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Resumen

La apolipoproteina E4 (ApoE4) es el principal riesgo genético para la enfermedad de
Alzheimer (EA). Elevados niveles de glutamato han sido reportados en la EA, pero es
aun desconocido el papel de las isoformas de ApoE en la muerte celular excitétoxica y
las vias de sefalizacion involucradas. Nosotros estudiamos el efecto de las isoformas de
ApoOE junto con el tratamiento de glutamato, el rol de las vias PTEN-Akt y la autofagia
neuronal, empleando las células SHSY5Y. El metabolismo mitocondrial fue analizado con
el ensayo de MTT, y la muerte celular con la liberacion de LDH. La expresion de
proteinas fue determinada mediante Western Blot. La autofagia fue analizada usando
microscopia de fluorescencia para LC3. La ubicacion de ApoE recombinante fue
identificada usando  microscopia confocal. Solamente  ApoE4 incrementa
significativamente la actividad de MTT, sin inducir un incremento en la liberacion de LDH.
El tratamiento con glutamato generd un incremento en la liberacion de LDH asociado con
una fosforilacion marcada de PTEN (Ser380), una disminucién de la fosforilacion de Akt
(Serd73). Las diferentes isoformas de ApoE protegen contra la toxicidad del glutamato,
pero las isoformas ApoE3 y ApoE4 lo hacen de manera asociada con un incremento en
el nimero de autofagosomas a diferencia de ApoE2. Las isoformas de ApoE estan
localizadas entre las redes mitocondriales. Estos resultados sugieren que ApoE4
incrementa el metabolismo celular, induciendo un estrés metabdlico. Las isoformas
ApoE3 y ApoE4 reducen la muerte celular inducida por glutamato en asociacién de un
incremento de la autofagia y de manera independiente de la activacion de Akt; mientras
gue la protecciéon de ApoE2 es independiente de estos cambios.

Palabras claves: Apolipoproteina E; glutamato; Akt; PTEN; metabolismo; autofagia

Abstract

The Apolipoprotein E4 (ApoE4) is the major genetic risk factor for Alzheimer's disease
(AD). High glutamate levels have been reported in AD, but still unknown is the role of the
ApoE isoforms in the excitotoxic cell death and the involved signalling pathways. We
studied the effect of ApoE isoforms on glutamate treatment and the role of the PTEN-Akt
pathways and neuronal autophagy, employing SHSY5Y cells. Mitochondrial metabolism



Resumen VII

was analysed by MTT assay, and cell death by LDH release. Protein expression was
determined by Western Blot. Autophagy was analysed using LC3 stain. Localization of
recombinant ApoE was identified using confocal microscopy. Only ApoE4 increases
significantly MTT activity, without inducing an increase in the release of LDH. Glutamate
treatment induced an increase in the release of LDH associated with higher
phosphorylation of PTEN (Ser380), a decrease of Akt phosphorylation (Ser473). The
different isoforms of ApoE protect against glutamate toxicity, but ApoE3 and ApoE4
isoforms do so associated with an increase in the number of autophagosomes, in contrast
to ApoE2. ApoE isoforms are localized between mitochondrial networks. These results
suggest that ApoE4 increases cellular metabolism, inducing metabolic stress. ApoE3 and
ApoE4 isoforms reduce cell death induced by glutamate in a form dependent on
autophagy induction and independent of Akt activation; while the protection mediated by
ApoE2 is independent of these changes.

Key words: Apolipoprotein E; glutamate; Akt; PTEN; metabolism; autophagy
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Introduccion

La incidencia y prevalencia de enfermedades neurodegenerativas como
Alzheimer y Parkinson han aumentado en los ultimos afios (1), evento asociado al
incremento de la poblacibn de adultos mayores. Esta serie de cambios
demograficos predice que a corto plazo estas entidades patoldgicas seran un
problema de salud publica y los gastos en tratamiento y rehabilitacion seran
importantes para el sistema de salud. El tratamiento de estas enfermedades en la
actualidad es sintomatico, pues se desconoce con claridad los procesos
patolégicos que conducen a la neurodegeneracion. En los ultimos afios se han
realizado muchos esfuerzos para determinar los factores tanto genéticos como
ambientales que pueden llevar al desarrollo de las enfermedades en mencion.

Es bien conocido que la presencia del alelo E4 del gen para la apolipoproteina E
(ApoE) genera un riesgo muy elevado de padecer enfermedad de Alzheimer (EA)
(2). lgualmente, condiciones excitotoxicas como isquemia y trauma cerebral, en
las cuales hay una liberacion aguda y sostenida de glutamato, se han asociado
claramente con esta enfermedad (3-5). COmo converge la sefializaciéon neuronal
de ApoE4 y glutamato en la muerte neuronal, es un campo de investigacién poco
conocido en las neurociencias. lgualmente, no es claro como ApoE4 y glutamato
modulan la via PI3K/Akt, principal via de sefalizacion neuronal, que controla la
supervivencia y el metabolismo celular. Investigar los mecanismos moleculares
implicados en la historia natural de la neurodegeneracion regulada por ApoE4 y
glutamato, daria luces de posibles blancos moleculares a impactar
farmacolégicamente, ya sea en fases tempranas o tardias de estas enfermedades
como Alzheimer.

El objetivo de este proyecto es esclarecer el papel de las isoformas ApoE y
glutamato en la muerte y supervivencia celular, asi como el rol en el metabolismo
mitocondrial y en la autofagia neuronal. Para desarrollar este objetivo se utilizaran
las diferentes variantes de la proteina ApoE en cultivo celular, realizando los
ensayos en la linea celular neuronal SHSY5Y y se analizaran las consecuencias
en condiciones estandar y en un contexto excitotoxico inducido por glutamato.
También se determinara el efecto de estas proteinas en la via de supervivencia
celular PI3K/Akt, y la formacién de vesiculas autofagicas.



1. Marco conceptual

1.1 Apolipoproteina E

ApoE es una apolipoproteina que transporta colesterol en el cerebro y sus
isoformas actuan diferencialmente en la sefializacion neuronal mediante los
receptores de ApoE (6). En humanos existen tres alelos polimérficos para el gen
ApoE: ApoE2, ApoE3 y ApoE4. La presencia del alelo ApoE4 es un factor de
riesgo para enfermedades neurodegenerativas, principalmente para la EA de
presentacion esporadica. Por el contrario, el alelo ApoE2 es un factor protector
contra esta enfermedad (6). Estas diferencias drasticas entre alelos se han
relacionado con las propiedades estructurales de las correspondientes proteinas.
Las 3 isoformas difieren en los aminoacidos de las posiciones 112 y 158. ApoE2
presenta cisteina en ambas posiciones, ApoE4 arginina, mientras que ApoE3
tiene cisteina y arginina respectivamente (7). Dicha configuracién de las ApoE
afecta su asociacion a lipidos y la union a receptores. Asi mismo, estas
caracteristicas sustentan el efecto diferencial de las isoformas de ApoE en la via
de supervivencia y proliferacion celular PI3K/Akt observado en la linea celular
Neuro 2a, obtenida de un neuroblastoma de raton (8).

