Alaimo et al., 2014) con leves adaptaciones. Las categorias celulares analizadas
fueron (Figura 43): tubulares (células con mitocondrias en forma de filamentos),
intermedias (células que presentan mitocondrias tubulares y fragmentadas),
intermedias con donas (células con mitocondrias tubulares, fragmentadas y en
forma de anillo) y fragmentadas (células con mitocondrias en forma esférica-
puntillada). A las categorias anteriores se agregoé la clasificacion de células con
mitocondrias presentando disipaciéon del Apm.

Por otra parte, se llevaron a cabo reconstrucciones tridimensionales de las
imagenes obtenidas por microscopia de fluorescencia empleando el programa
Huygens Deconvolution, tal como se describe en Alaimo et al. (2014). El efecto
tridimensional permite una simulacion de volumen mediante la restauracion por
deconvolucion de imagenes adyacentes. Estas imagenes tridimensionales

permitieron la visualizacion con mayor detalle y calidad de los cambios
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morfolégicos que ocurren en las mitocondrias de las células que sobreexpresan
AS. (Figura43, A’-E", A"-E").

Figura 43: Clasificaciéon de las categorias celulares en base a la morfologia mitocondrial y al estado
del A@m. Se establecieron cuatro categorias de células de acuerdo a la morfologia mitocondrial:
mitocondrias (A) tubulares, (B) intermedias, (C) intermedias con donas, (D) fragmentadas. La quinta
categoria (D) corresponde a las células con disipacion del Apm. A’-E’ y A”-E”. De cada imagen de
fluorescencia se realizaron reconstrucciones 3D empleando el programa Huygens Deconvolution Software.
Las flechas blancas, para cada categoria, resaltan mitocondrias para las cuales se aprecia mas
claramente la morfologia caracteristica. Las mitocondrias se tifieron con MitoTracker Red CMXRos y se
analizaron en un fluorescencia Olympus IX71 (AEx=579-AEm=599).

El analisis de las células transfectadas con el vector vacio pcDNA3 mostro
que las mismas no presentaban alteraciones en la morfologia de sus mitocondrias
con respecto a las células sin transfectar, lo cual indica que el procedimiento de
transfeccion no tiene efecto sobre este parametro.

En la Figura 44 se muestran imagenes que ejemplifican el efecto de AS

sobre la morfologia mitocondrial y el Agm. En las regiones de la célula donde hay
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mayor concentracion de AS se observan mitocondrias fragmentadas, ademas de
una marcada disipacion del Apm, evidenciado como una sefal difusa de la sonda
Mitotracker Red CMXRos.

MitoTracker

Figura 44: Efecto de la sobreexpresion de AS sobre la morfologia mitocondrial. A y D. las
flechas sefialan mitocondrias fragmentadas y con disipacion del A¢m. Los cuadros muestran una
magnificacion de la imagen. Las imagenes se adquirieron en un microscopio de fluorescencia
Olympus IX71. Barra=10um.

Posteriormente, se cuantificé el numero de células presentando las distintas
categorias descriptas. Los resultados obtenidos (Figura 45) revelaron que la
sobreexpresion de AS induce una disminucién en el nimero de células con
mitocondrias tubulares (67,6 + 4,6%) y un aumento del 469 + 61% en la cantidad
de células con mitocondrias fragmentadas en comparacion con el control. En
cambio, no se observaron diferencias significativas en lo que respecta a la
cantidad de células con mitocondrias intermedias e intermedias mas donas. Por
ultimo, la sobreexpresion de AS indujo un incremento del 392 + 47% en las

células con mitocondrias que presentaban disipacion del Apm.
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Figura 45: Morfologia mitocondrial en células sobreexpresando AS. Se contaron 200 células por
muestra; N=3. Se realiz6 una ANOVA de una via seguido de un test Newman-Keuls de multiples
comparaciones y los resultados se expresaron como N° de células presentando una determinada
morfologia, £+ SEM. ***p<0,001 vs control respectivo.

Con el fin de complementar los resultados obtenidos se realizdé un analisis
adicional de la morfologia mitocondrial, el cual consiste en la determinacion de los
parametros: area, perimetro, elongacion, circularidad e interconectividad de
estas organelas (Tabla 3). La elongacion, un parametro asociado a la forma
tubular, disminuy6 en las mitocondrias de células transfectadas con AS. Por otra
parte, AS aumenté la circularidad, un parametro asociado a las presencia de
mitocondrias fragmentadas y donas. La interconectividad esta relacionada con la
disposicion en red de las mitocondrias. Valores mayores de interconectividad
sugieren que las organelas estan fisicamente mas conectadas, mientras que
valores mas bajos estdn asociados con mitocondrias fragmentadas. Los
resultados obtenidos muestran que la interconectividad de las mitocondrias de las

células control es mayor que la correspondiente a las células que sobreexpresan
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AS sugiriendo que estas ultimas se encuentran mas fragmentadas y/o en forma de
dona (Wiemerslage & Lee, 2016).

Mitocondrias de células control y de células con AS con Mitotracker
(Media representativa de los valores obtenidos £ SEM por microscopia de fluorescencia)

Tratamientos Area (umA2)  Perimetro (um) Circularidad Elongacion Interconectividad
maximo=1 1/circularidad (Area/ perimetro)
Control 1,15£0,07  12,2£0,70 0,16 0,01 11,7 £ 1,06 0,10 £ 0,004
(n=12 células)

(n=135 mitocondrias)

AS, 1,3310,16 9,0310,77 0,27 £ 0,02 6,251 0,68 0,14+ 0,01
(n=10 células)
(n=94 mitocondrias) *#%0<0,001 *#%0<0,001 **n<0,01
FRAGMENTADAS circularidad vs control Elongacion vs control  Interconectividad vs control
AS
, 2,17 +0,23 5,791 0,32 0,75+ 0,02 1,44 10,08 0,33+ 0,02
(n= 12 celulas)
(n= 75 mitocondrias) *+kn<0,001 *+4n<0,001 *+4n<0,001
DONAS circularidad vs control  Elongacion vs control  Interconectividad vs control

Tabla 3: Parametros de la morfologia mitocondrial. Se muestra el promedio de los valores
obtenidos de las mediciones + SEM. El analisis se realizé utilizando el programa ImagedJ y
siguiendo el protocolo descripto en (Dagda et al., 2009; Wiemerslage & Lee, 2016). El analisis
estadistico consistio en una ANOVA de una via un test Newman-Keuls de multiples
comparaciones.

En conjunto, estos resultados indican que AS altera el balance entre
los procesos de fusion y fision induciendo la fragmentacioén de la red tubular
que conforman las mitocondrias, ademas de promover la disipaciéon del

Apm.

