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Resumen

Las mitocondrias estan muy lejos de ser organelos estaticos. Actualmente esta
bien establecido que las mitocondrias estdn sometidas a un proceso constante
de cambio, al cual se le ha denominado dindmica mitocondrial que incluye
procesos de fusion y fision. Hay muchas evidencias acerca de que la pérdida
de funcion de Pinkl y de la dinamica mitocondrial son responsables de
diferentes enfermedades neurodegenerativas, incluyendo el Parkinson tipo 2.
En este trabajo se estudid el efecto del silenciamiento de Pinkl eventos de
fusion y fision mitocondrial en neuronas dopaminérgicas. La disminucion de
la expresion de Pinkl se realizo usando plasmidos lentivirales con dos
secuencias de ShRNA y mediante qPCR se comprobd que los niveles de
Pinkl disminuyeron en mas del 80%. Se hicieron ensayos de MTT para
evaluar actividad mitocondrial, mientras que las proteinas de fusion fision
fueron analizadas mediante western blot y la morfologia mitocondrial con
microscopia confocal. Las células transducidas con el constructo shPinkl
muestran una disminucion en actividad mitocondrial y menores niveles de
expresion de Drpl y de Mfn2, en un 31 y 55%, respectivamente. Sus
mitocondrias tienen una morfologia principalmente fragmentada y también se
encontro que estas células no responden de la misma manera que las células
control ante el estimulo generado por la forskolina, un potenciador de la via
del cAMP que fosforila a Drpl, inactivandolo. De esta manera se propone que
Pinkl puede ejercer un papel neuroprotector promoviendo fusién

mitocondrial.

Palabras clave: Pink1, fusidn, fisién, mitocondria, neuronas dopaminérgicas,
enfermedad de Parkinson
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Abstract

Mitochondria are organelles far from being static. It is now well established
that mitochondria are subject to a constant process of change, which has been
called mitochondrial dynamics, including fusion and fission processes. There
are a lot of evidences that show that the loss of function of Pinkl and
mitochondrial dynamics are responsible for various neurodegenerative
diseases, including Parkinson type 2. In this work, we studied the effect of
silencing Pink1 in events of mitochondrial fusion and fission, in dopaminergic
neurons. Two lentiviral ShRNA sequences were used to knockdown Pink1 and
by gPCR it was found that Pinkl levels decreased more than 80%. MTT
assays were conducted to assess mitochondrial activity, while fission-fusion
proteins were analyzed by western blot and mitochondrial morphology by
confocal microscopy. The cells transduced with the construct against Pinkl
show a decrease in mitochondrial activity and reduced levels of expression of
Drpl and Mfn2, by 31 and 55%, respectively. Their mitochondrial
morphology was mainly fragmented and we also found that these cells do not
respond the same way that the control ones to the stimulus generated by
forskolin, an enhancer of cAMP pathway that phosphorylates Drpl,
Inactivating it. Thus it is proposed that Pink1 can exert a neuroprotective role

by promoting mitochondrial fusion.

Keywords: Pink1, fission, fusion, mitocondria, dopaminergic neurons,

Parkinson disease
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1 Capitulo 1

1.1 Introduccién

La Enfermedad de Parkinson (EP) es un desorden neurodegenerativo
caracterizado por la pérdida selectiva de neuronas dopaminérgicas en la
substancia nigra del mesencéfalo. Es la segunda enfermedad
neurodegenerativa mas comun después de la Enfermedad de Alzheimer.
Afecta tanto a hombres como a mujeres con edad promedio de inicio 60 afios
y su incidencia aumenta significativamente con la edad. Aproximadamente 5 -
10 % de los pacientes tienen menos de 40 afos de edad y se estima que una de
cada 100 personas mayores de 60 afios puede tener EP. La EP se caracteriza
por generar una gran discapacidad entre los afectados, ya que sus sintomas
son temblor en estado de reposo, rigidez y lentitud para realizar los
movimientos; también se puede encontrar inestabilidad postural, disminucion
del balanceo de los brazos, de la expresion de la cara o del tono de voz;
dificultad para la deglucion, alteraciones del suefio, ansiedad, depresion y
otras alteraciones mentales. Todo esto conlleva grandes pérdidas econdémicas
y graves consecuencias sociales y familiares. En Colombia afecta a unos
230.000 individuos aproximadamente Yy la tendencia demogréafica mundial es
al aumento de la poblacion anciana por lo que se espera que en los préximos
20 afios la EP aumente cuatro veces su prevalencia actual, convirtiéendose en

un serio problema de salud publica.

La EP es una enfermedad compleja y presenta una amplia heterogeneidad
clinico-genética, lo que ha dificultado profundizar en el conocimiento de sus
mecanismos fisiopatoldgicos basicos, a pesar de los avances en el tratamiento
sintomatico y en su diagnostico. Algunas formas geneticas mendelianas se han

1



descrito recientemente gracias a los progresos de la gendmica; asi se han
identificado varios genes (a-Sinucleina, Parkin, UCHL-1, DJ-1, Pinkl,
LRRK2 y HtrA2) que constituyen las Unicas causas definidas de la EP hasta
la fecha. Estos avances han revolucionado y esclarecido algunos de los
procesos subyacentes de su etiologia, sin embargo, el papel de sus proteinas en

la fisiologia neuronal, aun esta por aclararse.

En este trabajo se analizo en celulas CAD y M17 el impacto del gen Pinkl
sobre las proteinas de fusion y fision mitocondrial. Se simulé el efecto de
pérdida de funcion de la proteina Pinkl y se evalué su impacto sobre la
homeostasis mitocondrial a nivel de los mecanismos de fusion-fision
mitocondrial. Como hipdtesis de trabajo se propone que la disminucion de la
expresion de Pinkl con short hairpin RNA (shRNA) de la proteina Pinkl
produce una alteracion en la fisiologia neuronal alterando la homedstasis
mitocondrial ~ (fusion-fision), lo que conlleva a muerte neuronal.
Metodoldgicamente, las células fueron transducidas con vectores plasmidicos
lentivirales shRNA para Pinkl con el fin de disminuir su expresion y
posteriormente se caracterizaron sus efectos sobre el mecanismo de fusion-

fision mitocondrial.

1.2 Problema Cientifico

La Enfermedad de Parkinson (EP) es un desorden neurodegenerativo
progresivo que se caracteriza por causar una gran discapacidad, generando
consecuencias negativas tanto a nivel econémico como social. En Colombia la
padecen cerca de 230.000 personas y en 20 afios incrementard hasta cuatro
veces, convirtiéndose en un problema de salud publica. Se ha determinado que

la principal causa de esta enfermedad es la muerte de las neuronas



dopaminérgicas de la substancia nigra, aunque los mecanismos moleculares
por los cuales estas neuronas mueren selectivamente aln son desconocidos.
Recientes estudios demuestran que esta susceptibilidad puede deberse a la
existencia de factores genéticos que junto con factores de riesgo ambientales

podrian contribuir a la forma esporadica de esta enfermedad.

La identificacion de pacientes de EP con variantes en genes que codifican
para proteinas mitocondriales constituye la primera evidencia de una serie de
estudios bioquimicos que implican una disfuncion mitocondrial en la
patogénesis de la EP. Sin embargo, el mecanismo molecular de esta
disfuncion no se conoce con exactitud, por lo tanto el analisis molecular in
vitro de la funcion mitocondrial y de procesos fisiologicos como fusion-fision
podrian esclarecer aspectos relevantes de esta anomalia. Un gen muy
importante asociado a EP es Pinkl el cual parece ejercer un efecto
neuroprotector. Sin embargo, su estudio no ha sido facil debido a que se
encuentran niveles enddgenos muy bajos, por lo que ha sido necesario emplear
una gran variedad de modelos. En este trabajo se estudio el efecto del
silenciamiento de Pink1 en las principales proteinas que regulan los procesos

de fusién y fision mitocondrial en neuronas dopaminérgicas.

1.3 Justificacion

Aungue en los ultimos afios se han empleado diferentes estrategias
terapéuticas para el tratamiento de la EP, ésta sigue siendo considerada una
enfermedad incurable. Esto posiblemente se debe al desconocimiento de los
mecanismos moleculares involucrados en la muerte de las neuronas

dopaminérgicas. En los ultimos afios se ha avanzado en el conocimiento de



estos procesos y se sabe que Pinkl es determinante en la correcta funcion
mitocondrial. Adicionalmente, el grupo de investigacién en muerte celular de
la Universidad Nacional de Colombia ha obtenido resultados importantes en
cuanto a la relacién de la proteina Pink1 y la via de supervivencia de fosfatidil
inositol 3 quinasa (PI3K/AKT) indicando la necesidad de continuar con el
desarrollo de estudios que se enfoquen en evidenciar los mecanismos de
fision-fusion mitocondrial con el objetivo de que a futuro este conocimiento
permita el disefio racional de farmacos contra blancos terapéuticos especificos
o la identificacion de proteinas y genes que sirvan como marcadores

bioquimicos tempranos Utiles para la deteccion de la enfermedad.



2 Capitulo 2

Estado del Arte

2.1 Enfermedad de Parkinson

Este desorden neurodegenerativo asociado a la edad se caracteriza por la
pérdida preferencial de las neuronas que secretan dopamina y por la
acumulacion de inclusiones intraneuronales (conocidas como cuerpos de
Lewy) (Forno, 1996). La enfermedad es lentamente progresiva y causa

movimientos lentos, rigidez de las extremidades y temblor en las manos.

La EP se presenta de forma esporadica, es decir, sin antecedentes familiares
conocidos en el 90 % de los casos y en el 10 % restante la enfermedad puede
ser hereditaria, afectando tanto a hombres como a mujeres. La forma
esporadica de la enfermedad es mas frecuente después de los 60 afios mientras
que en las formas hereditarias la edad de inicio es mas temprana (Forno,
1987).

El tratamiento de la enfermedad depende del estado de severidad en que
encuentre el paciente. En la actualidad se conoce un grupo numeroso de
medicamentos para tratarla entre los cuales la Levodopa con Carbidopa
(Sinemet) o con benserazida (Madopar) son los de mayor beneficio. El
tratamiento incluye ademas medidas de rehabilitacion fisica y de los trastornos
asociados que puedan afectar al paciente como depresion, insomnio, ansiedad,

etc.



En las formas familiares de la EP se han encontrado mutaciones en genes que
han sido asociadas a formas autosémicas dominantes; como la a-sinucleina
(PARKZ1), Parkin (PARK?2), DJ1 (PARK3) y Pinkl (PARKS®) (responsables de
formas autosdémicas recesivas) (Gasser, 2007). A pesar de los mdltiples
esfuerzos por conocer la causa de la muerte neuronal en el modelo de esta

enfermedad, esto todavia es considerado un enigma.

Probablemente, la EP es resultado de la interaccion de maultiples factores, que
incluyen el envejecimiento normal, la susceptibilidad genética y la exposicion

a factores ambientales.

2.2 Pinkl

Pinkl (PTEN-induced kinase) es una proteina de 581 aminoacidos que
contiene un dominio serina/treonina quinasa y un dominio de localizacion
mitocondrial. EI gen Pink1 se localiza en el cromosoma 1, en la region 1p35-
36, tiene 8 exones y abarca 1.8 kb. Pinkl fue descubierto en el afio 2001 a
través de un estudio de perfiles de genes que son activados por la fosfatasa
supresora de tumores y homologa de tensina PTEN (Unoki y Nakamura,
2001). En el afio 2004 esta proteina fue identificada como el tercer gen
autosomico recesivo asociado a parkinson juvenil. Los autores de este estudio
mostraron que Pink1 silvestre, mas no el mutante, estabilizaba el potencial de
membrana mitocondrial (AW,,) y protegia a las células de apoptosis cuando
eran expuestas a inhibicién de proteosoma. Las mutantes del gen Pinkl
acentlan las condiciones de la enfermedad, induciendo trastornos

mitocondriales y apoptoticos (Valente et al., 2004).