En el cerebro, ApoE es sintetizada principalmente por astrocitos, y en menor
medida por la microglia (9). En contextos neurotoxicos esta apolipotroteina
también es sintetizada por oligodendrocitos y neuronas (10, 11). Posterior a su
sintesis y liberacion al medio extracelular, ApoE puede cumplir varias funciones:
la principal es el transporte de esfingolipidos y colesterol, del astrocito como
principal fuente de lipidos, a la neurona, para el crecimiento dendritico; otra
funcidbn menos frecuente pero de gran importancia para el nimero de espinas
dendriticas, es el traslado de sulfatide sintetizado en el oligodendrocito a estas
prolongaciones citoplasmaticas (6, 9). ApoE también es la encargada del
aclaramiento de péptidos B amiloide para que sean degradados por la microglia.
Se ha determinado que esta funcion es mas eficiente con ApoE2 en comparacion
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con ApoE3 y ApoE4 (12), dando una posible explicacion al riesgo para la EA.
Cuando ApoE transporta los lipidos a la membrana de las neuronas también tiene
un efecto en la sefializacion celular acoplandose a los receptores de la familia de
lipoproteinas de baja densidad (13).

1.2 Receptores ApoE

ApoE interactla con varios receptores de la familia de receptores de lipoproteinas
de baja densidad. Han sido reportados doce receptores, de los cuales siete
pertenecen a mamiferos (LDLR, VLDLR, Apoer2, LRP4, LRP1, LRP1B, Megalina)
y 5 a otras especies (Vitelogenina en pollo y en Drosophila melanogaster, LRP5,
LRP6, LRP11) (9).

Esta familia de receptores tiene varios dominios intra y extracelulares
conservados, que estan unidos por un Unico domino transmembranal y su
estructura ha sido estudiada en el LDLR por resonancia nuclear magnética (14).
Dentro de este grupo de dominios se encuentran:

1.2.1 Dominios extracelulares

e Dominio de union al ligando: representa el 40 por ciento de la porcion
extracelular y se caracteriza por tener siete médulos de repeticiones ricas en
cisteina (entre 40 y 45), unidos por enlaces disulfuro. Cada moddulo es
estabilizado por iones calcio (14, 15). Defectos en el acople a este i6n son la
principal causa de la hipercolesterolemia familiar (16).

e Dominio homodlogo al factor de crecimiento epidérmico (EGF) y dominio
YWTD: consiste en dos repeticiones EGF ricas en cisteina, seguido por un
dominio YWTD y una tercera repeticion EGF. Se ha sugerido que la funcién de
estos dominios esta relacionada con la internalizacién de vesiculas LDL
dependientes de pH (14).

e Dominio glicosilado: se cree que funciona como un tampdn hidrofilico que
mantiene unidas las particulas de lipoproteinas lejos de la bicapa lipidica de la
membrana plasmatica (14).
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1.2.2 Dominio intracelular

Dominio intracelular: Representado por una cola citoplasmatica, que contiene al
menos un motivo NPxY. Este motivo es el responsable del inicio de la
sefalizacion intracelular y la endocitosis de vesiculas de lipoproteinas (14).

1.3 Senalizacion celular de ApoE

Muchos estudios se han centrado en la sefalizacion de relina como ligando para
algunos de los receptores de la familia LDL, puntualmente para VLDLR y Apoer2,
y se ha determinado que relina es vital para el neurodesarrollo y la plasticidad
sinptica (13). El motivo NPxY, que inicia la sefalizacion, previo a la unién de
relina al receptor, también esta presente en otros receptores, como el receptor del
EGF y el receptor de insulina(13). Es asi que inicialmente residuos de tirosina en
el motivo NPxY son autofosforilados. Esta fosforilacion permite el acople de
proteinas adaptadoras con dominios de unién a fosfotirosina (PTB) y de
andamiaje (13). Para estas ultimas no es requisito la fosforilacion para su unién al
receptor. Dab-1, una proteina adaptadora con dominio PTB, interactida con el
motivo NPxY de los receptores de la familia LDL (13). Este evento molecular
conduce al reclutamiento y fosforilacion de cinasas de la familia Scr. Esta
cascada de activacion de cinasas inicia con la fosfatidilinositol 3 cinasa (PI3K) y la
subsecuente activacion de la proteina cinasa B (Akt), que resulta en la inhibicion
de la cinasa glucdgeno sintasa 38 (GSK3pB) (17), una de las principales cinasas
gue fosforila Tau, proteina que estabiliza los microtibulos y que se encuentra
hiperfosforilada en la EA. Como se menciond, una via alterna es la interaccion del
receptor con proteinas adaptadoras de la familia JIP, las cuales reclutan proteinas
activas por el estrés como JNK, proteinas cinasas activadas por mitdgenos
(MAPK) y proteinas que intervienen en la reorganizacion del citoesqueleto, por
ejemplo rhoGEF (18). Otra alternativa de sefalizacion de estos receptores, es su
funcidbn como correceptores, regulando positivamente la actividad del receptor
NMDA, mediado por relina, mientras que ApoE3 y ApoE4, regulan
diferencialmente su actividad. ApoE3 y ApoE4 se unen a Apoer2 y lo internalizan
junto al receptor NMDA, pero el regreso de este receptor a la membrana
plasmatica es mas lento cuando ApoE4 interviene en su internalizacion (19). Este
fendmeno sugirid una reduccion en el influjo de calcio a partir del receptor NMDA
y por consiguiente una regulacion negativa de la proteina de unién a elementos
de respuesta a cAMP (CREB) (19), un factor de transcripcion que promueve la
supervivencia neuronal. Esta serie de modelos planteados por el grupo del Doctor
Herz, se ha enfocado en la sefalizacion que ejerce relina en la plasticidad
sinaptica y en el desarrollo del sistema nervioso central, sin embargo, no es claro
como las isoformas de la apolipoproteina E podrian modificar diferencialmente
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estas cascadas de supervivencia neuronal en contextos neurotéxicos que simulen
procesos moleculares de neurodegeneracion, como la exposicion a ceramida,
glutamato o 8 amiloide a lineas celulares neuronales

1.4 Apolipoprotepina E y metabolismo mitocondrial

La mitocondria es un organelo esencial para la supervivencia neuronal, puesto
gue es la encargada de sintetizar el mayor porcentaje de energia, representada
en moléculas de ATP. Igualmente es la responsable de la mayor produccion de
especies reactivas de oxigeno (ERO), por accién los complejos de la cadena
transportadora de electrones (20). Un desequilibrio metabdlico mitocondrial,
mantendria a la neurona en un riesgo inminente de muerte celular, ya sea por un
aumento en el metabolismo, representado en una mayor producciéon de ERO o
con una caida drastica de la sintesis de ATP. Como las isoformas de ApoE
podrian aportar a la disminucién o aumento de este riesgo, €s un proceso que se
encuentra en investigacion. Estudios en cultivos neuronales de ratones
transgénicos para ApoE4 y ApoE3, han demostrado que solo en ApoE4 hay una
reduccion en los niveles proteicos de todos los complejos de la cadena
respiratoria y una disminucion en la actividad enzimatica del complejo IV (21).
Algunos investigadores han planteado que el clivaje de ApoE4 encontrado en
cerebros de pacientes con EA y en ratones transgénicos para ApoE4, podria
generar fragmentos que promuevan la disfuncion de la mitocondria (22, 23).
Como sustento de esta hipotesis, un estudio demostré que la sobreexpresion del
fragmento C-terminal truncado de ApoE4 (1-272), en cultivos neuronales, es
responsable de la disminucion de la actividad enzimética de los complejos Il 'y IV
de la cadena respiratoria mitocondrial (24). Adicionalmente se ha encontrado que
en ratones transgénicos para ApoE4, después de un evento isquémico,
fragmentos largos de esta isoforma se encuentran incrementados en la fraccion
mitocondrial (25). Si bien estos hallazgos han intentado explicar los efectos
mitocondriales de las isoformas de ApoE a partir de la sintesis neuronal de estas
proteinas, en condiciones basales y neurotéxicas, poco se ha estudiado sobre los
efectos de estas apolipoproteinas en la mitocondria, cuando provienen del medio
extracelular.