3.6.2 Analisis de los niveles de expresion de las proteinas de

fusidén y fisién mitocondrial

Una vez demostrada la alteracion de la morfologia mitocondrial,
profundizamos los estudios analizando mediante western blot los niveles de
expresion de las proteinas reguladoras de la fusién (Opa-1) y de la fisién

mitocondrial (Drp-1).
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Opa-1

La proteina Opa-1 es una GTPasa encargada de modular el proceso de
fusidn y controlar la arquitectura de las crestas mitocondriales regulando las
uniones y el diametro entre ellas. Se ha reportado que Opa-1 es procesada hasta
en 8 variantes de splicing y que cambios en el balance entre las isoformas largas y
cortas afectan el proceso de fusion (Ishihara et al., 2006). Cuando la produccién
de ATP esta comprometida, las células disipan energia, inhibiendo la fusién
mitocondrial a través del clivaje de Opa-1. Este incremento en el procesamiento de
Opa-1 conduce a la presencia de mayores niveles de la proteina soluble,
resultando en una extensiva fragmentacion mitocondrial. Esta fragmentacion
puede prevenirse por sobreexpresion de las isoformas largas de Opa-1 (Ishihara
et al., 2006; Palmer et al., 2011).

Se analizaron los niveles de expresion de Opa-1 en fracciones sub-
celulares mediante western blot, empleando un anticuerpo monoclonal que
reconoce los residuos 708-830 correspondientes al dominio efector GTPasa. El
inmunoblot revel6 bandas correspondientes a ~100 y ~94 KDa, sin diferencia en la
expresion de ambas isoformas entre las fracciones mitocondriales control y de
células transfectadas con AS (Figura 46A y B).

Se encontraron formas clivadas de Opa-1 correspondientes a ~ 70kDa y ~
40kDa en la fraccion mitocondrial de las células control (Figura 46A; 3 y 5). La
sobreexpresion de AS favorece la aparicion de una especie de Opa-1 de menor
peso molecular (~35kDa, Fig. 46A, 6a), la sefial de 40KDa baja un 71 £+ 7 %, en
tanto que la sefal correspondiente a 70kDa hasta 6 veces en las fracciones
mitocondriales con AS. (Figura 46C). Sin embargo, no se detectd liberacion de

isoformas de Opa-1 al citoplasma.
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Figura 46: Expresion y localizaciéon subcelular de Opa-1. A. Inmunoblot representativo de las
bandas de Opa-1 obtenidas. A’: bandas correspondientes a las isoformas largas de Opa-1 (~100 y
94 KDa) reveladas con 1min de exposicion. A™": corresponde al mismo western blot que A’
revelado con una exposicion de 15min. B y C: Cuantificacion de las bandas correspondientes a A’y
A" respectivamente. Las membranas fueron lavadas y reprobadas para control de carga
empleando el anticuerpo anti Complex Il subunit core 1- OxPhos (Complejo IIl) para la fraccion
mitocondrial y el anticuerpo anti- 3-Actina para la fraccion citosolica. Anova de una via seguido de
un test de Newman Keuls de multiples comparaciones, **p<0,01, ***p<0,01. C= citosol;
M=mitocondria.

Drp-1

Drp-1 es la proteina maestra reguladora de la fision mitocondrial (Scott &
Youle, 2010). Su participacion fue estudiada en varios procesos
neurodegenerativos, en particular en la EP. Por lo tanto, en base a estos
antecedentes y considerando los resultados obtenidos que demuestran que AS
aumenta el numero de mitocondrias fragmentadas, investigamos los niveles de

expresion y la localizacién subcelular de la proteina Drp-1 en presencia de AS.
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Como se observa en la Figura 47, Drp-1 se detectd en la fraccidn citosodlica
y mitocondrial, tanto de células control como transfectadas con AS. En la fraccién
citosdlica de las células transfectadas con AS, se observd la aparicion de una
banda de alto PM (~ 180 KDa) que podria corresponder a una forma agregada de
Drp-1 descripta por Qi en 2013 (Qi et al., 2013) en lisados totales de células SH-
SY5Y. AS indujo un aumento en los niveles de Drp-1 de 96 + 14 % y 30 + 2,8 %

en las fracciones citosdlica y mitocondrial respectivamente.

El aumento en los niveles de la forma clivada de Opa-1 y de Drp-1 en la
fraccion mitocondrial avalan el rol de AS en el desbalance de los procesos

de fusion-fisidon mitocondrial, propuesto anteriormente.
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Figura 47: Expresion y localizacion subcelular de Drp-1. A. Se muestra un western blot
representativo. B. Cuantificacion. Las membranas fueron lavadas y reprobadas para control de
carga empleando el anticuerpo anti Complex Ill subunit core 1- OxPhos (Complejo Ill) para la
fraccion mitocondrial y el anticuerpo anti- B-Actina para la fraccion citosoélica. El andlisis estadistico
consistio en una ANOVA de una via seguido de un post test Newman Keuls de multiples
comparaciones. * p<0,05 vs control; *** p<0,001 vs control C=citosol, M=mitocondria.
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3.6.3 Efecto de AS sobre la permeabilizacion de la membrana
mitocondrial

Dado que no se observo liberacion de las formas clivadas de Opa-1 al
citosol, se realizé un experimento para evaluar si AS inducia la permeabilidad de
la membrana mitocondrial. Para ello se analizO mediante western blots la
liberacion del citocromo ¢ de la mitocondria al citosol, un evento caracteristico que
tiene lugar cuando se permeabiliza la membrana mitocondrial ante diferentes
estimulos (Tait & Green, 2010). Los resultados obtenidos demuestran que la
sobreexpresion de AS no induce liberacion del citocromo c al citosol (Figura 48).
No obstante, cabe destacar que aun no se ha llegado a un acuerdo acerca de si el
evento de permeabilizacion precede o no al clivaje de Opa-1 (Ramonet et al.,
2013).

Estos hallazgos sugieren que si bien AS afecta el balance fusién-fision, la
disfuncién mitocondrial observada en las condiciones de nuestro modelo
experimental, representa un estadio temprano, tal vez previo a la permeabilizacion
de la membrana y a la ejecucién del proceso apoptético. Esto ultimo avala el
resultado obtenido en el analisis de la morfologia nuclear, donde no se detectaron

eventos de condensacion y fragmentacion del ADN (Figura 39).