Lo anterior sugiere que Pinkl puede funcionar en vias de sefializacién
intracelulares implicadas en la patogénesis de la EP. Tres propiedades de
Pinkl son especialmente relevantes; en primer lugar, analisis de secuencias
primarias y estudios bioquimicos han demostrado que Pinkl es miembro de
una familia de proteinas quinasas eucaridticas involucradas en la transduccion

y amplificacion de sefiales intracelulares (Silvestri et al., 2005).

En segundo lugar, el dominio N-terminal de Pinkl contiene un motivo de
localizacion mitocondrial que sugiere que Pinkl es candidata potencial en la
regulacion de procesos mitocondriales asociados con apoptosis (Mugit et al.,
2006) y en tercer lugar, Pink1l ha mostrado una interaccion funcional con otros
genes asociados a EP como Parkin y HtrA2 (Clark et al., 2006; Park et al.
2006; Wang et al. 2006; Plun-Favreau et al., 2007).

La proteina Pinkl tiene una actividad de autofosforilacion in vitro; Beilina y
colaboradores explicaron los efectos de las mutaciones del gen Pink1 sobre su
actividad quinasa y los niveles de expresion y localizacion en células
mamiferas. Ellos confirmaron la actividad quinasa y demostraron que las
proteinas mutantes son estables pero carecen de esta actividad. La mutacion
L347P desestabiliza y reduce la actividad quinasa, mientras que la mutacion
G309D tiene un menor efecto en la actividad quinasa in vitro. En este trabajo
también demostraron la localizacion, procesamiento y los niveles de la
proteina en células mamiferas, encontrando que Pinkl es procesada en su
secuencia N-terminal de una manera consistente con su importacion
mitocondrial. Ademas demostraron que la proteina madura también existe en
el citosol. Estos resultados implican que una porcion de Pinkl podria ser

exportada después de procesarse en mitocondria (Beilina et al., 2005).



(@) Key: (b)
mm== Glycine rich loop
Lysine on strand 3
I Glutamate on C helix [8<insert]  [1=!insert]
s Catalytic loop

mmn Activation segment
wemm C-terminal region

— AB8P

— CO2F

— c1256

— RI4TH
19

I [ 2 O™ — ateep

) — K186N
1# insert — P196L

— P209L
1 [30;: — A217D

111 [Cﬁ = ggig;‘ E240K

— Y258X
2 insert Z U g
| AV IR ! R p—c
rd — P206L
2 ms?g =13052_ 309D
v M33138L; V3171
—A330T
Via Eﬂ e 40A ohospho
B = ;
Vb [ 7o _ o residues
VII [ 8Ol =235 caes
— P399L
VIII [ EMGAHS G409V
E417G
— Y431H _
IX| F ﬂ _k}m WA437X
= Q456X
=1461S
x| ¢0 RAB4H
" — E476K
X1 0 = 1489P pagox
1o| |—RsoP

— 534insQ

— C575R

Figura No. 1 Dominio quinasa y mutaciones de Pinkl asociadas a EP. En a) Se muestra un
esquema lineal de Pinkl, con mutaciones asociadas a EP, subdominios quinasa. Las flechas
indican la posible ubicacion de hélices a, los cilindros hojas B. En b) se muestra un esquema

de un dominio serina-treonina quinasa (Mills et al., 2008).

2.3 Posibles mecanismos neuroprotectores de Pinkl

La expresion de la superoxido dismutasa 1 humana suprime la

neurodegeneracion inducida por la inactivacion de Pinkl en Drosophila.



Adicionalmente el tratamiento con superdxido dismutasa y vitamina E en
moscas con RNAI de dPinkl inhibe la degeneracion ommatidial (Wang et
al., 2006). De esta manera dPink1 jugaria un rol esencial en la supervivencia

neuronal previniendo que las neuronas sigan en estrés oxidativo.

¢A través de qué moléculas estaria ejerciendo este efecto? Hasta ahora se
conocen pocos substratos de Pinkl1 y el mecanismo por el cual las mutaciones
de esta proteina conducen a la neurodegeneracion también es desconocido. El
gen Pinkl es transcripcionalmente activado por fosfatasas y homologos del
gen de la tensina (Pten), un gen supresor tumoral involucrado en la regulacién
de vias sefializadoras de transduccion. Pridgeon et. al, 2007, reporto la
identificacion de una proteina asociada al receptor TNF-1 (TRAP1), una
chaperona molecular mitocondrial conocida como proteina 75 de choque
térmico (Hsp75), como substrato celular para la quinasa Pinkl. Esta proteina
se une y colocaliza con TRAP1 en la mitocondria y la fosforila in vitro e in
vivo. Ademas se desmostré que Pinkl protege contra el estrés oxidativo que
induce muerte celular, suprimiendo la liberacion del CitC desde la
mitocondria. Esta accion protectora del gen Pinkl depende de su actividad

quinasa para fosforilar a TRAP1 (Pridgeon et al., 2007).

2.4 Pinkl y funcién mitocondrial

La delecion del gen Pinkl en ratones altera de forma significativa las
funciones mitocondriales. Estudios de microscopia electrénica cuantitativa del
striatum de estos ratones evidencié que no hay cambios apreciables en la
ultraestructura del ndmero total de mitocondrias, pero si un aumento
importante en el nimero de mitocondrias alargadas. En este mismo estudio

también se pudo detectar una reduccion en la actividad de la aconitasa, la cual



estd asociada con el ciclo de Krebs y las actividades respiratorias en la corteza
cerebral de estos ratones se ve disminuida en ratones de 2 afos de edad con
Pink™ , pero no en los ratones mas jovenes de 2 a 4 meses, lo que indica que la

edad exacerba la disfuncion mitocondrial en estos ratones (Gautier et al.,

2008).
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Figura No. 2 Disfuncion mitocondrial en la EP. Se han identificado muchas alteraciones a
nivel de la biologia mitocondrial en la EP; a) actividad reducida del complejo I; b) mayor
produccion de ROS; ¢) dafio en el mtDNA,; d) dafio bioenergético; e) liberacion de citocromo c
mediada por Bax, apoptosis mediada por mitocondria; f) mitofagia defectuosa; g) aumento en

la capacidad buffer de Ca?*. Se muestran también los genes mutados en EP (Perier et al.

2012).

El rol de las proteinas de control de calidad de la mitocondria en la etiologia
de la EP se sugiere despues de hallazgos de mutaciones en las proteinas

HtrA2/OMI. HtrA2 se localiza en el espacio intermembranal de la mitocondria
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y protege del estrés mitocondrial ya que puede degradar polipéptidos mal
plegados y hace parte de la cascada de sefializacion adaptativa al estrés
oxidativo. HtrA2 se asocia con Pinkl y tanto Pinkl como HtrA2 parecen
interactuar en la misma via protectora ya que Pinkl es necesario para la
fosforilacion de HtrA2, la cual incrementa su actividad proteolitica in vitro
(Plun-Favreau et al., 2007). Sin embargo, aun no se tiene claro si HtrA2 es un
sustrato de Pinkl. Llama la atencion que aunque los roles fisiologicos de
Pinkl, HtrA2 y TRAP1 no han sido determinados, la relacion entre estrées
oxidativo, control de calidad mitocondrial y sefalizacion de estrés esta

emergiendo como posible patogénesis en EP.

En un estudio realizado por Wang y colaboradores en 2007, se demostro que
Pinkl silvestre inhibe la muerte celular apoptotica causada por inhibidores del
proteosoma, los cuales inducen la liberacion de CitC por disminucion de la
expresion del gen Bax. Este estudio demostro que la sobreexpresion de Pinkl
silvestre bloquea la liberacion de CitC inducida por un inhibidor de
proteasoma (Atractosida) y mostré como las mutantes fallan para inhibir la
citotoxicidad producida por éste (Wang et al., 2007). Los resultados han
demostrado que Pinkl silvestre expresado en mitocondria ejerce su papel
antiapoptotico por inhibicion de la apertura del poro mitocondrial y
mutaciones en la proteina interfieren en la habilidad para prevenir la apertura
del poro (Gautier et al., 2008), este mismo grupo encontro que la pérdida de
Pinkl causa un incremento selectivo en la apertura del poro y del calcio
mitocondrial y que una apertura excesiva de este poro puede ser la responsable
de los defectos mitocondriales encontrados en las células que carecen Pink
(Gautier et al., 2012).
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Fisiolégicamente se demostré que Pinkl puede regular el flujo de calcio
mitocondrial a través del intercambiador Na‘/Ca®* la deficiencia de Pinkl
causa una acumulacion mitocondrial de calcio lo que conduce a una
“sobrecarga”. Esta sobrecarga estimula la produccion de ROS a través de la
NADPH oxidasa. La produccion de ROS inhibe el transportador de glucosa,
reduciendo el envio de este sustrato lo que conlleva a una disfuncion de la
cadena respiratoria. Cuando se suministran sustratos de los complejos | y Il, el
dafio en la cadena respiratoria puede ser superado. Posiblemente las ROS
disminuyen el umbral de apertura del poro de permeabilidad mitocondrial,
inducido por calcio. Estos hallazgos permiten proponer un mecanismo por el
cual la disfuncién de Pinkl hace que las neuronas sean méas vulnerables a la
muerte celular (Gandhi et al., 2009).

2.5 Pinkly su interaccion con parkin

La pérdida del homdlogo de Pink1 en Drosophila es indistinguible de moscas
deficientes en parkin (PARK2), una proteina ubiquitina ligasa E3 localizada
principalmente a nivel citosolico, que media la marcacion de porteinas para su
posterior degradacion. Las moscas exhiben defectos motores debido a la
pérdida de neuronas dopaminérgicas por déficits mitocondriales. Este fenotipo
debido a la deficiencia de Pinkl puede ser rescatado mediante la
sobreexpresion de parkin, pero lo contrario no ocurre, lo que lleva a la
conclusion de que Pinkl posiblemente actGa corriente arriba de parkin en la
misma via molecular (Clark et al., 2006;Park et al., 2006;Yang et al., 2006).

Otros estudios en Drosophila sugieren que la perdida de Pink1 y parkin tiene
como consecuencia cambios en la morfologia mitocondrial, encontrdndose

que éstas se alargan. Este fenotipo puede ser rescatado mediante la
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sobreexpresion de la proteina mitocondrial del fision Drpl, por lo cual se
concluye que el homdlogo de parkin en Drosophila estd promoviendo fision
mitocondrial (Deng et al., 2008;Poole et al., 2008) Sin embargo, en células
humanas parkin y Pinkl parecen promover fusion mitocondrial. El
silenciamiento de Drpl puede rescatar el fenotipo mitocondrial inducido por la
deficiencia en Pinkl y en parkin (Lutz et al., 2009;Sandebring et al., 2009).
Lutz adicionalmente demostro que en celulas S2 de Drosophila, la fision
mitocondrial es un efecto temprano de parkin y Pink1, que progresa a fusion

con el tiempo, lo cual puede explicar la discrepancia entre los modelos.

También existen reportes que relacionan el papel que parkin y Pinkl
desempefian en el modelamiento de la mitocondria. Parkin media la
degradacion de mitocondrias dafiadas (Narendra et al., 2010) mientras que
Pinkl (silvestre, no los mutantes) es necesario para que parkin se pueda
translocar a la mitocondria (Vives-Bauza et al., 2010). Adicionalmente, Gegg
demostrd que el silenciamiento de Pinkl da como resultado una disminucion
de la sintesis mitocondrial (Gegg et al., 2009), mientras que Kuroda mostro
que parkin se une al DNA mitocondrial lo cual promueve su sintesis en células
de neuroblastoma humano (Kuroda et al., 2006;Rothfuss et al., 2009).