1.5 Via PISK/AKT
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La via PI3K/Akt puede participar en la supervivencia celular y neuroproteccion
mediante el blogueo de la apoptosis, al promover la proliferacion celular, y
regulando vias adicionales de sefializacion celular (26). En neuronas la fosfatidil-
inositol-3-cinasa (PI3K) y su mediador corriente abajo (Akt) median sefiales de
supervivencia, diferenciacion y proliferacién neuronal (27, 28).

Estas vias activadas por diversos factores de crecimiento (FC), son un punto
crucial en el cuél convergen diversas sefiales de supervivencia celular (29, 30).
La union de FC a los receptores tirosina cinasa causa autofosforilacion de sus
residuos tirosina, recluta proteinas adaptadoras como Shc, acoplandose corriente
abajo y activando las vias PI3K/Akt y Raf/MEK/ERK (31-34).

PI3K consiste en una subunidad reguladora (85kDa) y una catalitica (100kDa)
encargada de la fosforilacion de lipidos de inositol para generar 3-fosfoinositoles
(PI: PI(3)P, PI(3,4)P2 y PI(3,4,5)P3). Estos se unen a un dominio homologo a
plekstrina presente en una variedad de moléculas de sefalizacion, alterando su
actividad y localizacion subcelular (35). La funcion de supervivencia de PI3K en
particular esta mediada por la activacion de Akt (36-38). Se ha demostrado que la
activacion de Akt requiere su translocacién a la membrana plasmatica y la
fosforilacidon en treonina 308 (Thr308) y serina 473 (Ser4d73) (39).

Los blancos corriente abajo de Akt son diversos, se asocian a respuestas
metabdlicas y de supervivencia celular (40, 41). En neuronas, Akt se ha
demostrado que regula la supervivencia pero no el crecimiento y la diferenciaciéon
(30).

Los sustratos de Akt incluyen la inactivacion por fosforilacion de mediadores pro-
apoptéticos (Bad, Bax, caspasa-9, factor de transcripcion Forkhead, GSK-3, p53),
y activacion de proteinas anti-apoptoticas (Bcl-2, Bcl-xL, IAP y mTOR) (36, 42-
46).

Probablemente Akt media la supervivencia neuronal a diferentes niveles
dependiendo del tipo celular, de la disponibilidad de blancos y del requerimiento
de eventos transcripcionales o post-transcripcionales (47).

Adicional a su funcion en supresién de la muerte celular, los FC via PI3K/Akt
también regulan el metabolismo celular modulando la captacién de glucosa (48-
52). Poco se conoce acerca de la funcion de la via PI3K/Akt en la regulacion del
metabolismo de la glucosa (glucdlisis) y como esta contribuye a las decisiones de
supervivencia/muerte celular (48, 53, 54).

A diferencia de las proteinas anti-apoptoéticas de la familia Bcl-2, que mantienen la
homeostasis mitocondrial en respuesta a remocion de FC al promover el
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transporte continuo de metabolitos a través de la membrana mitocondrial externa
aun en presencia de metabolismo celular disminuido (54-56), la supervivencia
mediada por PI3K/Akt requiere de un suplemento continuo de substratos
metabdlicos y por ende depende del metabolismo celular (50, 51).

En modelos de ausencia de FC y de glucosa, la disminucion en la glucdlisis se ha
asociado de forma consistente con estadios iniciales de apoptosis (deplecion de
ATP, translocacion mitocondrial de Bax, activacion de JNK, disminuciéon AWm, y
liberacién de citocromo C al citoplasma). Estos cambios se generan debido a la
ausencia de substratos metabdlicos derivados de la glucosa, ya que la
sobreexpresién de Glutl (transportador de glucosa) previene tales alteraciones
(51, 57, 58). La sobreexpresion de Akt previene también las alteraciones
asociadas a ausencia de FC y mantiene la supervivencia celular al estabilizar la
bioenergética celular por medio del incremento en el transporte y metabolismo de
glucosa (50). Se ha demostrado que Akt aumenta la actividad hexocinasa, de tal
forma que la hexocinasa permanece asociada a la mitocondria y disminuye la
muerte celular (59). Estos estudios sugieren que el acoplamiento entre la
glucolisis y la funcion mitocondrial es un pre-requisito para que los FC y en
particular Akt medien sus efectos en supervivencia. Ademas, la actividad
hexocinasa es suficiente para que Akt inhiba la apoptosis (59). La forma como la
via PI3K/Akt regula la funcion hexocinasa, su asociacion/desplazamiento de
VDAC vy la funcion mitocondrial, y como la actividad hexocinasa contribuye a la
supervivencia celular mediada por los FC, requieren mayor analisis.

1.6 Proteinas cinasas activadas por mitdgenos (MAPKS)

Las MAPKSs son una familia de cinasas que transducen sefales de la membrana
celular al nacleo, en respuesta a una amplia variedad de estimulos, que regulan
la expresion génica, el metabolismo, la proliferacién, la motilidad, la supervivencia
y la muerte celular. Estas cinasas se caracterizan por fosforilar sus sustratos en
residuos serina y treonina, ya sea para activarlos o inhibirlos (60).

Las MAPKs constituyen tres familias: la cinasa regulada por sefales
extracelulares (ERK); la cinasa del dominio terminal NH2 de c-Jun (JNK); y la
MAPK p38. Cada familia de cinasas tiene sus respectivas isoformas. La primera
familia ha sido asociada principalmente a supervivencia neuronal, mientras que la
segunda y la tercera a procesos de muerte neuronal. Se han clonado otras
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familias de cinasas como ERK5, 7 y 8, pero su funcion y activacion no ha sido
bien caracterizada (60).

1.6.1 Senalizacion ERK

Esta familia de MAPKSs tiene dos isoformas, Erkl y Erk2, conocidas también como
p44 y p42, por su peso molecular respectivo. En neuronas, estas cinasas son
activadas por factores de crecimiento, como el factor de crecimiento del nervio
(NGF), y el factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), los cuales
promueven la supervivencia neuronal (61). Erk1/2 también pueden ser activadas
en condiciones de estrés neuronal, como en procesos excitotoxicos e hipoxico
isquémicos, como un mecanismo de defensa neuronal, pero si la intensidad de la
sefal es prolongada, Erk puede activar vias de muerte celular (62). Las cascadas
de fosforilaciones para activar Erk1/2, que se originan ya sea por factores troficos
0 excitotoxicos, convergen en la activacion de proteinas cinasas de la familia Raf,
gue incluyen GTPasas, como Ras o Rap3. Estas GTPasas fosforilan a la cinasa
de cinasa MAP1/2 (MKK1/2) y esta a su vez fosforila a Erkl/2 en residuos
treonina-tirosina (61).