Control AS wt
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Figura 48: Liberacion de citocromo c al citosol. Las membranas fueron lavadas y reprobadas
para control de carga empleando el anticuerpo anti MNnSOD para la fraccion mitocondrial y el
anticuerpo anti- B-Actina para la fraccion citosdlica. Cit= citocromo ¢ puro. C= citosol, M=
mitocondrias.
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3.6.4 Efecto de Drp-1 en presencia de AS

Posteriormente, con el fin de estudiar la relevancia de la proteina Drp-1 en
nuestro modelo experimental, se realizaron experimentos empleando Mdivi-1, una
molécula inhibidora de la fision mediada por Drp-1 (Cassidy-Stone et al; 2008). El
mecanismo de inhibicidon de Mdivi-1 consiste en atenuar los primeros pasos de la
fision, que involucran el autoensamblaje de moléculas de Drp-1. Mdivi-1 se une de
manera selectiva y especifica al pool de moléculas de Drp-1 que se encuentran sin
ensamblar en el citoplasma y promueve la acumulacion de una conformacién
incapaz de polimerizar. El autoensamblaje de Drp-1 es un paso critico para la
funcion de esta proteina, por lo que Mdivi-1 fue postulado como un inhibidor de la
actividad GTPasa y finalmente un bloqueante eficaz de la fisidbn mitocondrial
(Lackner & Nunnari, 2010).

Se analizé el efecto de Mdivi-1 (10 uyM) en nuestro modelo mediante
microscopia de fluorescencia empleando Mitotracker Red CMXRos. Las
imagenes obtenidas sugieren que Mdivi-1 inhibe la fragmentacioén inducida por AS
(Figura 49 C y D). Sin embargo, también se encontraron células sobreexpresando
AS cuyas mitocondrias aparecen principalmente fragmentadas a pesar de la
exposicion a Mdivi-1 (Figura 49E y F).

En base a estas observaciones se decidid cuantificar el numero de
mitocondrias de acuerdo a la clasificacion morfolégica establecida previamente
(Figura 50). Se observa que la presencia del inhibidor en células transfectadas
con AS, resulta en un aumento del niumero de células presentando mitocondrias
tubulares mientras que las células con mitocondrias fragmentadas y disipacién del
Apm disminuyen significativamente. Estos resultados avalan la participacién de

Drp-1 en el proceso de fision mitocondrial inducido por AS.

En conjunto los resultados demuestran que AS produce un
desbalance del equilibrio fusién-fision mitocondrial y que Drp-1 juega un rol
en este proceso.
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Control Control-Mdivi-1

AS-Mdivi-1

AS-Mdivi-1

Figura 49: Efecto de Mdivi-1 sobre la fision inducida por AS. A y B corresponden a los
controles sin transfeccion, sin y con agregado de Mdivi-1 respectivamente. C, D, E y F son
imagenes representativas de la morfologia mitocondrial en células con sobreexpresion de AS. Las
imagenes se obtuvieron utilizando un microscopio de fluorescencia Olympus 1X71 con un objetivo
de aceite 60X, NA=1,42.
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Figura 50: Efecto de Mdivi-1 sobre la fisién inducida por AS. Mdivi se incubd durante 48hs.
*p<0,05 vs AS (1, 3 y 4). El andlisis estadistico consistio en una ANOVA de una via seguida de un
post test Newman-Keuls de multiples comparaciones.

3.7 Analisis de la morfologia mitocondrial en células que

presentan aumento en la generacion de anién superoéxido

En el presente trabajo hemos demostrado que AS aumenta la generacién
de las ROS y en particular el O,” y se ha propuesto que estas especies podrian
ser responsables de la disfuncién mitocondrial. Por lo tanto, para estudiar la
relacion entre la produccion O, y la integridad mitocondrial empleamos la sonda
MitoSOX Red (Ahmad et al., 2013). Este fluoréforo, dirigido especificamente a la
mitocondria permite visualizar por microscopia las diferentes morfologias que

adoptan las organelas.

La Figura 51A muestra los resultados obtenidos en células control, con
presencia de rotenona y transfectadas con AS. La rotenona se emple6 como

control positivo ya que actua como desacoplante de los complejos | y Ill, dos sitios

2 Intermedias e intermedias
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de la cadena respiratoria relevantes en la generacién de O,". En las células
control se detecta la sefial de O, correspondiente a los niveles basales de las
células SH-SY5Y. El agregado de rotenona 100 nM indujo la formacion de
mitocondrias fragmentadas y en forma de dona (Figura 51A, e y €’). Las células
que sobreexpresan AS, presentaron eventos morfoldgicos consistentes con los
descriptos para rotenona 100nM.

Posteriormente, se realizé una cuantificacion de la intensidad de
fluorescencia de MitoSOX Red como medida de la generacion de O, (Figura
51B).

Los resultados obtenidos demuestran que las células transfectadas con AS
presentan un aumento de dos veces en la intensidad de fluorescencia al igual que
las incubadas con rotenona 100nM.

La coexistencia de fragmentacion mitocondrial y generacién
aumentada de O, en células sobreexpresando AS sugiere que la generacion
de ROS inducida por la sobreexpresion de AS produce un desbalance en los

eventos de fusion-fisién en respuesta al dafo.
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Figura 51: Generacién de O,” y morfologia mitocondrial. A. Las imagenes a, b y ¢
corresponden a células control; d, e y f corresponden a células con agregado de rotenona 100 nM;
g, h, i corresponden a células transfectadas con AS, e’ y h’ muestran a un detalle de la morfologia
en cada tratamiento. B. Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia. Para el analisis se utilizd
el programa ImageJ. Se restd el background de cada imagen y se midid el area de las
mitocondrias y la intensidad de la fluorescencia, posteriormente se realiz6 el cociente entre estos
dos parametros. Se realizé un estudio de ANOVA de una via + SEM seguida de un post test
Newman-Keuls de multiples comparaciones.

En las muestras procedentes de este experimento se midieron nuevamente
los parametros de circularidad, elongacion e interconectividad de las mitocondrias

obteniéndose resultados similares a los correspondientes a la Tabla 3.
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Capitulo 4. EFECTO DE AS EN EL PROCESO DE
AUTOFAGIA

La via autofagica-lisosomal requiere un flujo continuo de formacion, fusion y
eliminacién de vesiculas. Por lo tanto, una alteracion en alguno de los pasos de
esta via conduce a cambios en su funcionamiento. Los materiales citosolicos que
van a degradarse son encerrados por medio de membranas aisladas para formar
vesiculas de doble membrana denominadas autofagosomas. Posteriormente, los
autofagosomas se fusionan con lisosomas para transformarse en

autofagolisosomas y degradar los componentes citosdlicos (Klionsky et al., 2003)