Pinkl regula el dominio RING1 de parkin (dominio importante para la
translocacion a la mitocondria) fosforilando directamente la tirosina 175, la
cual se localiza en la region de unién de parkin (Kim et al., 2008). Vives-
Bauza confirmo que la relocalizacién de parkin en mitocondria es dependiente
de Pink1, pero esto no involucra la fosforilacion de parkin. Sin embargo, un
estudio mas reciente mostré que Pink1 es activado cuando hay depolarizacion

mitocondrial y directamente fosforila y activa a parkin. EI monitoreo de la
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fosforilacion de parkin en la serina 65 y/o en Pinkl en la treonina 257
representa los primeros biomarcadores para examinar la actividad de la via de
sefializacién Pink-parkin in vivo. En este estudio también se sugiere que
pequefias moléculas activadoras de parkin pueden conferir una nueva

aproximacion terapéutica para la EP (Kondapalli et al., 2012).

En cuanto al reclutamiento de parkin a nivel mitoconcondrial, Lazarou y
colaboradores mostraron que Pink1l endogeno forma un complejo de 700 kDa
con la translocasa de la membrana externa TOM selectivamente en
mitocondrias depolarizadas mientras que Pinkl ectdpicamente dirigido a la
membrana externa mitocondrial mantiene la asociacion con TOM en
mitocondrias polarizadas. Cuando Pinkl es dirigido hacia los lisosomas o
hacia los peroxisomas, que carecen del complejo TOM, recluta a parkin e
induce la actividad ubiquitina ligasa en estos organelos. Una vez alli, parkin
induce autofagia organelo-selectiva de peroxisomas pero no de lisosomas. En
este estudio se propone que la asociacion de Pinkl con el complejo TOM
permite el rapido reimporte de Pink1 para rescatar mitocondrias repolarizadas
de mitofagia y reducir factores especificos mitocondriales para la
translocacion y activacion de parkin. La union de Pinkl a TOM puede
funcionar para rapidamente reimportar Pinkl y regular la via Pink1/parkin
(Lazarou et al., 2012).

2.6 Pinkl y citoesqueleto

El transporte mitocondrial en neuronas y su distribucion espacial estan
directamente relacionadas con la actividad sinaptica. Las neuronas requieren
de mecanismos especializados para regular el transporte y la retencion de las

mitocondrias en la proximidad de conos de crecimiento activos, nodos de
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Ranvier y terminales sinapticas, en donde la produccion de energia y la
capacidad homeostatica del calcio tienen una alta demanda (Hollenbeck y
Saxton, 2005). Este transporte de larga distancia depende de proteinas
motoras basadas en microtdbulos. Mientras que motores de dineina
citoplasmaticas conducen el movimiento retrogrado, la quinesina-1 fue la
primera proteina motora identificada para el transporte anterdgrado de
mitocondrias. Varios adaptadores, incluyendo a Miro-Milton y sintabulina han
sido identificados por unir la mitocondria al motor de quinesina en neuronas
(Cai y Sheng, 2009).

En el afio 2009, Weihofen y colegas, reportaron la identificacion de un
complejo multiproteinico mitocondrial que contiene a Pinkl, la GTPasa Miro
y la proteina adaptadora Milton. Se sabe que el complejo Miro-Milton tiene un
papel importante en el trafico mitocondrial a lo largo de los microtubulos.
Adicionalmente una variante de Pinkl que no expresa el dominio de
localizacion mitocondrial pudo encontrarse en las fracciones subcelulares
mitocondriales al inducir la expresion de Miro y Milton, lo que podria sugerir

un papel de Pink1 en este importante proceso (Weihofen et al., 2009).

La expresion de Pinkl con el dominio quinasa inactivo da como resultado el
aumento en la fosforilacion de cofilina, una proteina importante para el
remodelamiento del filamento de actina, lo que sugiere que una dinamica
alterada de actina y el incremento de la asociacién de parkin con el filamento
de actina pueden conllevar a condiciones patologicas resultantes de la
deficiencia de Pinkl (Kimy Son, 2010).

Las células mantienen su balance energético y evitan el estrés oxidativo
regulando el movimiento mitocondrial, su distribucion y remocién. Pink y
parkin participan en esta regulacion arrestando el movimiento mitocondrial, ya
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que Pinkl fosforila a Miro un componente del componente primario del
complejo motor/adaptador que ancla a la quinesina a la superficie
mitocondrial. La fosforilacion de Miro activa su degradacion proteosomal
dependiente de parkin. Al remover Miro la proteina quinesina se separa de la
superficie mitocondrial. Previniendo el movimiento de las mitocondrias la via
Pink1/parkin puede “poner en cuarentena” las mitocondrias dafiadas antes de
removerlas. En este estudio se propone que la fosforilacion de sustratos por
parte de Pink1 desencadena la subsecuente accion de Parkin y del proteosoma.
(Wang et al., 2011).

2.7 Funcion mitocondrial

Las mitocondrias son organelos celulares muy especializados. Més alla de su
clasica funcién como fuente de energia celular, gracias a contener la cadena
respiratoria, desempefian papeles cruciales en diversos procesos que incluyen
apoptosis, almacenamiento de calcio y rutas biosintéticas, que inciden
directamente en la homeostasis celular. Por eso no sorprende que su
disfuncion tenga consecuencias muy serias para la célula y que esté

relacionada con envejecimiento y desérdenes neurologicos (Lin y Beal, 2006).

La mayoria de sus proteinas residen en la matriz y son importadas a este
subcompartimento por la cooperacién de dos principales translocasas, el
complejo TOM en la membrana externa y el complejo TIM 23 en la
membrana interna. Estos complejos interactlan entre si para trasferir pre-
proteinas al interior de las dos membranas de una manera concertada. El
complejo TOM es la translocasa en la membrana externa que media el importe
de virtualmente todas las proteinas de la mitocondria. Reconoce proteinas

precursoras en el citosol, facilita la liberacion de factores de union citosolicos,
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contribuye al desplegamiento de proteinas, transfiere polipéptidos a través de
los poros de la membrana externa y media la insercion de algunas proteinas

que residen en ésta (Neupert y Herrmann, 2007).

El complejo TIM23 es la principal translocasa en la membrana interna de la
mitocondria. Transloca todos los precursores de proteinas de matriz, la
mayoria de las proteinas de la membrana interna y muchas proteinas del
espacio intermembranal. La translocacion por el complejo TIM 23 es dirigida
energeticamente por el potencial eléctrico de la membrana interna y por la
hidrdlisis de ATP. Los componentes de este complejo pueden ser subdivididos
en dos grupos, que operan de una manera secuencial y cooperativa: el sector
membranal, que forma el canal conductor de proteinas y el motor de importe,
que conduce la translocacion en el espacio de la matriz mitocondrial (Donzeau
et al., 2000).

Tres importantes descubrimientos han corroborado el concepto de que las
mitocondrias participan en sefializacion celular. En primer lugar, las ROS y
especies de nitrégeno pueden participar en lo que se conoce como la
“sefalizacion celular redox”. En segundo lugar, la interaccion entre la oxidasa
citocromo ¢ y el 6xido nitrico (NO¢) constituye una via de sefializacion para la
produccion controlada de peroxido de hidrogeno (H,O,) para transduccion de
sefiales. En tercer lugar, proteinas mitocondriales como el citocromo ¢ pueden
ser liberadas hacia el citosol e iniciar vias de sefializacion que conducen a

apoptosis.

Las ROS representan un reto adicional para la integridad mitocondrial ya que
inducen modificaciones en las proteinas, peroxidacion de lipidos y dafio al

DNA. Estas son un inevitable subproducto de la fosforilacion oxidativa. Las
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mitocondrias disfuncionales deben lidiar con el riesgo de una hidrdlisis
insignificante de ATP y un aumento del estrés oxidativo. Aun mas, un dafo
extensivo a nivel mitocondrial, puede conducir a la disipacion del potencial de
membrana a través de la membrana interna e inducir muerte celular por la
liberacion de proteinas proapoptéticas. Asi que es crucial el control de la
fosforilacion oxidativa y el monitoreo de la funcionalidad de la cadena
respiratoria para mantener la integridad del DNA mitocondrial y limitar el

dafio en la mitocondria (Tatsuta y Langer, 2008).

2.8 Fusiony fision mitocondrial

Las mitocondrias estan muy lejos de ser organelos estaticos. Actualmente esta
bien establecido que las mitocondrias estdn sometidas a un proceso constante
de cambio, al cual se le ha denominado dinamica mitocondrial que incluye

procesos de fusion y fision.

Varios estudios han demostrado que las mitocondrias estdn en movimiento
constante e interaccionan con otros organulos como el reticulo endoplasmatico
0 con otras mitocondrias (Bakeeva et al., 1978). Mediante analisis de
grabacion en video de imagenes adquiridas por microscopia de fluorescencia,
se han visualizado las mitocondrias moviéndose desde las regiones
perinucleares de la célula a las regiones mas periféricas unidas tanto a

microtubulos como a filamentos de actina (Krendel et al., 1998).

Durante su movimiento a través de los elementos del citoesqueleto, las
mitocondrias se fusionan con otras formando filamentos, o éstas se disgregan
produciendo mitocondrias aisladas, las cuales, a su vez, se dirigen en distintas
direcciones para volverse a fusionar con otras mitocondrias. Pero, ¢cudl es el

papel fisioldgico de este mecanismo? Los estudios realizados por Skulachev y
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colaboradores mostraron que filamentos extensos y otros filamentos
conectados, se despolarizaban cuando se generaba una lesion en la membrana
mitocondrial (en un Unico punto de 0,5 mm de didmetro) demostrando que las
redes mitocondriales funcionaban como una unidad eléctrica compartiendo el

mismo potencial de membrana.

Estas extensas redes son constitutivas en tejidos compuestos de células con
gasto energético elevado (como células musculares y neuronas), lo que llevo a
proponer la teoria de “los cables transmisores de energia” (Skulachev, 2001).
Esta teoria propone que una red mitocondrial extensa es eficiente en
condiciones en las que la disponibilidad de oxigeno en la region central de la
fibra muscular se convierte en el paso limitante con el objeto de mantener la
actividad de la cadena respiratoria. Se han obtenido conclusiones similares por
otros grupos, mediante medidas de recuperacion de fluorescencia después del

photobleaching (FRAP), o siguiendo sucesos sincronicos de despolarizacion.

Estudios genéticos han revelado la importancia de estos procesos en el
funcionamiento normal de las células y también se han descrito varios de los
componentes moleculares que los caracterizan. Dentro de la maquinaria de
fusion de los mamiferos se encontraron dos proteinas denominadas
Mitofusina-1 (Mfnl) y Mitofusina-2 (Mfn2) que son GTPasas altamente
conservadas localizadas en la membrana externa mitocondrial (Chen et al.,
2003).

En ausencia de estas dos proteinas, no hay fusion mitocondrial y se cree que

su accion se desarrolla a través de unos dominios hidrofobicos (HR1) que son
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esenciales para la asociacion con otras mitofusinas en las mitocondrias

cercanas.

Otra proteina involucrada en este proceso es Opal, que fue inicialmente
identificada como un gen mutado en atrofia Optica dominante autosomal
(DOA, por sus siglas en inglés), una causa comun de pérdida visual (Delettre
et al., 2000). El silenciamiento de Opal conduce a aberraciones en la
morfologia de las crestas mitocondriales y genera fragmentacion mitocondrial
(Chen y Chan, 2005).

Misko y colaboradores presentaron evidencias acerca de que mitofusina 2 es
necesaria para el transporte axonal de mitocondrias y ademas interactua con el
complejo Miro/Milton. En este trabajo se identificd un rol para las mitofusinas
hasta el momento desconocido, en regular directamente el transporte
mitocondrial, lo cual ofrece una importante contribucion al entendimiento del
mecanismo molecular de la degeneracion axonal en la enfermedad de CMT2A

y en la atrofia optica dominante (Misko et al., 2010).