Erk1/2 tienen multiples blancos que pueden mediar la supervivencia neuronal.
Estos incluyen factores de transcripcion que estimulan la produccion de
mediadores antiapoptéticos o blancos de Erk1/2 que inhiben la activacion de
proteinas proapoptoticas. Un ejemplo preciso de estas funciones duales pro
supervivencia se ha evidenciado en neuronas sometidas a deprivacion de
nutrientes, en los cuales Erk1/2 media la activacion de la cinasa p90Rsk2 y esta
inhibe la proteina proapoptética Bad, fosforilandola en el residuo serina 112 (63,
64). Esta cinasa también puede activar el factor de transcripcion CREB, el cual
promueve la sintesis de la proteina antiapoptética Bcl-2 (63). Otro rol
transcripcional es la regulacion negativa de los niveles de mRNA de Bim en
neuronas deprivadas de NGF (65). De manera similar, en modelos de isquemia
focal en murinos, se ha reportado aumento en los niveles de la fosforilacion de
CREB y Bcl-2, junto con la inhibicion de proteinas proapoptéticas como Bax, Bad
y BNIP3 (66, 67). Otras funciones neuroprotectoras de Erk1/2 son la inhibicion de
la caspasa 9y la cinasa GSK3p (68, 69).

1.7 Glutamato
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El glutamato es el principal neurotrasmisor excitatorio del sistema nervioso central
(70, 71). En contextos fisiologicos juega un rol central en el neurodesarrollo, la
transmision y plasticidad sinaptica, igualmente interviene en procesos de memoria
y aprendizaje (72-75). Estos procesos son mediados en gran medida por el
receptor NMDA, el cual, por accion de influjo de calcio a la neurona, activa la via
de supervivencia celular PI3K/Akt y el factor de transcripcion CREB, sefiales que
promueven la integridad neuronal y el aumento de las espinas dendriticas (76-
78). Pero en eventos citotéxicos agudos como la hipoxia-isquemia, o en
enfermedades neurodegenerativas cronicas como EA vy Parkinson, las
concentraciones de glutamato se encuentran elevadas en el tejido cerebral, en
respuesta a las diferentes noxas, y este fendmeno desencadena muerte neuronal,
especialmente por el aumento de las concentraciones intracelulares de calcio (79-
81).

1.7.1 Mecanismos de excitotoxicidad

La muerte celular necrética y apoptdtica han sido asociadas a la
neurodegeneracion por glutamato (82, 83). Esta heterogeneidad se ha explicado
por las diferentes concentraciones de glutamato utilizadas en cultivo celular,
observando necrosis a mayores concentraciones (84). En cultivos mixtos y en
modelos animales de isquemia-hipoxia, con dosis Unicas de glutamato también se
han evidenciado diferentes tipos de muerte por la morfologia celular, sugiriendo
gue estos procesos estan ligados a las caracteristicas de una neurona,
especificamente, al tipo y variedad de receptores de glutamato (85). El principal
receptor de glutamato implicado en la citotoxicidad es el receptor de NMDA e
independientemente del tipo de muerte, los mecanismos generales estan
asociados con la disfuncién mitocondrial que conducen a una falla energética
neuronal, generacion de radicales libres y finalmente la muerte celular (78, 86).

Un punto poco abordado en la investigacion de los mecanismos de
excitotoxicidad es el rol que podrian cumplir las isoformas de la apolipoproteina E.
Se conoce que las isoformas de ApoE ejercen un efecto neuroprotector frente a la
excitotoxicidad de NMDA, en cultivos neurogliales y ApoE2 tiende a presentar
mayor neuroproteccion (87-89). Sin embargo, se desconocen las vias de
supervivencia neuronal que son reguladas por ApoE en un contexto excitotéxico.

Aungue son muchas las vias de muerte celular asociadas a glutamato y no hay
una predominante, el influjo de calcio es un elemento clave y esencial para
desencadenar los procesos de muerte celular (90, 91). El incremento intracelular
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de calcio puede involucrar dafio mitocondrial, activacion de la éxido nitrico sintasa
y proteasas sensibles a calcio.

1.7.1.1 Disfuncion mitocondrial

La entrada de calcio a la mitocondria por el canal uniporte, ubicado en la
membrana interna mitocondrial despolariza la membrana mitocondrial y
desaparece la diferencia de potencial, necesaria para la produccion de ATP (92),
el cual es indispensable para mantener la homeostasis energética y la
supervivencia neuronal. Esta caida del potencial de membrana mitocondrial
conduce a la apertura del poro de permeabilidad mitocondrial con la posterior
liberacibn de citocromo C al citosol, necesario para la conformacion del
apoptosoma y la subsecuente activacién de caspasas, llevando a apoptosis (71).
Adicionalmente esta deplecion de ATP, amplifica este evento celular, puesto que
limita la capacidad de la neurona para regular los niveles de calcio, por las
diferentes bombas para este cation, que dependen de ATP (78).

El ingreso de calcio a este organelo también promueve la formacion de ERO, que
han sido implicadas en la disfuncion del complejo | de la cadena transportadora
de electrones en mitocondrias aisladas tratadas con calcio y sodio (93).

1.7.1.2 Activacion de la 6xido nitrico sintasa

Una de las caracteristicas de la neurodegeneracion excitotoxica es la produccion
de 6xido nitrico (NO) y su importancia se destaca por trabajos en los cuales
utilizan inhibidores de la 6xido nitrico sintasa, previniendo la neurodegeneracion
mediada por glutamato (94). Adicionalmente, se ha determinado que la Oxido
nitrico sintasa neuronal (NNOS) es la principal isoforma responsable de la
excitotoxididad mediada por NMDA (95). Otros experimentos han definido una
asociacion entre el receptor de NMDA y nNOS a través de la proteina de la
densidad postsinaptica de 95 KDa (PSD-95). PSD-95, mediante su dominio
PDZ1, se une a la subunidad NR2B de NMDAR y con su dominio PDZ2 se une al
dominio N-terminal de nNOS. En este modelo, el influjo de calcio a la neurona
activa nNOS via calmodulina (96). Una vez formado el NO, este interactia con el
radical superoxido para formar peroxinitrito, un potente oxidante, que causa
oxidacion de proteinas, peroxidacion de lipidos y dafio directo al ADN, llevando a
muerte celular (97-99).
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1.7.1.3 Activacion de calpainas