4.1 Efecto de AS sobre la autofagia

LC3 es el marcador por excelencia de la activacion de la autofagia. Ante un
estimulo autofagico, LC3-I se conjuga covalentemente a fosfatidiletanolamina para
formar LC3-Il. Los niveles de LC3-lIl mantienen una estrecha relacion con la
cantidad de autofagosomas. Dado que los niveles de esta proteina estan sujetos a
sintesis y degradacién, es necesario separar estos procesos empleando
inhibidores que impidan la degradacién lisosomal. Sin un inhibidor, el pool luminal
es degradado luego de la fusion con los lisosomas (Rubinsztein et al., 2013). El
antibiético macrolido Bafilomicina A1 (Baf A1) conduce a la pérdida de funcion del
lisosoma debido a que inhibe irreversiblemente a la v-ATPasa, detiene la
acidificacion lisosomal y con ello, la degradacion en dicha organela (Bowman et
al., 1988; Yoshimori et al., 1991). De este modo, la incubacién de las células con
este inhibidor permite poner en juego una variable a la vez y diferenciar los
cambios debidos a la activacion de la autofagia de los generados por una
disminucion en la degradacion de los autofagosomas (Bowman et al.,, 1988;
Mizushima & Yoshimori, 2007; Rubinsztein et al., 2009).
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Para estudiar una posible activacion de la autofagia debida a la
sobreexpresion de AS, las células se transfectaron con AS y luego de 48h se
agregé Baf A1 (2h, 100nM). Una vez finalizado el tratamiento, las células se
lisaron, se realizd un inmunoblot y se midi6 la expresién de la proteina LC3
(Figura 52). La sobreexpresion de AS indujo un aumento de 3,8 veces los niveles
de LC3-1l (Figura 52B) el cual resultdé mayor en presencia de Baf A1. Estos
resultados indican que la sobreexpresion de AS induce la activaciéon de al

autofagia.

A Control-SH-SY5Y SH-SY5SY -AS
+Baf A1 -BafAl + Baf A1l -BafAl

okon | T ™ g o
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40 KDa —  — e Actina
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Intesidad Relativa (LC3/Actina)
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0

+Baf A1 -BafAl +BafAl -BafAl

Control-SH-SY5Y SH-SY5Y-AS

Figura 52: La sobreexpresion de AS activa la autofagia. Las células se transfectaron con
pcDNAS3-AS y luego de 48h se agregd Baf A1 (100nM) durante 2hs. A. Inmunoblot representativo
que muestra los niveles de LC3-Il en cada condicion. Las proteinas fueron resueltas por medio de
un gel 15% vy transferidas a una membrana de PVDF. Las membranas se revelaron con un
anticuerpo anti-LC3 y se reprobaron con un anticuerpo anti-Actina como control de carga. B.
Cuantificacion de los niveles de LC3 II. ***p<0,001 AS sin Baf A1 vs control sin Baf A1; ***p<0,001
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AS con Baf A1 vs AS sin Baf A1. Andlisis estadistico: ANOVA de una via + SEM, seguido de un
test Newman Keuls de multiples comparaciones. N=3.

4.2 La sobreexpresion Atg5 disminuye la citotoxicidad inducida
por AS

Ante un estimulo citotdxico, la autofagia puede favorecer la supervivencia o
la muerte celular dependiendo del contexto y la naturaleza e intensidad del dafno
(Marifio et al., 2014). En relacion a AS, varios estudios han demostrado que el
papel que juega esta proteina depende del modelo en estudio. Por lo tanto, los
resultados que se encuentran publicados hasta el momento estan sujetos a una
fuerte controversia (Koch et al., 2015). Para analizar el rol que cumple la autofagia
en la citotoxicidad inducida por la sobreexpresion de AS, se empled una estrategia
genética de inhibicion y se evalud la viabilidad por medio del ensayo de liberacion
de LDH. Las células se co-transfectaron con plasmidos conteniendo Atg5™ o la
mutante Atg5<"*°R, la cual previene la conjugacion Atg5-Atg12 suprimiendo el
proceso autofagico (Gorojod et al., 2015). Los resultados obtenidos demostraron
que la inhibicion de la autofagia empleando Atg5%"**R incrementa la citotoxicidad
de la AS, mientras que la sobreexpresion de Atg5™ previene el dafio. Estos datos
sugieren que el proceso autofagico juega un rol protector frente a la citotoxicidad
de la AS. No se observaron diferencias significativas con respecto al control en las

células que sobreexpresaron Atg5<'*R y Atg5" (Figura 53).
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Figura 53: Efecto de la autofagia sobre la citotoxicidad de la AS. Las células se co-
transfectaron con AS y Atg5"™ o Atg5""*®®. El grafico muestra el efecto de la sobreexpresion de
estas proteinas sobre la viabilidad celular medida por liberacidon de LDH. Para el analisis se realizd
un ANOVA de una via seguido de un test de multiples comparaciones: Newman-Keuls + SEM.
**p<0,001 AS + Atg5" vs AS.

4.3 Rol de AS en la induccion de la mitofagia

La autofagia desempefia un rol relevante en el control de calidad
mitocondrial. Las organelas defectuosas son excluidas de la red mitocondrial a
través de eventos de fisidbn y enviadas a los lisosomas para su degradacion a
través de la mitofagia. La despolarizacion mitocondrial y la fisién se han propuesto
como requisitos para la ejecucion de este proceso (MacVicar, 2013). Teniendo en
cuenta los resultados obtenidos en el capitulo 3, figura 45 y capitulo 1, figura 30
que indicaron que AS induce fision de las redes mitocondriales y despolarizacién
de la mitocondria, se realizd un ensayo para evaluar la posible induccion de
mitofagia como consecuencia de la sobreexpresion de AS. Para ello, las células se
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co-transfectaron con AS y Atg5™ o Atg5<"*R se marcaron las mitocondrias
(TOM20) y las vesiculas autofagicas (LC3) por inmunocitoquimica. Los preparados
resultantes se analizaron por microscopia confocal (Figura 55). La transfeccion
con los plasmidos Atg5™ o Atg5<"**R se realizé para corroborar su efectividad en

modular la autofagia empleando una técnica alternativa (inmunocitoquimica).

151



Resultados

AS-Atg5vt-LC3

AS-Atg5KBRLC3




Resultados

Figura 54: La AS induce mitofagia. Las células se co- transfectaron con AS y Atg5™ o Atg5K13°R.

Se muestran imagenes de la marca de TOMZ20 (rojo, A-J) y de LC3 (verde, B-K). Las imagenes de
ambos canales fueron superpuestas (Merge: C-L).En F se sefalan las vesiculas conteniendo LC3.
Las imagenes se tomaron con un microscopio confocal Olympus IX81, con un objetivo Olympus
PLAPON 60X de aceite, NA=1,42.