En cuanto a la maquinaria de la fision mitocondrial las proteinas mas
importantes que se han caracterizado son Drpl y Fis 1. Drpl se encuentra en
el citosol, pero una subpoblacion se localiza en sitios puntuales de los tdbulos
mitocondriales, estos sitios marcan lugares en donde se llevara a cabo la fisidn
(Chan, 2006).

Drpl contiene dominios caracteristicos de la familia de GTPasas de dineina y
aparentemente puede constrefiir las membranas mitocondriales. Analisis in
vitro demostraron que la hidrolisis de GTP es suficiente para que Drpl

constrifia y tubule membranas liposomales, lo que indica que Drpl tiene la
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capacidad de ejecutar tanto la union, constriccion y liberacion de membranas

sin la adicion de otros factores (Elgass et al., 2012).
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Figura No. 3 Esquema de las principales proteinas involucradas en fusion y fision
mitocondrial (Chan, 2012)

En cuanto a Fis 1 se sabe que es una pequefia proteina de 17 kDa localizada
uniformemente en la membrana mitocondrial externa y su sobreexpresion
conduce a fragmentacion mitocondrial dependiente de Drpl. La importancia
fisiologica de la fision mitocondrial ha sido demostrada por la identificacion

de un paciente con una mutacion dominante negativa en Drpl. Este paciente
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exhibi6 varias anormalidades incluyendo un pobre desarrollo cerebral, atrofia

Optica, acidosis lactica y mortalidad 37 dias después de la gestacion.

™
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Figura No. 4 Esquema de la dindAmica mitocondrial (Perier y Vila, 2012)

Recientemente se han identificado nuevas proteinas dentro de la maquinaria
de fusion y fision mitocondrial. En el afio 2011 Zhao y colaboradores
reportaron que el factor de fision mitocondrial MIEF1, también conocido
como MiD51, al ser sobreexpresado induce una extensiva fusién mitocondrial,
mientras que su deplecion conduce a fragmentacion de las mitocondrias.
MIEF1 interactia y recluta a Drpl en la mitocondria de una manera
independiente de Fisl, de Mff (una proteina que también puede reclutar a

Drpl en la mitocondria y generar fision mitocondrial) (Gandre-Babbe y van
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der Bliek, 2008;0Otera et al., 2010) y de Mfn2, pero inhibe la actividad de
Drpl, ejecutando asi un efecto negativo en la fision mitocondrial. MIEF1
también interactda con Fisl y cuando los niveles de expresion de esta Gltima
aumentan parcialmente se revierte el fenotipo de fusion inducido por MIEF1.
Ademas de inhibir a Drpl, MIEF1 promueve fusion pero de una manera
independiente de las mitofusinas. Estos hallazgos develan un nuevo
mecanismo que controla la maquinaria de fusion y fisibn mitocondrial en
vertebrados. Al ser MIEF1 una proteina especifica de vertebrados, también se
muestra que hay importantes diferencias en la regulacion de la dindmica

mitocondrial entre levaduras y vertebrados (Zhao et al., 2011).

Hay muchas evidencias acerca de que la pérdida de funcién y de la dindmica
mitocondrial son responsables de diferentes enfermedades
neurodegenerativas, incluyendo el parkinson tipo 2. Mutaciones en Mfn2 se
han descrito como causa de la enfermedad CMT2A (Charcot-Marie-Tooth
subtipo 2A), una neuropatia periferal caracterizada por debilidad muscular y
pérdida sensorial en el limbo distal (Zuchner et al., 2004). La disminucion de
la expresion de Opal hace a las células mas susceptibles a la induccién de
apoptosis, mientras que la ausencia de Fisl inhibe la muerte celular. El
silenciamiento de Drpl, también aumenta la viabilidad celular aunque en una
menor proporcidon que el silenciamiento de Fisl, lo que sugiere un rol pro-
apoptotico para Drpl y Fisl, y uno antiapoptotico para Opal (Lee et al.,
2004).

No sblo los genes recesivos causantes de EP tipo dos se han relacionado con
efectos en la morfologia mitocondrial, también se ha encontrado a-syn puede
participar de este proceso. Una proteina muy importante ya que no solo es el

componente predominante de los cuerpos de Lewy (deposiciones
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intracelulares proteinicas, muy caracteristicas de la patologia) sino que como
se menciond anteriormente también presenta mutaciones causantes de la
enfermedad. Esta proteina de 140 aminodcidos esta ampliamente distribuida
en el cerebro y se expresa en altos niveles en las neuronas, en donde puede
alcanzar concentraciones entre 0.5 y 1% de proteina total. Se sabe que
interactia con membranas lipidicas y que adopta conformaciones de tipo
amiloide. Su toxicidad puede ser consecuencia de interacciones membranales
anormales y alteraciones en el trafico vesicular. Una de las propiedades
bioquimicas bien descritas de a-sinucleina es su unién a membranas, lo que
se asocia con cambios estructurales. En un estudio publicado en el afio 2010 se
demostrod por primera vez que a-sinucleina inhibe la fusion de membranas y
que su expresion induce fragmentacion mitocondrial, mientras que la
disminucion de la expresion de esta proteina conduce a la elongacion de la
mitocondria. Sorpresivamente el fenotipo mitocondrial causado por la
expresion de a-sinucleina es rescatado por la coexpresion de tres genes
asociados a la EP recesiva: Pink1, Parkin y DJ1(Kamp et al., 2010).

A nivel fisioldgico, la dinamica parece participar en muchas funciones. Como
las mitocondrias son organelos altamente moviles y dinamicos que
continuamente se funden y se dividen, pueden intercambiar contenidos como
el DNA mitocondrial. En un estudio realizado en musculo esquelético de raton
se mostré que la pérdida de funcion de las mitofusinas causa una severa
disfuncién mitocondrial y atrofia muscular. Los ratones mutantes también
mostraron deplecion en el mtDNA y sus genomas rapidamente acumularon
mutaciones puntuales y deleciones. Posiblemente la fusién mitocondrial es un
factor proactivo en enfermedades humanas asociadas a mutaciones en el DNA
mitocondrial (Chen et al., 2010).
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La yuxtaposicion entre el reticulo endoplasmético y la mitocondria es una
caracteristica estructural comun, que provee la base fisica para la
intercomunicacién durante la sefializacién por Ca®"; los mecanismos
moleculares que controlan esta interaccion aun son desconocidos. Un estudio
mostré que mitofusina 2 se encuentra enriquecida en la interfase entre la
mitocondria y el reticulo endoplasmatico. Al silenciar mitofusina 2 en
fibroblastos embrionicos de ratén y en células HeLa la morfologia del ER se
ve afectada y se pierde la interaccion ER-mitocondria, reduciendo la eficiencia
de la toma de Ca?* a nivel mitocondrial en respuesta al estimulo generado por
el 1,4,5-inositol trifosfato. Ensayos in vitro asi como evidencias genéticas y
bioquimicas soportan un modelo en el cual Mfn2 en el ER haria las veces de
un “puente” entre los dos organelos anclando complejos homo y heterotipicos
con mitofusina 1 o 2 en la superficie mitocondrial. Una yuxtaposicion
necesaria para el ingreso eficiente de Ca®* (de Brito y Scorrano, 2008), de esta

manera se amplia el panorama en el cual actuan estas proteinas.

Las mitocondrias despliegan diferentes morfologias dependiendo del tipo
celular y de situacion fisioldgica en la que se encuentren. En muchos tipos
celulares senescentes, se ha observado una extensiva elongacion de las
mitocondrias, lo que podria tener alguna implicacion funcional. Esta hipotesis
fue probada en células de endotelio humano que fueron envejecidas in vitro.
Las células jovenes mostraban mitocondrias tubulares, mientras que las
envejecidas se caracterizaron por tener mitocondrias alargadas e
interconectadas. Al inducir un dafio con luz UV en células jovenes se
observo la formacién de ROS, la cual desencadena fragmentacion celular y
pérdida de AW¥Wm en las células jovenes, mientras que las células senescentes

mostraron resistencia y alteraciones en los niveles de expresion de Fisl, Drpl
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y Pink1. Estos resultados indican que hay un mecanismo de proteccion frente
al estrés oxidativo en células senescentes mediado por Drpl, Fis 1 y Pink (Mai
et al., 2010).

Todavia quedan muchas preguntas sin responder con respecto a estos dos
procesos. No se sabe como interactlan, pero se ha observado que las
mitocondrias sanas tienden a fusionarse mientras que la segregacion por fision
puede ser una forma de la célula para deshacerse de mitocondrias dafadas a

traves de la degradacion por lisosoma.

La funcionalidad de mitocondrias dafiadas puede ser restaurada mediante
fusidn con una mitocondria vecina que esté intacta (Detmer and Chan, 2007).
Mitocondrias con daflos severos terminan fragmentandose Yy son
selectivamente removidas por un proceso autofagico, conocido como
mitofagia. La mitofagia previene la liberacion de proteinas proapoptoticas, asi
que consistentemente con su funcidn citoprotectora, el proceso apoptético es
suprimido después de su induccién pero inducido cuando hay inhibicion de
autofagia (Maiuri et al., 2007). Dos proteinas mitocondriales, llamadas Uthl y
Aupl, han sido ligadas especificamente a mitofagia en Sacharomyces y no
hacen parte de la maquinaria autofagica general, compuesta por alrededor de
30 proteinas conocidas como Atg (Kissova et al., 2004;Scherz-Shouval et al.,
2007).

2.9 C2-Ceramiday Rotenona

Las ceramidas (N-acetil-esfingosina) hacen parte de un grupo de segundos
mensajeros basados en esfingomielina (Kolesnick y Kronke, 1998), son

generadas principalmente por dos mecanismos enzimaticos, a traves de la
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sintesis de novo por condensacion de serina y palmitoil-CoA o mediante el
ciclo de esfingomielina. Ademas, la ceramida induce de-fosforilacion de Akt,
lo cual hace que interactte con Bcl-2 y Bel-xL (mediadores anti-apoptéticos)
desencadenando la cascada apoptética (Stoica et al., 2003). También, se ha
demostrado que la ceramida induce muerte celular por alteracion de la funcion
mitocondrial, incluyendo generacion de ROS, alteracion en la homedstasis del
calcio, colapso del potencial de membrana mitocondrial y liberacion de
citocromo ¢ (Kolesnick et. al., 1998; Mathias et. al., 1998).

Adicionalmente un estudio del afio 2008 muestra que la ceramida estimula la
fision mitocondrial y que este evento esta asociado con una activacion
temprana de apoptosis en cardiomiocitos. C2-ceramida también promueve un
rapido descenso en el potencial de membrana y liberacion de CitC, mientras
que la disminucion de la expresion de Mfn2 acentla los efectos de C2-

ceramida en la fragmentacion mitocondrial (Parra et al., 2008).

En este trabajo también se utilizé la rotenona como agente neurotoxico ya que
la inhibicion del complejo I de la cadena respiratoria por esta molécula induce
muerte celular apoptotica en una gran variedad de células y esto ocurre a
través de la acelerada produccion de ROS (Li et al., 2003). La rotenona
también es muy usada como modelo sistémico de la enfermedad de Parkinson

ya que replica muchos aspectos de la patologia (Cannon et al., 2009).

2.10 Celulas CAD y M17

Las células CAD son una variante de la linea celular CATH.a y fueron

donadas por la Dra. Chikaraishi DM del departamento de Neurobiologia del

27



Duke University Medical Center, Durham, North Carolina al Dr. Gonzalo
Arboleda del grupo de muerte celular de la Universidad Nacional de
Colombia. Se trata de una linea murina de neuronas catecolaminérgicas de
origen mesencefalico recientemente descrita que expresan las enzimas [-
hidroxilasa dopamina y tirosina hidroxilasa (TH), ademas de sintetizar altos
niveles de dopamina y norepinefrina (Suri et al., 1993) . También expresan
varios marcadores de neuronas diferenciadas, incluyendo proteinas de
neurofilamentos, sinaptofisina (Suri et al., 1993), canales dependientes de
voltaje sensibles a corrientes de K™ (Baraban et al., 1995), Na* (sensibles a
tetrodotoxina) y Ca”* similares a los reportados en otras neuronas, lo cual
indica que estas celulas poseen una membrana excitable, propiedad

caracteristica de las neuronas (Lazaroff et al., 1996;Lazaroff et al., 1995).