Estas proteasas de cisteina sensibles a calcio han sido involucradas en la
patogénesis excitotéxica en modelos que utilizan NMDA con inhibidores de
calpainas, en los cuales se ha encontrado una modesta neuroproteccion en
cultivos hipocampales de rata (100), al igual que en la excitotoxicidad mediada
por &cido kainico en ratones transgénicos que sobreexpresan calpastatina
humana, un especifico inhibidor de calpainas (101). EI mecanismo de muerte
celular, se ha asociado a un efecto proapoptético, por el clivaje que ejercen en las
proteinas antiapoptoticas Bcl2 y en las proapoptoticas Bax y bid (71). Otro evento
adicional, que destaca a las calpainas en la promocion de la apoptosis, es el
clivaje y liberacion del factor inductor de apoptosis (AlIF) de la mitocondria,
evidenciado en isquemia neuronal y cardiaca (102, 103), el cual es responsable
de la condensacion de la cromatina, fragmentacion del ADN y muerte celular.
Esta funcion proapoptotica ha sido soportada en estudios de deprivacion de
oxigeno y glucosa en cultivos neuronales, que muestran que la inhibicion de
calpainas previene la translocacion de AIF de la mitocondria al citosol y la
posterior muerte celular (104). Sin embargo, el rol de las calpainas en la muerte
celular no es claro, puesto que a dosis subletales de NMDA intervienen en la
reparacion axonal (105).

1.8 Autofagia

La autofagia es un mecanismo celular de autodegradacion de proteinas,
complejos proteicos y organelos, a traves de la formacion de autofagolisosomas,
en donde los compuestos celulares son degradados por hidrolasas (106).

Tres clases de autofagia han sido descritas, basandose en la interaccion de las
proteinas a degradar con el lumen del lisosoma (107):

1. Macroautofagia: referida en la literatura como autofagia, es un proceso que
involucra la formaciéon de vesiculas de doble membrana, conocidas como
autofagosomas. Los autofagosomas maduran y se fusionan con lisosomas para
degradar su contenido mediante hidrolasas &cidas. Alrededor de 30 proteinas
relacionadas a la autofagia (ATG), conservadas en levaduras y mamiferos
participan en este proceso. Algunos genes de estas proteinas no son ortdlogos,
asi que en mamiferos tienen otra denominacion diferente a la de ATG.
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2. Microautofagia: en este tipo de autofagia los lisosomas directamente
envuelven componentes citosdlicos.

3. Autofagia mediada por chaperonas: en este caso chaperonas marcan las
proteinas a degradar que contienen el pentapéptido KFERQ. Después este
complejo se une al receptor de la membrana lisosomal LAMP-2A y la proteina es
translocada al lisosoma para ser degradada.

La autofagia ha sido involucrada con la regulacion energética, la supervivencia y
la muerte celular. Cada uno los destinos celulares en mencion han sido
determinados en contextos celulares especificos. Es asi, que el programa
autofagico es activado por una variedad de factores, tales como limitacion de
amino acidos, baja energia celular, cambios en el pH o temperatura, hipoxia,
estrés oxidativo, remocion de factores de crecimiento, infeccion por patégenos,
estrés del reticulo endoplasmatico y disfuncion de otros organelos como la
mitocondria (108)

A nivel fisiologico, aumento de la autofagia en muasculo, higado, pancreas, tejido
adiposo y corteza cerebral ha sido observada en ratones sometidos a actividad
fisica (109), como un mecanismo de obtencion de energia a partir del catabolismo
de proteinas y en musculo esquelético humano se ha demostrado que esta
autofagia fisiolégica es regulada por la disminucién de la fosforilacion de Akt y
MmTOR vy la activacién de la cinasa AMPK (110), la cual es activada ante una
disminucion de los niveles de ATP (111).

En condiciones de estrés celular, la autofagia en principio promueve la
supervivencia celular, pero cuando dicho estrés no puede ser controlado la
autofagia desencadena muerte celular. No es claro el papel de la autofagia en la
enfermedades neurodegenerativas, pues unas investigaciones se inclinan por sus
efectos pro supervivencia, mientras que otras sustentan procesos de muerte
celular. Por ejemplo, en modelos de taupatias en murinos la activacion de la
autofagia incrementa la supervivencia neuronal y este evento es asociado con la
reduccion de los agregados de Tau (112, 113); en condiciones hipodxicas, células
Neuro2a aumentan la expresion de LAMP-2A, una proteina indicadora de
autofagia mediada por chaperona, y cuando esta proteina es interferida se reduce
la supervivencia neuronal (114). Otro mecanismo de proteccion neuronal
reportado es la mitofagia, en la cual, las mitocondrias disfuncionales son
degradadas cuando Pink recluta a Parkin a la mitocondria (115). Por el contrario,
células SHSY5Y incubadas con oligdbmeros de AB42 aumentan la muerte celular,
la cual es asociada con el incremento de vacuolas autofagicas (116) y en
modelos de isquemia focal cerebral en murinos la inhibicion de la autofagia
contribuye a la neuroproteccién (117, 118). Frente a estas discrepancias un grupo
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de investigacion ha propuesto que la supervivencia neuronal puede estar dada
por el balance entre la formacion de autofagosomas y la degradacién autofagica
(119).

1.8.1 Maquinaria de la macroautofagia

La autofagia ha sido dividida en diferentes etapas, las cuales se describen a
continuacion:

Iniciacién

Una sefal maestra que regula la induccién de la autofagia es el complejo 1 de la
proteina cinasa serina-treonina blanco de rapamicina (MTORC1). La activacion
de mTORC1 promueve el crecimiento celular, incrementando la sintesis de
proteinas. Mientras que la inactivacion de mTORCL1 es una sefial de induccion de
la autofagia (120, 121).

MTORC1 es regulado negativamente por la actividad GTPasa del complejo
proteico TSC1-TSC2 (complejo esclerosis tuberosa), el cual es activado en la
ausencia de FC, dado que al ser fosforilado por Akt y/o Erkl/2, su actividad
GTPasa disminuye (122, 123). La disminucién en la sefalizacion de citoquinas
también regula de manera positiva a TSC1-TSC2 puesto que se ha determinado
gue este complejo es inhibido mediante fosforilacion de IKK( (inhibidor del factor
nuclear kappa), una vez este ha sido activado por TNFa (factor de necrosis
tumoral alfa) (124). Por otro lado, ya sea el estrés metabodlico asociado a bajos
niveles de energia (ATP) o el estrés genotdxico con la activacion de P53, se han
vinculado con la activacién de la proteina cinasa AMPK (proteina cinasa activada
por AMP), la cual activa TSC1-TSC2 (125). Ademas, AMPK puede tener un
efecto directo en la inhibicion de mTORC1, pues se ha reportado que AMPK
fosforila raptor, un miembro de mTORC1, reduciendo su actividad de cinasa
(126).

Una vez mTORCL1 es inhibido, ATG13 disminuye su estado de fosforilacion y
MTORC1 se disocia del complejo proteina cinasa ATG1/ULK1, el cual esta
conformado por ATG101, ATG1/ULK1-2, ATG17/FIP200 y ATG13 (125). De esta
manera ULK1 y ULK2 incrementan su actividad de cinasa (127). Adicionalmente,
este complejo puede ser regulado directamente de manera positiva o negativa por
AMPK y Akt respectivamente, ya sea fosforilando ULK1 en las serinas 317-555-
777 mediante AMPK (128, 129) o fosforilando a la serina 774 por accién de Akt
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(128). Posteriormente, el complejo se traslada al omegasoma, una protrusion del
reticulo endoplasmatico (130, 131).