En concordancia con los resultados obtenidos en la Figura 53, AS activo la
autofagia como se deduce del aumento en la formacion de vesiculas marcadas
con LC3. La transfeccion con el plasmido Atg5<"*°® dio como resultado un patrén
de marcacién semejante al control; en tanto que con Atg5"' aumenté el nimero de
vesiculas marcadas con LC3 con respecto al control. Por otra parte, la senal de
LC3 co-localizé con la marca mitocondrial (TOM20), sugiriendo la ocurrencia de

mitofagia.

4.3.1 Analisis de la colocalizacion

La colocalizacién entre la sefal mitocondrial detectada con TOM20 y la
sefal de LC3 se evalué mediante el test de Manders (Manders et al., 1993),
calculando el coeficiente M. Este coeficiente determina la relacion entre la senal

mitocondrial que colocaliza con LC3 sobre la sefial mitocondrial total segun:

Colocalizacion mitocondrias-LC3

Total de la senal de la mitocondria

Los valores se encuentran dentro de una escala que va de 0 a 1, donde O es
exclusién y 1 es la colocalizacion con LC3 del total de la sefial de TOM20. En la
Figura 55 se grafican los valores obtenidos para M4 en los distintos tratamientos.
Los resultados muestran que el tratamiento con AS resultdé en un incremento
significativo de 1,5 veces sobre el valor del control sugiriendo un aumento en la
mitofagia. La transfeccion con los vectores Atg5™ o Atg5<"°R disminuye la

colocalizacion por debajo de los valores del control. Esto podria indicar que se

153



Resultados

activan vias alternativas de degradacion independientes de Atg5. Sin embargo, se

requieren mas estudios para evaluar esta posibilidad.

Los resultados sugieren que AS induce la autofagia y la mitofagia en
las células SH-SY5Y. La autofagia se desencadena como un mecanismo de
preservacion favoreciendo la viabilidad celular. Por su parte, la activaciéon de
la mitofagia indica que la disfuncién inducida por AS en las mitocondrias es
suficientemente critica como para que sean seleccionadas para su

degradacion.
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Figura 55: Colocalizacién de mitocondrias y LC3. El calculo del coeficiente de M; se efectud
utilizando el programa Fiji (Imaged), con el plugin “Coloc2” y una macro disefiada especialmente para
el analisis de los coeficientes de Manders. Se realiz6 un ANOVA de una via seguido de un post test
Newman-Keuls. Los datos se expresaron como la media + SEM.M,: ***p<0,001 AS vs pcDNAS3 y
**n<0,001 AS-Atg5K" vs AS.
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Capitulo 1. ASOCIACION DE AS A LA MITOCONDRIA

La asociacién de AS con las membranas biolégicas ha sido estudiada
desde que esta proteina fue vinculada al desarrollo de la EP desde 1988 (silva et
al., 2013). Hasta la actualidad, se han llevado a cabo importantes progresos
enfocados en entender las propiedades fisicoquimicas de esta proteina y su
actividad relacionada con la unién a membranas (Uversky & Fink, 2002; Uversky,
2007; Uversky & Eliezer, 2009). Sin embargo, las funciones fisiologicas de AS no
han sido totalmente esclarecidas. Esto se debe principalmente a que se trata de
una proteina intrinsecamente desordenada que puede adoptar diversas
conformaciones y es versatil en cuanto a interaccién con membranas de diferentes
regiones subcelulares (Nakamura et al., 2011; Parihaar et al., 2008). Como
ejemplo de este comportamiento, se la ha llamado la proteina camaleodn (Silva et
al., 2013).

Por otra parte, se ha demostrado que en altas concentraciones AS es capaz
de agregar hasta formar fibrillas, acumulandose en el citoplasma (Roberti et al.,
2007). Durante mucho tiempo se postuld que estos grandes agregados de AS
eran los responsables de la injuria encontrada en los cerebros de pacientes con
EP. Sin embargo, tiempo después se comenzdé a observar que las especies
oligoméricas intermedias entre el monoémero y la fibra tenian mayor capacidad de
dafar a la célula que las fibrillas. Estos oligdmeros interactian con membranas de
diferentes organelas provocando desbalances en el metabolismo de la célula
(Chen et al., 2015; Ghosh et al., 2015). Uno de los principales blancos de AS en
condiciones patologicas es la mitocondria. Esta proteina es capaz de alterar la
funcionalidad mitocondrial, por ejemplo, actuando directamente sobre el Cl y
afectando el funcionamiento de la cadena respiratoria (Parihar et al., 2008). Sin
embargo, existen discrepancias y controversias sobre la localizacién especifica de
esta proteina en la mitocondria (Liu et al., 2009), la via de ingreso (Devi &
Anandatheerthavarada, 2010), la funcién o funciones que alli establece e incluso si
realmente se encuentra en la mitocondria o limitada a una regién de esta organela

y el RE. Esta region corresponderia al subdominio del RE asociado a la
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mitocondria (MAM, por sus siglas en inglés mitochondria- associated endoplasmic
reticulum membranes) (Guardia-Laguarta et al., 2014; Guardia-Laguarta et al.,
2015).

En la primera etapa del presente trabajo se plante6 el desafio de poner a
punto un sistema in vitro con el que se pudiera abordar un estudio detallado de la
relacion entre AS y las mitocondrias. Por una parte, se disefiaron experimentos
que permitieron discernir la asociacion entre la proteina y la organela y por el otro,
se trabajé para disponer de mitocondrias funcionales con el fin de evaluar los
efectos que AS pudiera tener sobre su metabolismo. La obtencién de la proteina
pura y monomeérica se utilizé para todos los ensayos bioquimicos y las mutantes
en cisteina se conjugaron con fluoréforos para ser utilizadas en las diferentes
técnicas de microscopia. El aislamiento de las mitocondrias requirié poner a punto
un protocolo que permitiera obtener una gran proporcion de mitocondrias enteras.
Ademas se controlé la funcionalidad de las organelas a través de la medicion del
consumo de O, (Figura 16).

Las primeras observaciones que realizamos hacen referencia a la
asociacion de AS con las membranas mitocondriales. AS se detecté en mas del
80% de los casos (Figura 22) en la mitocondria y su localizacién fue variable. Los
primeros ensayos nos permitieron concluir que a diferentes concentraciones, AS
parece variar su localizacion entre la MME vy el interior de la mitocondria (Figura
22). Las imagenes deconvolucionadas y las reconstrucciones tridimensionales
demostraron que a medida que aumenta la concentracion de AS (1-10uM), se
favorece su internalizacion (Figuras 23).