Las células humanas BE(2)-M17 (designacion ATCC CRL-2267) son células
humanas de neuroblastoma que expresan enzimas de sintesis de dopamina asi
como actividad de tirosina hidroxilasa y dopamina-B-hidroxilasa. Fueron
derivadas de la biopsia de medula 6sea de un paciente masculino con
neuroblastoma diseminado. Las células crecen en multicapas y tienden a

agregarse, ocasionalmente muestran neuritas alargadas (Thiele, 1991).

28



3 Capitulo 3

Objetivos

3.1 Objetivo General

Analizar el efecto de la disminucion de la expresion de Pinkl en eventos de

fusion y fision mitocondrial en un modelo de células catecolaminérgicas.

3.2 Objetivos Especificos

1. Analizar el efecto de la disminucion de la expresion de Pinkl sobre la
viabilidad celular con o sin exposicion a agentes neurotoxicos.

2. Determinar el efecto de la disminucion de la expresion de Pinkl sobre
proteinas involucradas en procesos de fusion y fision mitocondrial con o sin
exposicion a agentes neurotdxicos.

3. Determinar el efecto de la disminucion de la expresion de Pinkl en la
distribucién y morfologia mitocondrial con o sin exposicién a agentes

neurotoxicos.
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4 Capitulo 4

Metodologia

El modelo de estudio empleado en este trabajo es de neuronas dopaminérgicas
CAD y M17, las cuales fueron transducidas de manera permanente con
vectores lentivirales para la interferencia de Pinkl. La eficiencia de
transduccion se determind por (PCR. Los eventos de fusion-fision se
analizaron por medio de western blot: fusién (mitofusina2 y Opal) y fision
(Drpl y Fisl) y mediante microscopia confocal (utilizando mitotracker y
transfeccion transitoria con Mito-YFP). Para analizar estos paradigmas en un
contexto neurotoxico modelo de EP, se utilizéo C2-ceramida y rotenona.

4.1 Cultivos Celulares

Los cultivos se establecieron a partir de células CAD y M17 criopreservadas
en el pasaje 17. Las Ceélulas CAD fueron cultivadas en medio DMEM/F12
suplementado con 10% de suero bovino fetal en platos de cultivo estandar a
una densidad de 5 x 10° para frascos de 75 cm? 1.8 x 10* por pozo, para
placas de 6 pozos y 7 x 10° por pozo para placas de 96 pozos, en una
incubadora con medio humidificado y una concentracion de CO, al 5% y
temperatura de 37 °C. El medio de cultivo fue remplazado cada 3 dias, y al
obtener una confluencia aproximada del 80 %, se realizaron subcultivos o
pasajes. Para inducir la diferenciacion, las células CAD fueron sembradas en
medio DMEM-F12 con 0,25% de suero; suplementado con sodio selenita 50
ng/mL vy transferrina 1X. Las células M17 fueron cultivadas en medio

OPTIMEM 1 suplementado con 10% de suero fetal bovino y mantenidas en las
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mismas condiciones anteriormente mencionadas, éstas células se diferencian

por tratamiento con acido retinoico 1uM y en medio con SFB al 2%.

Figura No. 5 Microfotografias de las células CAD y M17. En A se muestran las células CAD
diferenciadas y en B células CAD no diferenciadas. En C se muestran las células M17 no
diferenciadas y en D diferenciadas (West et al., 2004) Barra de escala: 10 pum.
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4.2 Conteoy viabilidad celular

Cada vez que fue necesario conocer el namero de células viables y valorar la
evolucion del cultivo se siguid el mismo procedimiento de conteo celular, para
lo cual se usé el azul de Trypan, un colorante de exclusion que permite
diferenciar las células viables (no tefiidas) de las no viables (tefiidas). Para
esto, las células se despegaron y resuspendieron usando Tripsina al 0.25% p/v
en una solucion de PBS y EDTA 0.1% pl/v, se tomd una muestra de la
suspension y se diluyo en una solucion de azul de Trypan al 0.4% en una
proporcion de 1:4. Se colocaron 10 pl en un hemocitometro, se contaron los
cuatro cuadrantes de las esquinas de ambos reticulos. Para reportar el numero
de células vivas por ml se tiene en cuenta el nimero de cuadrantes contados (8
cuadrantes cada uno con un volumen de 0,1 ml) y el factor de dilucién que por

lo general fue de 2, con estos datos se aplicaba la siguiente ecuacion.

~ células vivas contadas 1000 ml-
Cemasfﬁml: 081l X ™ X Factor de dilucion

4.3 Establecimiento de las poblaciones de CAD y M17

El disefio propuesto llevé a la creacion de una poblacion celular de CAD y
M17 silenciando Pink1 con vectores lentivirales generando asi un modelo de
estudio de células dopaminérgicas que permitieron evaluar el rol que

desempefia esta proteina en eventos de fusion-fision.
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4.4 Transformacion de E.coli IM109 con los plasmidos lentivirales para
SshRNA de Pinkl

Los plasmidos lentivirales con los insertos de shRNA para Pinkl fueron
donados por el Dr. Mark Cookson del Laboratorio de Neurogenética del
Instituto Nacional de Envejecimiento (NIH) USA. La transformacién en la
cepa de E.coli JM1009 se realiz6 por termo competencia.

Una vez obtenidas las bacterias transformadas, se realizé la seleccion de las
colonias que tenian el inserto y se cultivaron toda la noche en medio LB con
ampicilina 100pg/ml y se congelaron en glicerol al 10% para posteriores

experimentos.

4.5 Purificacion de los plasmidos lentivirales

Las colonias positivas para cada inserto fueron cultivadas toda la noche y la
purificacion de los plasmidos se realizé utilizando el kit Zyppy Plasmid
Midiprep (Zymo Research). Después de la purificacion se realizo un toothpick
para confirmar la purificacion. Los plasmidos se cuantificaron en Nanodrop

y se congelaron para ser utilizados en la transduccion de las lineas celulares.

4.6 Transduccion y establecimiento de las lineas celulares CAD y M17

con silenciamiento permanente shRNA de Pinkl

Los plasmidos lentivirales shRNA para Pinkl tienen el gen de blasticidina
para realizar la seleccion en ceélulas eucariotas. Para poder realizar esta
seleccion se realizo una curva inicial de blasticidina, determinando asi la
dosis en la cual se podia realizar la seleccion después de la transduccion. Se

utilizaron varias dosis (0-1-2-3-4-5-6-7-8-9-10 ug /ml) durante 10 dias y se
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determind la dosis de la seleccion, que en este caso fue de 6 pug/ml para las
células CAD y de 5 pg/ml para las M17, durante 3 dias para las dos lineas

celulares.

La transduccion de las lineas celulares se realizo utilizando 1 ug de los
plasmidos shRNA para Pink1 usando liposomas; para las células CAD se uso
Hifect (Lonza) durante 24 horas, mientras que para la linea celular M17 se uso
X-treme Gene 9 (Roche) también durante 24 horas. Posteriormente se
seleccioné con blasticidina (6 pg/ml y 5 pg/ml, para las células CAD y M17,
respectivamente) por aproximadamente 15 dias. Luego se verifico el
silenciamiento del gen midiendo los niveles de mRNA por PCR en tiempo
real.  Estas lineas celulares silenciadas fueron criopreservadas y se
denominaron Control shPinkl1 y shPink1, las cuales se usaron posteriormente
para  caracterizar sus efectos sobre el mecanismo de  fusidn-fision
mitocondrial. Las secuencias empleadas para el silenciamiento de Pink se
unen empezando por el nucléotido 550 de Pinkl (secuencia shPinkl A) y el
nucleotido 1141 (shPinkl C), también se usaron dos secuencias scrambled o

control de silenciamiento (Tabla No. 1).

Constructo Secuencia

shPinkl A 5- GCTGGAGGAGTATCTGATAGG-3’
shPinkl C 5-GGGAGCCATCGCCTATGAAAT-3’
Control 1 5°- GCCTAGACGCGATAGTATGGA-3’
Control 2 5’- CCTAGACGCGATAGTATGGAC-3’

Tabla No. 1 Secuencias de los constructos de shRNA para Pinkl y de los controles de

silenciamiento.
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4.7 Extraccion de RNA

El RNA de las células CAD fue extraido utilizando Trizol (Invitrogen). Las
células fueron lisadas directamente en platos de 10 cm? de area adicionando 1
mL de Trizol, el lisado celular se pasoé varias veces a través de la pipeta y se
transfirido a un tubo eppendorf de 1.5 mL. La muestras homogenizadas fueron
incubadas durante 5 minutos a temperatura ambiente para permitir la completa
disociacion de los complejos de nucleoproteina. Después se agregaron 200 pl
de cloroformo, se taparon los tubos, se agitaron vigorosamente a mano durante

15 segundos y se incubaron a temperatura ambiente durante 3 minutos.

Después las muestras fueron centrifugadas a 12000 xg por 15 minutos a 4°C.
Después de la centrifugacion, la fase acuosa, que contiene el RNA, fue
transferida a un nuevo tubo y el RNA fue precipitado agregando 500 pl de
alcohol isopropilico, las muestras se incubaron a temperatura ambiente
durante 10 minutos y se centrifugaron a 12000 xg durante 10 minutos a 4°C.
Después se removio el sobrenadante y el pellet de RNA se lavo una vez con 1
mL de etanol al 75% en agua DEPC mezclando con vortex, en seguida se
centrifugd a 7500 xg durante 8 minutos a 4°C. Finalmente se removio el

sobrenadante y se secd el RNA en Speed Vac durante 5 minutos.

El RNA se disolvio en 30-50 ul de agua DEPC (dependiendo del tamafio del
pellet). La integridad del RNA fue evaluada mediante electroforesis en gel de
agarosa al 0.8% tefiido con SYBR safe. Las muestras fueron cuantificadas en
NANO Drop, empleando 2 ul de muestra y haciendo la medicién de cada una

por duplicado.
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4.8 Transcripcién reversa

La sintesis de cDNA fue realizada usando el kit Superscript 11 (Invitrogen).
El procedimiento consistié en poner el volumen equivalente a 5 ug de RNA en
un tubo de PCR libre de RNasas y agregar 1 pl de Oligo dT'sy 1 ply
completar el volumen hasta 10 ul con agua DEPC. Después se agregaron los

siguientes reactivos en el orden en que se presentan a continuacion:

Reactivos Concentracion
ARN total 5 g
OligoDTs 10pM
dNTPs 0,50 mM
Agua DEPC Completar a volumen
de 20pl
Buffer de 50 mM Tris-HCI pH
Transcripcién 8,3
reversa 75 mM KCI
3 mM MgCI2
DTT 10 mM
SuperScript 111 RT 10U
RNase OUT 40U

Tabla No. 2 Lista de reactivos y su concentracién final en la reacciéon de transcripcién

reversa.

4.9 PCR entiempo real

Para evaluar la disminucion de la expresion de Pink1 se hizo la medicion de la

cantidad de transcrito usando la metodologia de PCR cuantitativa relativa a los
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niveles de expresion de [B-actina, la secuencia de los primers especificos

empleados se muestra en la tabla No. 3.

Gen de Orientacion Secuencia

Interés

Pinkl Directo 5’-GTGGAACATCTCGGCAGGTT-3’

Pinkl Reverso 5’-CCTCTCTTGGATTTTCTGTAAGTGAC-3’
B-actina Directo 5-CTTGGGTATGGAATCCTGTGG-3’
B-actina Reverso 5- TCAGGAGGAGCAATGATCTTG-3

Tabla No. 3 Primers especificos usados en la amplificacién de Pinkl y de B-actina por qPCR.