Nucleacion

El complejo ATG1/ULK1 fosforila el complejo Vps34/PI3K clase 3 (conteniendo
ATG6/Beclin 1, ATG14, Vsp34/PI3K clase 3, Vps15/p150 y AMBRAL), el cual
activado sintetiza fosfatidil inositol trifosfato (PIP3) (127). De esta manera,
proteinas como DFCP1 (proteina 1 que contiene doble domino FYVE) y
ATG18/WIPI-1 y 2 (proteina de interaccion con fosfolipidos con dominio WD40),
pueden acoplarse a los inositoles, contribuyendo a la fase de elongacion con su
funcion de andamiaje (108, 132). Particularmente DFCP1 ha sido utilizada como
marcador del omegasoma (131, 133). Esta fase también ha sido denominada sitio
de ensamblaje del fagoforo o estructura preautofagosémica (108, 125).

Elongacion

En esta etapa dos procesos son requeridos para la expansion de la estructura en
formacion. Uno de ellos es la utilizacion de membranas fosfolipidicas del reticulo
y/o de otras fuentes que recientemente han sido propuestas, como la mitocondria
(134, 135), la membrana plasmatica (136-138) y el aparato de Golgi (139). El
transporte de dichas membranas al sitio de ensamblaje del fagéforo ha sido
acuiado a ATG9 (140), la Gnica proteina transmembrana de la familia ATG (141).
Su funcidon es dependiente de la actividad de los complejos ATG1/ULK1 y
Vps34/PI3K clase 3 (127).

El otro proceso desarrollado en esta fase es la ejecucion de dos sistemas de
conjugacion de proteinas. Una via involucra la conjugacion de ATG12 a ATGS5,
reaccion que es llevada a cabo en orden secuencial por ATG7 y ATG10, las
cuales funcionan de manera similar a las enzimas de ubiquitinizacion E1 y E2,
respectivamente. Posteriormente, ATG12 y ATG5 se agregan con Atgl6 para
formar un complejo multimérico (108, 125). El segundo sistema de conjugacién
implica la trasformacion de la forma soluble de ATG8/LC3, denominada LC3-I en
mamiferos, a la forma lipidada que se encuentra asociada a la vesicula
autofagica, conocida como LC3-Il en mamiferos. En este caso, LC3-l1 es
inicialmente clivada en su dominio C-terminal por accion de ATG4 vy
seguidamente un grupo fosfatidiletanolamina es agregado, requiriendo la
actividad enzimatica de ATG7 y ATG3 con funcion similar a E2 (108, 125).
Adicionalmente, la actividad de ATG3 es incrementada por su interaccion con el
complejo ATG12-ATG5 (142), también se ha asegurado que este complejo
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funcionaria de manera similar a una E3 ligasa (127). En la autofagia de tipo
selectiva p62 reconoce proteinas ubiquitinizadas e interactia con LC3-Il para
capturar la proteina u organelo blanco en la vesicula en formacion (127).

Maduraciéon y degradaciéon de los autofagosomas

Se ha propuesto que al finalizar el proceso de formacién de la vesicula autofagica
los complejos proteicos ATG son disociados (143). Solo la proteina LC3-1l de la
familia ATG permanece en el autofagosoma (143). Posteriormente la vesicula
tiene dos destinos que han sido documentados: los autofagosomas pueden
fusionarse con endosomas, dando origen a estructuras denominadas amfisomas,
los cuales se unen con los lisosomas para generar autofagolisosomas. La
segunda posibilidad es la fusién directa del autofagosoma con el lisosoma (127).
Los procesos moleculares de fusion con el lisosoma, alin no son bien
establecidos. Sin embargo, algunos trabajos recientes postulan a la proteina
Sintaxina 17, un componente de la familia SNARE, como la responsable de este
proceso (144). Esta proteina se localiza en el reticulo endoplasmatico y el citosol
cuando las células tienen medio de crecimiento a su disposicion, mientras que en
deprivacion de FC, Sintaxina 17 se distribuye en la membrana externa de
autofagosomas maduros para mediar la fusién a través de su interaccion con
ubisnap/SNAP-29 and VAMP7 (144, 145). Adicionalmente, la reduccion de su
expresion génica no altera la maquinaria de formacion del autofagosoma, pero si
bloguea la fusion con el lisosoma (144).

Una vez el autolisosoma degrada su contenido, mTORC1 es reactivado y la
autofagia es blogueada (146). No es claro como mTORC1 es activado
nuevamente, pero es evidente que la degradacion enzimatica en el lisosoma es
necesaria para desencadenar este evento molecular (146).

1.8.2 Regulacion de la autofagia por especies reactivas de
oxigeno

Dado el rol de ApoE en el metabolismo mitocondrial y la mitocondria como
principal fuente endégena de ERO, es crucial resaltar este punto.

La continua actividad de la cadena transportadora de electrones conduce a la
disipacion de electrones de este sistema, principalmente en forma de superoxido
y peréxido de hidrégeno (H.O,) (107). Estos radicales libres han sido reportados
como reguladores positivos de la autofagia. Es asi que bajo deprivacion de
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nutrientes celulares, se ha sugerido que la mitocondria es la responsable de
generar H,O,, el cual oxida ATG4, promoviendo la conversion de LC3-l hacia
LC3-1l (147). En deprivacién de FC, el radical superoxido también se encuentra
incrementado y al ser inhibido por la superéxido dismutasa mitocondrial, el
proceso autofagico es reducido (148). Ademas, la serie de eventos oxido-
reduccion lleva a la formacién de proteinas y organelos disfuncionales que se
convierten en sefales para la degradacion de la maquinaria autofagica (107),
eventos celulares que hacen complejo este sistema de regulacion de la autofagia.



2. Objetivos

2.1 Objetivo General

Analizar el efecto de las isoformas de ApoE en la autofagia neuronal y el
metabolismo mitocondrial y su relacion con las vias PI3K/Akt y MAP cinasas en
un contexto excitotoxico.

2.2 Objetivos Especificos

1.

Evaluar el efecto de las isoformas de ApoE en un contexto excitotéxico en el
metabolismo y la viabilidad celular en la linea celular neuronal SHSY5Y.

. Determinar los niveles de expresion de Akt-p, PTEN-p y Erk1/2-p, mediados

por las isoformas de ApoE en un contexto excitotoxico.

Identificar procesos de autofagia regulados por las isoformas de ApoE en un
contexto excitotoxico.

Determinar si las isoformas de ApoE ingresan a la célula y si colocalizan con
la mitocondria.