Un estudio posterior realizado por MET nos permitié detectar la proteina en
el interior de la mitocondria, en regiones cercanas a la MMI, el El y la MA.
También se observé en la cercania de la MME (Figura 24). En un trabajo
realizado por Zhang et al., (Zhang et al., 2008) los autores reportan que AS se
encuentra en distintas regiones subcelulares de neuronas de diferentes areas del
cerebro y especialmente se concentra en las mitocondrias y el RE. Establecen que
AS no solo se localiza en la MME sino también en la MMI, sobre las crestas, y en
la MA. En nuestro estudio mostramos que AS es capaz de asociarse a organelas
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aisladas siguiendo el mismo patrén descripto por Zhang et al., en tejidos y que el
numero de particulas de AS es mayor en el interior de la mitocondria que en la
MME, indicando un posible proceso de internalizacién. Estos resultados avalan los
obtenidos mediante microscopia de fluorescencia.

Continuando con el objetivo de dilucidar en cuales regiones especificas de
la organela se localiza AS, fraccionamos las mitocondrias luego de la incubacion
con la proteina. En los controles (Figura 25A y B) se detectd la sefial de AS
enddégena y algunas especies de alto PM, indicando que en condiciones
fisiolégicas puede haber proteina agregada interaccionando con la mitocondria.
Luego de la incubacion con la proteina (Figura 25B), demostramos que esta se
localiza en el El y en la MMI presentando PM correspondientes a los agregados
(Pieri et al., 2016) posiblemente como producto de la interaccion con las
membranas. Esto se refuerza al observar en el SN1 y SN2 sélo la proteina
monomeérica que no interactué con la mitocondria (Figura 25B 10uM). Con AS
50uM, se detectaron especies de alto PM en la MMI y en la MA ademas de la
forma monomérica (Figura 25B 50uM). Este ensayo nos permitid confirmar que
AS se internaliza en la mitocondria y también describir en que subregidn
especifica de la organela se encuentra. Ademas aportamos informacién sobre una
posible redistribucion dentro de la organela dependiente de la concentracidon
(Figura 25B 10pM vs 50uM).

Con este resultado decidimos evaluar si esta asociacion era también
dependiente del tiempo de incubacion. El experimento de cinética de asociacion
mostré que la proteina, a concentracion 1uM, se disocia de la mitocondria cuando
se la somete a lavados en distintos tiempos. Sin embargo, esto no ocurre a
concentraciones altas (10uM) a pesar de los lavados. Este resultado sugiere que
una vez asociada a la membrana o en el interior de la mitocondria, la proteina no
se libera de la organela, es decir, su internalizacion es irreversible, lo que
explicaria un comportamiento de interaccién dependiente del tiempo y de la
concentracion de AS (Figura 28).

En los ultimos anos se han propuesto diferentes mecanismos para explicar

la incorporacién de AS en la mitocondria (Devi & Anandatheerthavarada, 2010;
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Parihar et al., 2008). Estudios realizados en membranas artificiales comprobaron
que esta proteina se une a fosfolipidos acidos y a cardiolipina (Ghio et al., 201), un
fosfolipido especifico de la MMI. Un estudio computacional realizado por Tsigelny
et al., en 2012 (Tsigelny et al., 2012) model6 el curso de penetracion de AS
salvaje y de la mutante A53T a través de un poro formado por la misma proteina
debido a cambios en su estructura secundaria. Sin embargo, aun no se ha llegado
a un consenso para explicar este fendmeno de internalizacion.

En el presente trabajo se diseid un experimento de FRET para evaluar la
posibilidad de entrada de AS a la mitocondria mediada por TOM20. El resultado
mostré que AS interactua con el transportador de MME sugiriendo que la proteina
podria utilizar esta via para ingresar en la organela (Figura 29). Si bien se han
propuesto vias de internalizacién, este experimento realizado por FRET aporta un
claro indicio de este mecanismo que, si bien no descarta la posibilidad de
intervencion de otras vias, lo convierte en un candidato clave debido a las
caracteristicas de la zona N-terminal de AS que son similares a las proteinas que
se importan a la mitocondria a través de estos complejos (Devi &
Anandatheerthavarada, 2010).
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Capitulo 2. EFECTO DE AS SOBRE EL METABOLISMO
MITOCONDRIAL

En los ultimos anos, diversos estudios empleando diferentes modelos
experimentales han sefalado a la disfuncion mitocondrial como un mecanismo
patolégico relevante en la induccién de la neurodegeneracion en cerebros de
pacientes que padecen PD (Bir et al., 2014; Deas et al., 2015; Devi et al., 2008;
Parihar et al., 2008). Sin embargo los mecanismos por los que esta proteina
produce un desbalance de la funcionalidad mitocondrial siguen siendo materia de
estudio. Por lo tanto, en la segunda etapa del trabajo nos enfocamos en el estudio
del efecto de AS sobre distintos parametros funcionales caracteristicos del
metabolismo mitocondrial.

La medicién del consumo de O, y del control respiratorio depende del
acoplamiento de la cadena respiratoria y constituyen una medida fundamental
para corroborar la integridad de la mitocondria (Boveris et al., 1999). En el
presente trabajo se decidid medir el consumo de O, por dos motivos: (i) para
asegurarnos que partiamos de mitocondrias funcionales y (ii) para evaluar el
efecto de AS sobre la respiracion y el acoplamiento de la cadena de electrones.
Los resultados indicaron que AS disminuye la respiracion mitocondrial, a través de
la inhibicion de la cadena respiratoria a nivel del complejo I-lll, sin alterar a la
ATPsintasa y manteniendo intacto el grado de acoplamiento mitocondrial (Figura
32, Tabla 2). La evaluacion cualitativa del consumo de O, utilizando un equipo de
alta resolucién nos permitié confirmar los resultados referentes a la inhibicion del
Cl por parte de AS (10uM) (Figura 33).

En linea con estas observaciones, AS disminuyé la capacidad de las mitocondrias
de generar ATP (Figura 34). Este efecto podria ser una consecuencia directa de
la pérdida del Apm. Es bien conocido que la ocurrencia de este ultimo proceso se
encuentra estrechamente vinculada a la generacién aumentada de ROS (Vogt et
al., 2016). Cuando se evalud este parametro, encontramos que AS aumenta

especificamente la generacion O,”, una especie producida como consecuencia de
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la disfuncion de la cadena respiratoria (Figura 35). Este resultado guarda
correlacion con la inhibicion observada a nivel del Cl de la cadena respiratoria.
Si bien existen estudios que investigan el efecto de AS sobre parametros
funcionales en mitocondrias aisladas de cerebro de rata (Banerjee et al, 2010; Bir
et al., 2014) en ninguno de ellos se presenta un analisis completo que permita
correlacionar las distintas variables estudiadas como se ha presentado en este
trabajo.