Primero se hizo una PCR convencional en gradiente de temperatura para
determinar el rango de temperatura de anillamiento de los primers de Pink1.
Una vez determinado ese rango se empezaron los ensayos en el equipo de
tiempo de real probando las temperaturas de anillamiento encontradas en la
PCR convencional hasta determinar que 51°C era la temperatura Optima
(anexo 7.1y 7.2).

El equipo empleado fue el Light Cycler 4.1 (Roche Molecular Biochemicals;
Mannheim, Germany). En la figura No. 6 se muestra el programa de
amplificacién empleado para Pinkl. EI método del AAC; fue utilizado para
analizar los resultados ya que provee una rapida estimacion de la proporcion
relativa de la expresion de un gen (Kubista et al., 2006;Livak y Schmittgen,
2001). Posteriormente se recuperaron los amplificados y se corrieron en un gel

de agarosa al 5% para corroborar su identidad de acuerdo al tamafo esperado
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del producto. La eficiencia de los primers fue evaluada haciendo uso de
diluciones seriadas de cDNA (1:3; 1:9; 1:27; 1:81) (anexo 7.3).

Extension

Denaturacion Amplificacion I9 Curva de fusion Enfriamiento
5,C 95-C
95-C | 95-C
i 1
Smin | 15 72-C |72-C
30s|2 min
51-C 50-C
40-C
15s 15s
< >

35 ciclos

Figura No. 6 Programa usado en la amplificacion de Pink1 por gPCR

4.10 Determinacion de la actividad mitocondrial

Este parametro se evalué empleando el bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio (ensayo de MTT). Las células fueron sembradas a una
densidad de 7 x 10° en 200 pl de medio por pozo en una placa de 96 pozos.
Las células CAD y CAD-shPinkl diferenciadas fueron tratadas con C2-
ceramida 25 pM (Aldrich,St.Louis,MO,USA) durante 6 horas. Después de
remover 50 pl de medio, 25 ul de la solucion stock de MTT (5mg/ml en PBS)
fueron afadidos a cada pozo, seguidos de incubacién durante 2 horas a 37°C.
Después, el medio fue removido y las células fueron lisadas y el producto
purpura de formazan fue solubilizado mediante la adicién de 100 pl de
tampon de lisis de MTT (20% w/v SDS, 50% v/v dimetilformamida en agua
destilada, pH 4.7) por pozo. Las placas fueron incubadas a 37°C durante 120
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minutos y la absorbancia fue leida a 590 nm. Las células sin tratar fueron
usadas como control positivo. El porcentaje de sobrevivencia celular fue

calculado como:

% de sobrevivencia = 100 X S
control

En donde X es la lectura promedio del metabolismo de MTT en un grupo con

un solo tratamiento.

4.11 Extraccion y cuantificacion de proteinas

Las células CAD y M17 shPinkl fueron cultivadas en placas de 6 pozos, se
aplicaron los tratamientos y se lisaron en frio usando tampon de lisis RIPA
suplementado con inhibidores de proteasas (Complete Mini, EDTA Free,
Roche) y fosfatasas (PhosphoStop Roche) dejando el reactivo en contacto con
las células durante 20 minutos. Los lisados se pasaron a tubos eppendorf y se
centrifugaron a 7200g por 10 min a 4°C y el sobrenadante se separd y se

almacend a -20°C.

La concentracion de proteina de cada muestra se determind usando Acido
Bicinconinico (BCA Protein Assay, Pierce) que tiene la ventaja de ser un
método muy sensible y que tiene muy pocas interferencias ya que es
compatible con la mayoria de detergentes ionicos y no ionicos, de acuerdo a
las instrucciones del fabricante. Para este ensayo se empled la relacion
reactivo: muestra (50:1) recomendada en el Kit, se realiz6 una curva de
calibracion con 5 patrones de trabajo desde 5 a 25 mg de BSA, que abarca el

rango de linealidad del ensayo. La mezcla se incubd a 37 °C durante 30
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minutos y la absorbancia se midié mediante espectofotometria en placas de 96

pozos a una longitud de onda de 540 nm.

4.12 Electroforesis en SDS-PAGE

Se utilizé una cdmara de electroforesis BIORAD mini PROTEAN Il para la
separacion de proteinas de acuerdo a su tamafio en geles SDS-poliacrilamida
en gradiente de 6-15%. EI gel se coloco entre dos placas de vidrio separadas
por espaciadores de 0,75 mm en un soporte vertical. Luego de la
polimerizacion del gel, este se coloco en tanques de electroforesis y se cubrio
con buffer de corrido. Las muestras de proteina (40 pg en total) diluidas en
buffer Lae mmli y el marcador de peso molecular se adicionaron en los pozos

y se llevo a cabo la electroforesis a 100V.

4.13 Deteccion de proteinas por Western blotting

Luego de la electroforesis, las proteinas se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa usando una camara de transferencia BIORAD Mini Trans-Blot.
El gel se cubrié con la membrana de nitrocelulosa que se coloca entre papel
Whatmann y dos esponjas de filtracion. EIl ensamblaje se colocd en un cassette
de soporte, se insertaron en el tanque lleno de buffer de transferencia, con la
membrana de nitrocelulosa del lado del &nodo. La transferencia se llevé a
cabo por 1ha 100V.

Luego de la transferencia, la membrana se removié del ensamblaje y se incubo
en buffer de bloqueo (5% leche descremada en TBS con 0,1% (v/v) Tween-
20, TBS-T) por 1h. La membrana de nitrocelulosa se incubé con 3 ml de la
solucion apropiada de anticuerpos primarios en buffer de bloqueo durante toda
la noche a 4°C, se lavo 3 veces en TBS-T (5min/lavado). El anticuerpo unido
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se visualizO mediante incubacion de la membrana con el anticuerpo
secundario especifico por 2h a temperatura ambiente y se lavo luego 3 veces
con TBS-T (5min/lavado). El anticuerpo secundario unido se detectd usando
quimioluminiscencia (ECL, Thermo Scientific). La membrana se incub6 con
una mezcla 1:1 de los reactivos A 'y B de ECL por 1min, y se expuso a una
pelicula ECL para visualizar los productos de quimioluminiscencia. Las
bandas en la placa fotografica se escanearon utilizando un analizador de

imagenes (Phospho Imageur Storm 840, Molecular Dynamics).

Proteina Marca Dilucion Anticuerpo 2° Tamafio
(kDa)
Mfn2 Sigma Aldrich 1:500 Rabbit 86
Opal BD Biosciences 1:500 Mouse 80-100
Drpl BD Biosciences 1:500 Mouse 79-84
Fisl Biovision 1:500 Rabbit 17
B-actina Cell Biolabs 1:5000 Mouse 43

Tabla No. 4 Anticuerpos empleados para los ensayos de western blot

4.14 Analisis de la distribucion mitocondrial por tincion con Mitotracker

Las células CAD fueron cultivadas segun las indicaciones arriba mencionadas
sobre cubreobjetos tratados de la siguiente manera: Los cubreobjetos fueron
sumergidos en &cido clorhidrico 10N para retirar cualquier elemento orgéanico
de su superficie. Posteriormente se lavaron con agua desionizada para retirar
el &cido. Los cubreobjetos se colocaron dentro de pozos del diametro
correspondiente segun el experimento y se cubrieron con una solucién de Poli-

L-Lisina a una concentracion de 0.01 mg/ml durante 1 hora. Seguidamente se
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lavaron con agua desionizada y se irradiaron con luz ultravioleta para asegurar
la esterilidad durante 1 o 2 horas. Se sembraron las células a la densidad
correspondiente segun el didmetro del pozo y se adicion6 MitoTracker® Red
CM-H2XRos (Invitrogen) a una concentracion de 200 nM durante 30 minutos,
se lavo dos veces con DMEM-F12 precalentado a 37°C y se fij6 con
paraformaldehido a 4% en PBS durante 20 minutos. Después se pusieron
sobre un portaobjetos con medio de montaje apropiado para fluorescencia
(VectaShield®, Vector Labs) y se observd en un microscopio laser confocal

marca Nikon Eclipse Ti.

Como control positivo de fusion mitocondrial las células fueron tratadas con
forskolina (FK) 25 uM durante 45 minutos. La FK tiene la funcion de activar
la via de sefializacion del cAMP, lo que termina por fosforilar a Drpl. La
forma fosforilada de esta proteina no es reclutada en la membrana
mitocondrial y por lo tanto no promueve fision mitocondrial. Como control
positivo de fision las células CAD se trataron con CCCP en una
concentracion de 10 uM durante 1 hora. Transcurrido ese tiempo el medio se
reemplaz6 con medio DMEM-F12 suplementado con SFB al 10% fresco. Las
células se fijaron y se pusieron en portaobjetos, como se describio

anteriormente.

4.15 Inmunofluorescencia

Las células CAD fueron se sembradas en cajas de 6 pozos que contenian
cubreobjetos de 2,2 cm. Cumplidos los tiempos de los tratamientos se realizo
la tincion de las mitocondrias con MitoTracker® como se explico en 4.14.
Posteriormente se retir0 el medio y las células CAD se fijaron con

paraformaldehido al 4% por 20 minutos, después se lavaron con PBS1X tres
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veces durante 5 minutos y se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1% en
PBS1X durante 10 minutos. Posteriormente se agreg6 buffer de blogueo (BSA
al 1% y Triton X-100 al 0,05% en PBS 1X) y se dej6é en contacto con las
laminas durante 1 hora. Las laminas se incubaron con anti Fisl (SantaCruz
Biotechnology sc-98900, 1:50); anti p-Drpl (Ser-637) (Cell Signaling, 1:50) y
anti Mfnl (SantaCruz Biotechnology sc-50330, 1:50) durante toda la noche. El
anticuerpo primario fue lavado 3 veces con PBS1X durante 5 minutos.
Después se adicion0 el anticuerpo secundario fluorescente: Alexa Fluor 568
rabbit anti—goat 1gG (1:200, Invitrogen, A-11079) que estuvo en contacto
con las células fijadas durante 2 horas, se lavd y después el nacleo fue tefiido
con Hoechst (1:5000, SIGMA 33258). Las imagenes celulares fueron
visualizadas en el microscopio confocal (C2-Confocal, Nikon) y analizadas

con el software ImageJ.

4.16 Analisis de los eventos de fusion y fision mitocondrial por

transfeccion con mito-YFP

Las células M17 fueron transfectadas transitoriamente con 1 pg del plasmido
mito-YFP usando el reactivo X-treme Gene 9 (Roche). Posteriormente fueron
fijadas (como se explico anteriormente) y puestas en portaobjetos esta vez con
Prolong Gold Antifade Reagent, invitrogen como medio para conservar la
fluorescencia. Las imagenes fueron adquiridas en un microscopio confocal
(Zeiss Confocal Microscope LSM 500). Las células transfectadas con mito-
YFP fueron excitadas usando el laser HeNe a 488 nm usando un objetivo
PlanApochromat de 63x/1.4 Oil DIC. Las fotos mitocondriales se obtuvieron
con z-stacks de 20 imagenes separadas por 1um a lo largo del eje z, el tiempo

total de adquisicion de cada stack fue de 1.4 segundos.
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Las imagenes obtenidas por microscopia confocal fueron optimizadas
ajustando el contraste y se pasaron a imagenes binarias por conversion a
imagenes de 8 bits. Después de reducir el ruido causado por la sefial de
fluorescencia inespecifica se aplico un filtro espacial (filtro de convolucion)
asi como un filtro de umbral para definir las estructuras mitocondriales.
Usando el programa Image J 1.47 (Wayne Rasband; National Institutes of
Health, USA) cada mitocondria fue marcada para analizar sus caracteristicas
morfologicas como area, perimetro y ejes menor y mayor. Con base en estos
parametros, la relacion de aspecto (aspect ratio, AR; relacion entre los ejes
mayores y menores de la elipse equivalente al objeto) de una mitocondria y su
factor de forma (FF; perimetro®4m*area), consistentes con el grado de

ramificacion, fueron calculados.