3. Materiales y métodos

Cultivo celular

La linea celular SHSY5Y es una linea neuronal que fue originada a partir de un
neuroblastoma humano. En cultivo celular se mantiene en cajas de 75cm? con
medio DMEM-F12 (Lonza, Walkersville, MD, USA) suplementado con 10% de
suero fetal bovino (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) a 37°C con 95% de aire y 5%
de CO, Para los ensayos las células SHSY5Y fueron diferenciadas durante 2
dias con 2% de suero fetal bovino y 5uM de acido retinoico (Sigma, Saint Louis,
USA). Tratamientos con glutamato y las isoformas de la ApoE recombinante (Cell
Science, Canton, MA, USA) fueron realizados a diferentes tiempos vy
concentraciones. (Ver ANEXO 1)

Ensayo MTT

La viabilidad celular fue evaluada mediante el ensayo MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-
i)-2,5 bromuro difeniltetrazolio). 25ul del sobrenadante fueron removidos de cada
pozo y 20ul de la solucion de MTT (5 mg MTT/ml en PBS) fueron agregados a
cada pozo. El plato de cultivo celular fue protegido de la luz y después de dos
horas de incubacién a 37°C y 5% de CO,, el sobrenadante fue removido y los
cristales de formazan fueron disueltos por la adicién de 100pul por pozo de buffer
de lisis para MTT (dimetilformamida y SDS). El plato fue cubierto e incubado por
una hora a 37°C y agitado por 20 minutos. La absorbancia fue cuantificada a una
A de 550nM. (Ver ANEXO 2)

Ensayo LDH

La muerte celular fue evaluada por la cantidad de lactato deshidrogenasa liberada
al medio de cultivo celular, usando el kit citotox96 (Promega, Madison, USA). 50ul
del sobrenadante fueron transferidos de cada pozo del ensayo y mezclados con
50ul del kit reconstituido. El plato fue protegido de la luz e incubado 37°C por 30
minutos. Después, 50ul de solucién de parada fue agregada a cada pozo y la
absorbancia fue determinada a una A de 490nM. EI control de muerte celular fue
realizado, mediante lisis celular mecanica. (Ver ANEXO 2)
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Ensayo JC-1

El potencial de membrana mitocondrial como un indicador del metabolismo de la
mitocondria se evalu6 wusando JC-1 (5,5,6,6-tetracloro-1,1’,3,3'-tetraetil
bencimidazolilo carbocianina yoduro) (Invitrogen, USA). Cuando los tiempos de
tratamiento de las células han finalizado se adiciona el JC1 (2,5 pg/ml) y se
incuba por 15 minutos a 37°C y 5% de CO,. Una vez cumplido el tiempo de
incubacion se retira el medio y se lava 3 veces por 5 minutos con PBS1X o medio
DMEM-12. La fluorescencia de la placa es cuantificada mediante un fluorometro
con una excitacion de 560 nm y una emision de 595 nm para detectar los
agregados de JC-1 (rojo) que indican las mitocondrias con un potencial de
membrana estable, mientras que las células con mitocondrias despolarizadas o
monomeros de JC-1 (verde) se detectan con un filtro de excitacion de 485 nm y
uno de emision de 535 nm. Como control positivo para despolarizar las
mitocondrias se uso6 el desacoplador CCCP 1 uM durante 1 minuto. EI analisis
correspondiente al potencial de membrana mitocondrial se realizO mediante la
relacion de la sefial de los agregados sobre los monémeros de JC-1 (rojo /verde).
(Ver ANEXO 2)

Western blot

Las células fueron sembradas en cajas de 6 pozos (3,5 x 10° células/pozo) y
diferenciadas como se menciond antes. Después de los tratamientos las células
fueron homogenizadas en buffer de lisis: RIPA mas inhibidores de proteasas y
fosfatasas (Thermo Scientific, Rockford, USA). Los lisados fueron dispersados
mediante ultrasonido, 3 veces por 5 segundos. 20ug de proteina fue sembrada
por cada muestra, SDS-PAGE. Después de la electroforesis, las proteinas fueron
transferidas a una membrana PVDF (Hybond PVDF, Amersham-Pharmancia,
Piscataway, USA) e incubadas en buffer de bloqueo (5% de leche descremada en
TBS-Tween 20) por una hora a temperatura ambiente. Las membranas fueron
incubadas toda la noche con los siguientes anticuerpos primarios: fosfo-Akt ser
473, Akt total, fosfo-PTEN ser 380, fosfo Erkl/2 y Erk total (1:1000) (Cell
Signaling, Danvers, MA, USA). Un anticuerpo contra -actina (1:5000 Promega,
Madison, USA) fue usado como control de carga. Las membranas fueron lavadas
3 veces con TBS-Tween20 (5 minutos por lavado), seguido de la incubacion con
anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a la peroxidasa (1:2000 Cell
Signaling, Danvers, MA, USA) durante una hora. Posteriormente 3 lavados con
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TBS-Tween20 (5 minutos por lavado). Las reacciones fueron visualizadas usando
un ensayo de quimioluminiscencia (ECL system, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
los productos de la quimioluminiscencia fueron detectados en placas sensibles a
la luz (Amersham). Las placas fueron escaneadas y el analisis densitométrico de
las bandas fue llevado a cabo con el software ImageJ (Instituto Nacional de
Salud, Estados Unidos, version 1.44). (Ver ANEXO 3)

Inmunofluorescencia

Las células fueron sembradas y diferenciadas en cajas de Petri usando cubre
objetos, los cuales fueron previamente tratados con poly-D-lisina (3 x 10°
células/pozo). Para evitar la desintegracion de los autofagosomas, 4 horas antes
de finalizar el tratamiento las células fueron incubadas con inhibidores de
hidrolasas lisosomales (Pestatin y E64d 10ug/ml); este procedimiento en mencion
solo se hizo cuando se estudié la autofagia con el marcaje de la proteina LC3.
Después de los tratamientos las células fueron fijadas en paraformaldehido al 4%
y permeabilizadas con digitonina. El bloqueo fue realizado con 1% de BSA en
PBS. Después las células fueron incubadas con anti-LC3 (1: 50 Santa cruz, CA,
USA), anti-MAP-II (1: 1000 Santa Cruz, CA, USA), anti-TOM20 (1: 50 Abcam,
Boston, USA ) y anti-ApoE (1: 100 Abcam, Boston, USA) durante toda la noche y
después con anticuerpo secundario anti-goat Alexa fluor 568 (1:1000 Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), anti-chicken Alexa fluor 488 (1:1000 Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA), anti-mouse Alexa fluor 568 (1:100 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) y
anti-rabbit Alexa fluor 488 (1:1000 Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
respectivamente. Los nudcleos fueron tefiidos con Hoechst. Los autofagosomas
fueron visualizados por microscopia de fluorescencia y cuantificados con la
herramienta de conteo de particulas del software ImageJ. (Ver ANEXO 4)

Analisis estadistico

El andlisis de resultados se realiz6 mediante analisis de varianza de una via
(ANOVA), seguido de un post-test de Tukey-Kramer de comparacion mdltiple
para averiguar si existen diferencias significativas entre los grupos de
tratamientos. A partir de un p menor a 0,05 se consideré6 como diferencia
significativa. Los datos fueron analizados con el software GraphPad Prism version
5.0. Los valores de p obtenidos en el test de Tukey-Kramer o Bonferroni son
expresados en las graficas de la siguiente manera:

* si el p valor es inferior a 0,05
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** si el p valor es inferior a 0,01
***  siel pvalor es inferior a 0,001
ns valor de p no significativo