En conjunto, los estudios de funcionalidad indican que AS disminuye el
consumo de O; y la produccion de ATP y aumenta la generacion de anién O;7, lo

cual seguramente resulta en un impacto negativo a nivel celular.
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Capitulo 3. ROL DE AS EN LOS PROCESOS DE FUSION-
FISION MITOCONDRIAL

La linea celular SH-SY5Y es una sub-linea clonada de las células SK-N-SH
establecida a partir de una biopsia de médula 6sea de un paciente con
neuroblastoma en el ganglio simpatico adrenérgico. Esta linea celular ha sido
utilizada como modelo de neuronas desde comienzos de los anos '80 (Xie et al.,
2010) y constituye un modelo adecuado para estudiar EP debido a que poseen
caracteristicas de neuronas dopaminérgicas. Es decir, son capaces de sintetizar
dopamina a través de la enzima dopamina-B-hidroxilasa (Oyarce & Fleming, 1991)
y expresan el transportador de dopamina, una proteina exclusiva de las neuronas
dopaminérgicas (Takahashi et al., 1994). Como la presencia del transportador de
dopamina es un pre-requisito para la incorporacion de MPP”, las células SH-SY5Y
han sido ampliamente usadas para estudiar la neurotoxicidad de este inductor del
fenotipo parkinsoniano. Por estas razones se eligio este modelo celular para
extender el estudio del efecto de AS a nivel celular.

Se evalu6 la eficiencia de transfeccion de AS mediante microscopia de
fluorescencia y analisis western blot (Figuras 36 y 37). Posteriormente se realizd
un analisis del efecto de AS sobre la viabilidad celular. En primer lugar se estudio
este parametro por reduccién de MTT lo que revel6 una leve pero significativa
disminucién de la viabilidad celular (Figura 38A). Sin embargo, teniendo en cuenta
que los ensayos de viabilidad/citotoxicidad se basan en la medicion de diferentes
parametros celulares, los mismos pueden arrojar resultados disimiles
(Borenfreund et al., 1988: Weyermann et al., 2005) que pueden llevar a sobre- o
sub-estimar los datos, por lo que es recomendable emplear mas de un ensayo
para poder realizar una observacion concluyente. Por lo tanto, la viabilidad celular
se determin6 ademas mediante la deteccién de luminiscencia en funcion de la
cantidad de ATP generada por las células viables y la citotoxicidad a través de la
liberacion de LDH debida a la disrupcién de la integridad de la membrana

plasmatica. Estos ensayos mostraron mayor disminucion en la viabilidad celular
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que el correspondiente a la reduccion de MTT (Figura 38B y C) y de este modo
brindaron un marco mas amplio de respuesta para ser empleadas en
experimentos posteriores.

Por otra parte se demostré que AS disminuye significativamente la capacidad de
produccion de ATP en concordancia con el mismo parametro medido utilizando
mitocondrias aisladas (Figura 40). El paso a seguir consistié en evaluar los niveles
de ROS producidos por la presencia de AS y se corrobor6 que hay un aumento
significativo de la generacion de perdxidos reactivos y de O," en estas células
(Figuras 41 y 42). La disminucion de la viabilidad celular, la reduccién de la
produccion de ATP y el aumento en la generacion de ROS ponen de manifiesto
los efectos nocivos de AS salvaje en altas concentraciones.

Para profundizar en el andlisis de los efectos de AS sobre la funcionalidad
mitocondrial, se abordd el estudio del rol de esta proteina sobre los procesos de
fusién y fision. Si bien se ha reportado que AS afecta la morfologia mitocondrial
(Guardia-Laguarta et al., 2014, Koch et al., 2015; Nakamura et al., 2011) existe
discrepancia acerca de los mecanismos por los cuales esta proteina produce esas
alteraciones. Nosotros encontramos que AS disminuye de forma significativa el
numero de células presentando mitocondrias tubulares y aumenta el numero de
células con mitocondrias fragmentadas. También se observé un aumento en el
numero de células con mitocondrias presentando disipacién del Apm (Figuras 44
y 45). Posteriormente se realizé un analisis adicional de la morfologia que incluyo
la medicion de la elongacion, circularidad e interconectividad de las organelas, y
que confirmdé que AS favorece la aparicion de formas fragmentadas y disminuye la
interconectividad, un factor relevante para el mantenimiento de la homeostasis
mitocondrial (Tabla 3). Se ha reportado que la disfuncion en la fosforilacion
oxidativa acarrea defectos en la fusién de las MMI (Mishra & Chan, 2016). Los
mismos, podrian colaborar en la segregacién de mitocondrias disfuncionales y
evitar la fusién con mitocondrias sanas para rescatar el fenotipo normal.

El estudio de las proteinas de fusién y fision (Opa-1 y Drp-1 respectivamente)
mostré que AS favorece el clivaje de Opa-1 y la aparicién de una isoforma corta
de 35 kDa. La liberacion de Opa-1 al citosol suele asociarse con el inicio de
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eventos apoptoticos, provocando la liberacién del citocromo c¢ (Jourdain &
Martinou, 2009). En este trabajo no detectamos ninguno de estos dos eventos
(Figura 46 y 48). La ausencia de liberacion de citocromo c¢ al citosol, (un
parametro indicativo de apoptosis) muestra concordancia con el analisis de
nucleos empleando el reactivo de DAPI (Figura 39) donde no se detectd
presencia de nucleos fragmentados y/o condensados.

Cuando se analizaron los niveles de expresion de Drp-1, se observd que AS
incrementa marcadamente la expresidon de esta proteina en el citosol
registrandose un incremento del 30% de los niveles de Drp-1 en la fraccién
mitocondrial (Figura 47). Estos resultados sugieren que Drp-1 desempena un rol
en la fision mitocondrial. En este sentido, cuando se inhibié la actividad de esta
proteina con Mdivi-1, se encontré6 que este compuesto inducia un aumento en el
numero de células presentando mitocondrias elongadas. En paralelo se observo
una disminucién en el numero de células con mitocondrias fragmentadas y con
disipacion del Apm. Estos resultados sefalan a Drp-1 como una de las proteinas
responsables del proceso de fisibn mitocondrial.

Es importante destacar el numero relativamente bajo de células
presentando mitocondrias con disipacion del Apm en presencia de AS (Figura 50).
Dado que la pérdida de Apm es un evento directamente relacionado con la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial (Landes & Martinou, 2011), resulta
coherente que no se haya observado liberacion de citocromo ¢ en estas
condiciones. Adicionalmente, Drp-1 es una proteina que colabora en la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial. Por lo tanto, los bajos niveles de
Drp-1 traslocados a la mitocondria también reforzarian los resultados obtenidos.
Posiblemente, el modelo experimental nos ubique en un marco temporal temprano
(o incipiente) en lo que respecta al desencadenamiento del proceso apoptético
mediado por el proceso de fision.