4.17 Analisis estadistico

Los datos presentados son promedio *SEM de tres experimentos
independientes. El analisis estadistico fue realizado usando ANOVA de una
via (seguido de la prueba Tukey-Kramer para comparacion mdaltiple) y
ANOVA de dos vias, dependiendo de los datos a analizar, usando el programa
GraphPad 5 (Prism 5, GraphPad Software, La Jolla, CA, USA).
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5 Capitulo 5

Resultados

5.1 La disminucion de la expresion de Pinkl disminuye la actividad
mitocondrial y aumenta la vulnerabilidad al dafo inducido por C2-

ceramida

En la figura No. 7 se muestran microfotografias de las células CAD durante el
proceso de seleccion de la dosis minima del antibidtico capaz de matar el
100% de las células en un periodo de 48-72 horas. Para las células CAD la
dosis seleccionada fue de 6 pg/ml, mientras que para las células M17 fue de 5

pg/ml.

Dia/Dosis 1 2 3
(Hg/ml)

0
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Figura No. 7 Determinacion de la dosis toxica minima de blasticidina para las células CAD.
Como se ve en las fotos las dosis mas altas (8 y 10 pg/ml) mataban el 100% de las células en un
periodo de 24h, sélo la dosis de 6 pg/ml lo hizo en un periodo de 72 horas, tiempo apropiado

para la seleccion de las células que captaron el plasmido exitosamente.
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Una vez establecida esta dosis se procedié con la transduccion usando
vectores lentivirales que contienen secuencias especificas para el
silenciamiento de Pinkl y secuencias scrambled o control de silenciamiento.
A partir de un unico clon seleccionado con blasticidina se dio inicio al

crecimiento de las lineas celulares denominadas Control shPink1 y shPink1.

La eficiencia de la transfeccion fue evaluada mediante qPCR, la cuantificacion
de los niveles de expresion relativa de Pinkl con respecto a [(-actina, se
realizé con el método del AACt (Livak, 2001). En la figura No. 8 se muestra la
disminucion de la expresion de Pink1 en un 83% para las células CAD y en un

88% para las células M17.

1.59

**k* ***x

Expresion relativa de Pink1/B-actina

Figura No. 8 Niveles de expresion de Pink1. Fueron medidos por qPCR en células CAD y M17
basales y transducidas con las secuencias control de silenciamiento y shPinkl; ***, p<0,0001,

n=3, cada dato fue tomado por duplicado.
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Habiendo establecido las lineas celulares se evaluo la actividad mitocondrial
mediante el ensayo de MTT. Las células fueron sembradas en cajas de 96
pozos y en medio de diferenciacion. Las células sobrevivieron hasta 96 horas
después de iniciado el experimento. Las células shPink1 presentaron un menor
actividad mitocondrial comparadas con las células basales y control shPink1
en todos los tiempos (figura No. 9) mostrando un comportamiento similar a

las células basales y control shPink1 tratadas con C2-ceramida 25uM.

-e- CAD Basd

-+ Control shPink1

-+ ShPinkl

=+ CAD Basd+C2-Ceramida

-+ Control shPink1+C2 Ceramida
-0- ShPink1+C2-Ceramida

=
o
o

% A ctividad mitocondrial
a1
o

**k%* *% %k

C L] L] L] L] 1
0 20 40 60 80 100

Tiempo (h)

Figura No. 9 Disminucion de la actividad mitocondrial en células shPinkl.Ensayo de MTT
para evaluar la actividad mitocondrial de células CAD basales, control shPinkl y shPinkl con
y sin exposicion a C2-ceramida. ***, p<0,0001, n=3, 16 datos fueron tomados por linea

celular/tratamiento.

Asi mismo, las células shPinkl tratadas con C2-ceramida presentan menor

actividad mitocondrial comparadas con las células control shPinkl en esta
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misma condicion. Estas diferencias fueron estadisticamente significativas en

todos los tiempos evaluados.

5.2 La disminucién de la expresion de Pinkl induce cambios en la
morfologia y distribucién mitocondrial, éstos se incrementan en

presencia de agentes neurotdxicos

Las células CAD fueron tefiidas con Mitotracker. En la figura No. 10 se
observan diferencias con respecto a la distribucion de las mitocondrias. En las
células shPinkl no tratadas se observan las mitocondrias organizadas
alrededor del ndcleo, mientras que en las control shPinkl se alcanzan a
distinguir redes que se extienden a lo largo del citoplasma. El tratamiento con

C2-ceramida retrae esas redes, al igual que lo hace el CCCP.

La tincion con Mitotracker no permitio analizar la morfologia de las
mitocondrias, a pesar de que se probaron diferentes dosis del reactivo y
tiempos de incubacion del mismo. En su lugar, se opté por transfectar las
células transitoriamente con un plasmido fluorescente de localizacion
mitocondrial: mito-YFP. La transfeccion con mitoYFP es el método maés
utilizado para visualizar mitocondrias ya que es mucho maés estable que los
pigmentos fluorescentes y su localizacion no depende del AW,, y no afecta el

comportamiento de las mitocondrias (Mitra and Lippincott-Schwartz, 2010).
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Control shPink1 shPink1

No tratadas

C2-Ceramida

Forskolina

CCCP

Figura No. 10 Distribucion mitocondrial en células CAD. Microfotografias de las células CAD
control shPinkl y shPinkl con y sin exposicién a C2-ceramida. Las mitocondrias fueron

marcadas con Mitotracker Red 200nM durante 30 minutos. Barra de escala: 3,2 pum.
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Figura No. 11 Procesamiento de las imagenes mitocondriales obtenidas por microscopia

confocal. EI programa empleado fue Image J. En A se muestra la imagen original
(superposicion de cada una de las 20 imagenes que componen el stack); B, Proyeccién 3D de la
imagen obtenida en A; C, Ajuste de contraste y aplicacion de filtros espaciales de la imagen
obtenida en B; D, Conversién a imagen binaria de 8 bits de la imagen obtenida en C para
posterior analisis de particulas y de descriptores de forma, algunos descriptores se muestran

en la imagen representativa que se muestra en E.

Con ayuda del programa Image J las imagenes fueron procesadas (figura

No.11) y sobre éstas se midieron diferentes pardmetros morfologicos como
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ARy el factor de forma (F/F). AR es una medida de la longitud mitocondrial,
mientras F/F es una medida tanto de la longitud como del grado de
ramificacion (De Vos et al., 2005;De Vos and Sheetz, 2007).

Con base en esos descriptores morfoldgicos, las mitocondrias se dividieron en
dos grupos: fragmentadas/no ramificadas y asociadas/ramificadas. En la figura
No. 12 se presentan algunas de las imagenes representativas de las
mitocondrias de las células M17 control shPinkl y shPinkl que fueron
tomadas in vivo. Mientras que en la figura No. 13 se muestran las diferentes
morfologias de las células fijadas, encontrandose que hay correlacion entre
éstas. Las células control de silenciamiento presentaron menor porcentaje de
celulas fragmentadas comparadas con las células silenciadas para Pinkl
(figura No. 14) este mismo efecto se observd al tratar las células con rotenona.
De igual manera, las células silenciadas para Pinkl no responden de manera
similar a las células control al estimulo generado por la forskolina. Las células
shPink1 presentaron un 52% de células ramificadas o asociadas, mientras que

las control shPink1 muestran este tipo de morfologia en mas de un 90%.

Con estas microfotografias también se corroboran las diferencias en cuanto a
distribucién mitocondrial, ya que es notable que en las células control se
encuentran mas distribuidas a lo largo del cuerpo celular mientras que en las
silenciadas tienden a concentrarse alrededor del ndcleo. Un comportamiento
similar al observado en estas células cuando son tratadas con rotenona y con
CCCP. El tratamiento con FK genera mitocondrias muy alargadas y redes

extensas en los dos tipos celulares.
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No tratadas Rotenona

Control shPink1

shPink1

Figura No. 12 Microfotografias in vivo de las mitocondrias de células M17 Control shPinkl y
shPinkl. En las células shPinkl tratadas y no tratadas con rotenona se observan mitocondrias
fragmentadas en mayor proporcion comparadas con las células control de silenciamiento.
Barra de escala: 5 um.

5.3 El silenciamiento de Pinkl afecta la expresion de algunas proteinas

involucradas en fusiéon/fision

Teniendo en cuenta que se obtuvieron diferencias en la morfologia de las
mitocondrias silenciadas para Pinkl, el siguiente paso fue evaluar si éstas
diferencias estaban relacionadas con los niveles de expresion de algunas de las
proteinas involucradas en los procesos de fusion/fision. Se realizaron western
blot para Drpl y Fisl (para evaluar fision) y Mfn2 y Opal (para evaluar

fusion).
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Control shPink1 shPink1

No tratadas

CcCCP Rotenona

Forskolina

Figura No. 13 Morfologia mitocondrial de las células M17. Las células M17 control shPinkl y
shPinkl fueron transfectadas con mito-YFP y sometidas a diferentes tratamientos. Las

imagenes de las mitocondrias fueron obtenidas por microscopia confocal y procesadas con
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Image J. Las flechas sefialan mitocondrias fragmentadas. Barra de escala: 5 pm.
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Figura No. 14 Cuantificacion de la morfologia mitocondrial de células M17 control shPinkl y
shPinkl. Entre 280-400 células en total fueron evaluadas por cada tratamiento, n=3. Los
valores estan expresados como porcentaje del namero total de células contadas. La
significancia estadistica fue analizada por ANOVA de dos vias por morfologia mitocondrial y

linea celular.

Los niveles de Drpl total disminuyeron significativamente en las células
shPinkl. Un resultado muy similar se observo en las células tratadas con
rotenona y forskolina. En cuanto a Fisl solamente hubo cambios destacables
en las células tratadas con CCCP, encontrandose un aumento importante de
esta proteina en las células shPinkl comparadas con las células control. Con

respecto a las proteinas de fusion, solo se observaron cambios con relevancia
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estadistica para Mfn2, ya que los niveles de esta proteina disminuyen en las
células silenciadas para Pink1 no tratadas y ademas en las estimuladas con FK
y con CCCP (figuras No. 15 y 16). En Opal no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas.

Control
shPink1 shPink1

Untreated +
Rotenone (100nM/24h )
Forskolin (25uM/3h)

CCCP (10uM/3h)
430 08

Drpl —’h |

Fisl q{
86 kDa

Mifn2
84kDa

Opal 79kDa
43kDa

B-actin —> : i

Figura No. 15 Western blot de algunas de las proteinas involucradas en fusion y fision

mitocondrial. Iméagenes representativas de 3 experimentos independientes.

En las células CAD se realiz6 inmunofluorescencia para detectar a Fisl, p-
Drpl y Mfnl (figuras 17 a 19). En las figuras se observa que hay una mayor
intensidad de fluorescencia de Fisl en las células shPink1, mientras que ocurre
lo contrario para p-Drpl y para Mfnl.
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Figura No. 16 Densitometria de las proteinas de fusién/fisibn detectadas por western blot. La

densitometria fue realizada con el programa Image J.
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Control shPink1 shPink1

No tratadas C2-Ceramida No tratadas C2-Ceramida

Mitotracker Fis1 Hoescht

Merge

Figura No. 17 Inmunofluorescencia de Fisl. Microfotografias representativas en donde se
muestra una mayor intensidad de fluorescencia de Fisl en las células shPinkl tratadas y no

tratadas con C2-ceramida, comparadas con las células control. Barra de escala: 3,2 um.
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Control shPink1 shPink1

No tratadas C2-Ceramida No tratadas C2-Ceramida

Hoescht

Mitotracker p-Drp1

Merge

Figura No. 18 Inmunofluorescencia de p-Drpl. Microfotografias representativas en donde se
muestra una mayor intensidad de fluorescencia de p-Drpl en las células basales comparadas
con los demas tratamientos. Barra de escala: 3,2 um.
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Control shPink1 shPink1

No tratadas C2-Ceramida No tratadas C2-Ceramida

Mitotracker Mfn1 Hoescht

Merge

Figura No. 19 Inmunofluorescencia de Mfnl. Microfotografias representativas en donde se
muestra una mayor intensidad de fluorescencia de Mfnl en las células basales comparadas

con los demas tratamientos Barra de escala: 3,2 um.
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5.4 Discusiéon de Resultados

Muchos estudios se han realizado con el objetivo de entender la etiologia de la
enfermedad de Parkinson. Sin lugar a dudas la mayor fuente de informacion se
ha obtenido a través de las formas genéticas de la enfermedad, que son las
menos comunes. Desde el 2004, se han reportado numerosos avances en
cuanto al posible papel biologico que ejerce Pinkl y que puede ser relevante
con respecto a la patologia en la cual fue inicialmente involucrado. Sin
embargo, todavia la funcién bioguimica de Pinkl y las vias de sefalizacion

que la regulan son desconocidas.

Diferentes estudios han mostrado que Pinkl puede actuar como un
neuroprotector (Haque et al. 2012; Sanchez-Mora et al. 2012) y que su
deficiencia promueve una mayor susceptibilidad a apoptosis (Deng et al.
2008; Gautier et al. 2008; Valente et al. 2004). Las células CAD que
sobreexpresan Pinkl y que son tratadas con C2-ceramida muestran menores
porcentajes de mitocondrias depolarizadas, menor expresion de Bax y una
mayor expresion de Bcl-2 comparada con las células no transfectadas.
Ademés Pink1 rescata | inhibicidn de la fosforilacion de Akt inducida por C2-

ceramida (Sanchez-Mora et al., 2012).

En este trabajo se realizaron ensayos de MTT para evaluar la funcién
mitocondrial de células CAD con niveles de expresion de Pinkl disminuidos
en presencia y en ausencia de un insulto neurotoxico generado por C2-
ceramida (que causa muerte celular apoptotica en modelos dopaminérgicos,
(France-Lanord et al. 1997;Arboleda et al., 2010;Arboleda et al., 2009). Como
se muestra en la figura No. 9, las células CAD que tienen menores niveles de

expresion de Pinkl presentan una menor absorbancia a 590 nm (menor

61



produccion de formazén), lo que es indicativo de una menor cantidad de
células vivas con una actividad mitocondrial normal. Estas diferencias entre
lineas celulares fueron significativas estadisticamente, demostrando asi que

Pink1 es importante para el normal funcionamiento de las mitocondrias.

El efecto neurotoxico de la C2-ceramida es mayor en las células que expresan
niveles mas bajos de Pinkl, lo que muestra no solo la C2-ceramida (un
inhibidor de la via de supervivencia PI3K/Akt) esta afectando la supervivencia
de éstas células sino también la deficiencia de Pink1; a su vez este resultado
permite asumir que posiblemente hay una relacion entre esta via de
sefializacion y Pinkl, como lo sugieren algunas investigaciones (Qi et al.,
2011;Timmons et al., 2009; Stiles, 2009).

Queda claro que Pinkl es necesario para que haya una funcion mitocondrial
normal, pero ¢estd eso asociado a la morfologia de las mitocondrias? Esta
pregunta es valida teniendo en cuenta que la dinamica mitocondrial esta
involucrada en procesos de muerte celular y que a su vez existe polémica
alrededor del efecto que Pinkl puede ejercer en el balance entre fusion y

fision mitocondrial.

En este trabajo se encontr6 que cuando Pinkl esta silenciado, el nimero de
células que contiene mitocondrias fragmentadas aumenta (de 40% a 57%
cuando se comparan con las células control shPink1) y que el tratamiento con
rotenona tiene un efecto aditivo. La fragmentacion de las mitocondrias esta
vinculada con la muerte celular pero todavia no se tiene claro si éste efecto es
una causa 0 una consecuencia. Las mitocondrias tienden a fragmentarse
cuando tienen un dafio para posteriormente ser eliminadas mediante un
proceso de muerte selectivo conocido como mitofagia. De acuerdo a los

ensayos de MTT se puede asumir que las células silenciadas para Pinkl
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tienden a morir en mayor proporcién que las células control y de esta manera
se justifica que muestren en mayor proporcion una morfologia redondeada y
que ésta incremente cuando se inhibe el complejo | de la cadena respiratoria

con la dosis usada de rotenona (Hoppins et al., 2007).

Llama la atencién que las células shPink1 no respondieron de igual manera al
estimulo generado por la FK, la cual actia como potenciadora de cAMP,
conduciendo a la fosforilacion de Drpl, una forma inactiva a nivel de fision y
gue no se localiza en la mitocondria y que por lo tanto inclina la balanza hacia
la fusion mitocondrial (Cribbs y Strack, 2007;Cribbs y Strack, 2009) .
Mientras que las células control shPinkl presentan un 94% de células
ramificadas o asociadas en presencia de FK, solo el 47% de las shPink1 tienen
esa misma morfologia. Es posible especular que la diminucion de la expresion
de Pinkl en estas células de alguna manera afecta la fosforilacion de Drpl y

por esto mas de la mitad de las células conservan su morfologia fragmentada.

Esta afirmacion la apoya un estudio previo en donde se vio que Pinkl
silvestre, mas no las versiones mutantes recesivas con dominios quinasa
inactivos protegen contra la fragmentacion mitocondrial inducida por
rotenona, mientras que células deficientes en Pink1l muestran menor conexion
mitocondrial. La expresion de la proteina relacionada a dinamina 1 (Drpl)
exagera los fenotipos deficientes de Pinkl y la interferencia de Drpl los
rescata. Drpl es defosforilado en células deficientes de Pinkl debido a la
activacion de la fosfatasa dependiente de calcio calcineurina (Sandebring et
al., 2009).
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Los experimentos de western blot mostraron que hay una diminucién
significativa de Drpl total en las células shPink1no tratadas. EI hecho de que
las células shPink1l muestren mayor proporcién de mitocondrias fragmentadas
pero niveles mas bajos de Drpl con y sin tratamiento con rotenona comparada
con las células control shPink, puede atribuirse a que no sélo de esta proteina
dependa la fragmentacién mitocondrial, sino que existe un mecanismo
independiente de Drpl que participa en la fision de este organelo como lo
sugiere un trabajo en donde al inhibir a Drpl, se retrasa, pero no se previene

por completo la fision mitocondrial (Ishihara et al., 2009).

Proteinas como Bax y Bak también pueden hacer parte de este proceso
(Martinou y Youle, 2011), asi como las modificaciones post-traduccionales de
Drpl, que son muy complejas (hasta el momento se ha reportado
fosforilacion, sumoilacion, desumoilacion y ubiquitinacion) y de las cuales
todavia se sabe muy poco acerca de su funcion y regulacion (Reddy et al.,
2011;Santel y Frank, 2008). Una importante disminucion también se observa
en presencia de FK ya que las células se estimulan para fusionarse, sin
embargo, como se Vvio anteriormente aproximadamente la mitad de la
poblacion celular shPinkl responde a este estimulo. Con respecto a Fisl solo
se obtuvieron cambios significativos entre las lineas celulares al ser tratadas
con CCCP, como si este estimulo implicara una mayor proporcion de ésta

proteina en las células shPinkl.

Mfn2 también presenta cambios cuando en células shPinkl. Como es de
esperarse sus niveles en células aumentan en presencia de FK (ya que se
promueve la fusion mitocondrial) con respecto a las células shPink no
tratadas, pero éste aumento no es tan alto como el que se observa en las

células control shPink1. Lo que confirma una vez mas que las células no estan
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respondiendo de manera adecuada a dicho estimulo. Los niveles de Mfn2 en
las células shPinkl no tratadas son significativamente menores a los de las
control shPinkl, lo que coincide con la mayor presencia de mitocondrias
asociadas o ramificadas en éstas. Sin embargo, los niveles de Opal no
mostraron cambios relevantes. Probablemente el silenciamiento de Pinkl no
estd modulando los niveles de esta proteina y son otros los factores
involucrados en su regulacion. También algunos estudios han mostrado que
las mitofusinas y Opal actuan en distintos pasos durante el proceso de fusion,
ya que MEFs knockout para esta proteina mantienen la fusion de la membrana

externa pero carecen de fusion de la membrana interna (Chan, 2012).

Un aspecto relevante en este estudio y sumamente repetitivo fueron las
diferencias encontradas en cuanto a la distribucion de las mitocondrias. Esta
organizacion parece tener implicaciones a nivel a funcionalidad como se ha
visto en estudios previos, en donde se mostrd6 que las mitocondrias
perinucleares tienen un papel en la regulacién espacial de las ondas de Ca**
(Hashitani et al., 2010). La carencia de Pinkl tiende a desplegarlas de esta
manera, al igual que los tratamientos con rotenona y CCCP. Se sabe que Pink1l
puede regular las corrientes de Ca®* (Ghandi et al., 2009) y esto podria ser a
través de la regulacion de la morfologia mitocondrial. Estudios futuros podran

aclarar méas el panorama en este aspecto.
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6 Capitulo 6

6.1 Conclusiones

Resulta claro que Pinkl es importante en la actividad mitocondrial y que este
efecto esta relacionado con el balance entre fusion y fision. La ausencia de
Pinkl en este modelo esta inclinando la balanza hacia la fision de las
mitocondrias, aunque este efecto no esta relacionado con mayores niveles de
la proteina Drpl y posiblemente otros mecanismos estén involucrados en este
proceso, entre los que no se descartan las diferentes modificaciones post-
traduccionales de dicha proteina, en las cuales Pinkl parece tener un papel
significativo, en relacion especificamente con la fosforilacion. En este
contexto Pink1 promoveria neuroproteccion regulando la fusién mitocondrial,
por lo cual sigue siendo un gen relevante en el estudio, entendimiento y

posible tratamiento de la EP.

6.2 Perspectivas

Hacer estudios concluyentes acerca de la dindamica mitocondrial ha resultado
muy dificil. Aunque se han desarrollado varias técnicas (ensayo de celulas
hibridas, FRAP, fotoactivacion de proteinas, etc) las mitocondrias son muy
diferentes dependiendo del tipo celular y esto dificulta su analisis. Por
ejemplo, en los fibroblastos, se observan estructuras muy definidas, mientras

que en las neuronas no ocurre lo mismo. El hecho de que aparezcan cada vez
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mas nuevas proteinas involucradas en la fusion y fision hace que el panorama

se expanda aln mas y que sea mas complejo.

El desarrollo de metodologias méas precisas para el estudio de mitocondrias es
esencial para develar con mayor exactitud los mecanismos de fusion y fision.
Desde luego, no existe la técnica perfecta, pero las que se tienen hoy en dia
admiten un alto grado de subjetividad. En cuanto a Pinkl también es
Importante anotar que hoy en dia, mas de 10 afios después de su
descubrimiento, todavia no se cuenta con anticuerpos confiables para la
deteccion de la proteina, ademas sus niveles enddgenos son muy bajos y por
eso se debe acudir a procedimientos que pueden estresar a las células, como

las transfecciones.

Todavia queda un largo camino por recorrer en cuanto a los mecanismos, las
vias de sefializacion y las funciones de la fusion y fision mitocondrial;
procesos esenciales a nivel celular que al ser develados podrian conducir al
entendimiento de muchas patologias y al desarrollo de tratamientos

terapéuticos.
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[ Anexos

7.1 RT-PCR para determinacion de la temperatura O&ptima de

anillamiento de los primers de Pinkl
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7.2 Picos de fusion de Pinkl (azul) y de B-actina (verde) tomando como

temperatura de anillamiento 51°C
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7.3 Curvas de amplificacion (A) y picos de fusién (B) de Pinkl y de B-

actina
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Comprobacion de la eficiencia de los primers para Pinkl mediante

diluciones seriadas
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