Finalmente se decidio realizar un estudio de la morfologia mitocondrial en células
marcadas con Mitosox Red (Figura 51). El aporte se este experimento consiste en
que se logra analizar la morfologia mitocondrial en células que presentan un

aumento en la generacion de anion O,". Los resultados obtenidos corroboraron
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que la sobreexpresion de AS favorece la fragmentacion de las mitocondrias. La
coexistencia de fragmentacion mitocondrial y generacion aumentada de O," en
células sobreexpresando AS sugiere que la generacion de ROS inducida por la
sobreexpresion de AS interviene en el desbalance de los eventos de fusion-fision

en respuesta al dafno.
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Capitulo 4. EFECTO DE AS EN EL PROCESO DE
AUTOFAGIA

Si bien los estudios pioneros enfocados a investigar la via de degradacion
de AS, proponian que este evento ocurria exclusivamente a través del proteasoma
(Bennet et al., 1999; Imai et al., 2000); hoy en dia se conoce que el lisosoma es la
ruta principal para la eliminacién de agregados de esta proteina (Cuervo et al.,
2004; Webb et al., 2003). Desde ese momento hasta la actualidad han surgido
numerosas investigaciones que vinculan a AS y sus mutantes A30P y A53T con la
macroautofagia siendo los resultados controversiales especialmente en lo
referente al proceso de mitofagia (Koch et al., 2015; Xilouri et al., 2016).

En este trabajo se abordd el tema analizando los niveles de LC3-Il en
presencia y ausencia de Baf A1. La sobreexpresion de AS indujo un aumento de
los niveles de LC3-1l el cual resultd mayor en presencia de Baf A1, sugiriendo que
AS activa la autofagia por via lisosomal (Figura 52). Evaluamos luego el rol de la
autofagia sobre la viabilidad celular para tratar de esclarecer si la activacion de la
autofagia en las células con sobreexpresion de AS implica un efecto protector o
actua favoreciendo la muerte celular. El ensayo de viabilidad celular por liberaciéon
de LDH revel6 que la inhibicién de la autofagia empleando Atg5X"*°R incrementa la
citotoxicidad de la AS, mientras que la sobreexpresion de Atg5™ previene el dafio.
Esta observacién implica que la autofagia estaria actuando como un sistema de
proteccion frente al dafo inducido por AS (Figura 53).

Dado que las mitocondrias disfuncionales son normalmente degradadas por
mitofagia, analizamos la ocurrencia de este proceso mediante inmnocitoquimica
empleando TOM20 y LC3. El analisis de colocalizacion calculando el coeficiente
de Manders, M4, indicé que AS promueve la mitofagia (Figura 55).

Nuestros resultados permiten concluir que AS promueve la autofagia y que este
proceso se activaria para favorecer la viabilidad celular. Ademas, se produciria un
aumento de la mitofagia, resultado coherente con el efecto nocivo, descripto

anteriormente, producido por esta proteina en la funcionalidad de la organela.
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En el presente trabajo se han descripto experimentos que han contribuido al
esclarecimiento del efecto que produce AS sobre el metabolismo mitocondrial, un
evento fundamental en el desarrollo de la EP. Los principales hallazgos se

resumen a continuacion:

En los experimentos que involucraron mitocondrias aisladas y la proteina AS pura

se ha demostrado que:

e Mediante el andlisis por diferentes técnicas de microscopia se demostrd
que AS es capaz de asociarse a la MME e incorporarse a los distintos

compartimientos, incluso la MA.

e La dinamica de asociacion e internalizacion de AS depende de su
concentracion y del tiempo de incubacion. La asociacion es reversible para
AS 1uM e irreversible a 10uM.

e AS 100uM se agrega en la mitocondria observandose por MET como
particulas de diferente tamafo el cual no se relaciona con su localizacion

submitocondrial.
e AS posiblemente interactta con la subunidad del transportador de
membrana externa, TOM20, sugiriendo que el complejo TOM podria

constituir una posible via de incorporacion a la mitocondria.

e AS disminuye la capacidad respiratoria de las mitocondrias, un efecto que

es dependiente de la concentracion.

e AS 10uM inhibe la actividad del CI de la cadena respiratoria.
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AS 10uM y 100uM disminuyen la capacidad de produccion de ATP por
parte de la mitocondria. Esto concuerda con la disminucion de la capacidad

respiratoria.

AS 10uM induce un aumento de la generacion de O, lo cual concuerda con

la disminucidén en la actividad del ClI.

En los experimentos que involucraron células SH-SY5Y se ha demostrado

que:

AS disminuye la viabilidad celular determinada por tres metodologias

diferentes.

AS aumenté la generaciéon de ROS en concordancia con lo observado en

las mitocondrias aisladas y con la inhibicién del CI.

No se observa ocurrencia de eventos apoptoticos. La ausencia de
liberaciéon de citocromo c¢ al citosol y de nucleos fragmentados y/o

condensados, avalan esta conclusion.

AS disminuye el numero de células presentando mitocondrias elongadas
mientras que aumenta el numero de células con mitocondrias fragmentadas
y con disipacion de Apm, indicando una alteracion en el balance entre la

fusioén y la fision mitocondrial.

El analisis de la circularidad mitocondrial revelé que AS aumenta el numero
de mitocondrias fragmentadas, representado como un aumento de la
circularidad y de la morfologia de donas junto con una disminucion de la

interconectividad y de la elongacién.
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AS favorece la aparicion de una forma corta de Opa-1 de 35kDa. Sin
embargo no se observa liberacion de Opa-1 al citoplasma en concordancia

con la ausencia de liberacion de citocromo c.

AS aumenta la translocacion de Drp-1 a la mitocondria, sugiriendo su

participacion en la fision mitocondrial.

El inhibidor de la actividad de Drp-1, Mdivi-1 disminuyo los efectos de AS

sobre la morfologia mitocondrial demostrando su rol en el proceso de fision.

AS aumento los niveles del marcador de autofagia LC3-ll en presencia y
ausencia de Baf A1 demostrando que esta proteina induce la activacion de

la autofagia.

La sobreexpresion conjunta de AS con Atg5<™*°R o Atg5" demostré que el
desencadenamiento de la autofagia tiene lugar como mecanismo de

rescate celular.

AS activa la mitofagia probablemente como una via de degradacién de las

mitocondrias dafadas.
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