Los datos del grupo control fueron normalizados al 100%, los cuales fueron
comparados con los diferentes tratamientos y las graficas representan la media
de los datos. En el caso de los ensayos de LDH, los datos fueron normalizados
con el control positivo de muerte



4. Resultados

4.1 ApoE4 aumenta el metabolismo mitocondrial y
glutamato induce muerte neuronal

Para evaluar el metabolismo mitocondrial y la muerte neuronal, la linea celular
SHSYS5Y fue tratada inicialmente con diferentes concentraciones de las isoformas
de ApoE y glutamato de forma independiente por 24 horas. Se encontré que
ApoE4 induce mayor actividad MTT en comparacion con ApoE2 y ApoE3 (Fig. 1a)
y el efecto es mas pronunciado a una concentracion de 10ug/ml (P < 0,001) sin
encontrar cambios en la liberacién de LDH (Fig. 1b). La toxicidad del glutamato
fue dosis dependiente y el mayor porcentaje de muerte celular fue generado a
80mM, encontrando significancia estadistica a partir de 20mM (20mM-P< 0,05,
40mM-P< 0,001, 60mM-P< 0,001, 80mM-P< 0,001) en el ensayo de MTT,
mientras que en el ensayo de LDH la significancia estadistica es observada
desde la concentracion de 40mM (40mM-P< 0,001, 60mM-P< 0,001, 80mM-P<
0,001) (Fig. 1c y d). Los tratamientos posteriores fueron realizados con 10ug/ml
para las isoformas de ApoE y 80mM para glutamato.

Figura 1. ApoE4 aumenta el metabolismo mitocondrial y el glutamato induce muerte
neuronal. Células SHSY5Y fueron diferenciadas durante dos dias e incubadas con diferentes
concentraciones de ApoE2-3-4 y glutamato por 24 horas. La viabilidad y la muerte celular fueron
determinadas por los ensayos de MTT y LDH respectivamente. ApoE4 increment6 de forma
significativa el metabolismo mitocondrial a 10pug/ml con un valor de P < 0,001 (***), determinado
por MTT (@), sin observarse cambios en la liberacion de LDH (b). El glutamato indujo muerte
celular de manera dosis dependiente (c y d). Cada barra representa la media + SD de tres
experimentos. P < 0,05(*) fue considerado significativo.
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4.2 Isoformas de ApoE disminuyen la muerte neuronal
mediada por glutamato

Para determinar el papel de las isoformas de ApoE en la muerte celular inducida
por glutamato, las células SHSY5Y fueron incubadas por una hora con las
isoformas de ApoE y luego tratadas por 24 horas con glutamato. Las isoformas de
ApoE disminuyeron significativamente la liberacion de LDH mediada por
glutamato (P<0,01). Este efecto tiende a ser mayor con ApoE2 (Fig. 2b). No se
encontraron cambios en el metabolismo mitocondrial evaluado por MTT, entre el
tratamiento con glutamato y glutamato mas las isoformas de ApoE (Fig. 2a). Sin
embargo, el ensayo de JC-1 revela que el glutamato disminuye el potencial de
membrana mitocondrial y ApoE4 restaura este efecto de manera significativa
(P<0,05) (Fig 2c). Estos resultados sugieren que la neuroproteccion conferida por
las isoformas de ApoE es hecha regulando diferencialmente el metabolismo
mitocondrial.

Figura 2. Isoformas de ApoE disminuyen la muerte neuronal mediada por glutamato.
Células SHSY5Y fueron diferenciadas durante dos dias e incubadas con 10ug/ml de ApoE2-3-4 y
tratadas con glutamato 80mM por 24 horas. La viabilidad y la muerte celular fueron determinada
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por los ensayos de MTT y LDH respectivamente. El potencial de membrana mitocondrial fue
evaluado con JC-1. Las isoformas de ApoE disminuyeron de manera significativa la muerte celular
generada por glutamato (b), sin generar cambios en la actividad MTT (a), pero incrementado el
potencial de membrana mitocondrial (c). Cada barra representa la media + SD de tres
experimentos. P < 0,05(*) fue considerado significativo.
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4.3 Las isoformas de ApoE regulan diferencialmente la
via de sefalizacion PI3K/Akt

La via de sefializacion PI3K/Akt y MAPK es indispensable para la supervivencia
neuronal. Se ha reportado que ApoE regula las vias de sefializacién PI3K/Akt y
MAPK (8), pero se desconoce el impacto de estas en la excitotoxicidad por
glutamato. Western blot especificos para Akt-p (Ser 473), PTEN-p (Ser 380) y Erk
1/2-p fueron realizados en presencia o ausencia de glutamato por 24 horas, con
previo tratamiento de las isoformas de ApoE. Las isoformas de ApoE3 y ApoE4
disminuyeron los niveles de expresion de Akt-p, en 22 y 28% respectivamente, sin
mostrar significancia estadistica (Fig 3 a y b). ApoE incrementd el nivel
fosforilacion de PTEN, particularmente ApoE3 y ApoE4, pero no se encontraron
diferencias estadisticas (Figura 3 a y c). El tratamiento con glutamato redujo en
45% la fosforilacion de Akt (Fig 3 a y b), y las diferentes isoformas de ApoE no
revirtieron los niveles de Akt-p. Glutamato generd un claro incremento en la
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fosforilacion de PTEN (P<0,01), y el pre tratamiento con las isoformas de ApoE
solo parcialmente redujo los niveles de PTEN fosforilado (Figura 3 a y c¢). La
fosforilacion de Erk 1/2 no mostré cambios (Figura 3 a y d). Estos resultados
indican que la neuroproteccion conferida por las isoformas de ApoE, no dependen
claramente de la fosforilacion de Akt y el aumento de la actividad metabdlica
mitocondrial observado con ApoE4, se asocia con una disminucién de Akt-p y un
incremento de PTEN.

Figura 3. Las isoformas de ApoE regulan diferencialmente la via de sefializacion PI3K/Akt.
Células SHSYS5Y fueron diferenciadas durante dos dias e incubadas con 10ug/ml de ApoE2-3-4 y
tratadas con glutamato 80mM por 24 horas. La expresion de Akt-p, PTEN-p y Erkl/2-p fue
determinada por western blot y analisis densitométrico realizado con el software ImageJ. Las
isoformas ApoE disminuyen la expresién de Akt-p (ser 473) (a y b) y aumentan la expresién de p-
PTEN (Ser 380) (a y c), siendo mas evidente con ApoE4. Glutamato reduce la expresion de Akt-p
(ay b) y aumenta la expresion de p-PTEN (a y c). No se encontraron cambios con p-Erk. Cada
barra representa la media + SD de tres experimentos.
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4.4 Neuroproteccion conferida por ApoE contra
glutamato depende de la activacion de la autofagia.
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El incremento de la actividad metabdlica mitocondrial sugerida por ApoE4, se ha
asociado a un incremento en las ERO y se ha sugerido que las células pueden
controlar este estrés oxidativo mediante la activacion de la autofagia (107). Para
evaluar el impacto de las isoformas de ApoE sobre la autofagia, se analizd el
namero de autofagosomas mediante inmunofluorescencia del marcaje de LC3. A
las 24 horas se observa una tendencia de aumento en el numero de
autofagosomas en la presencia de las isoformas de ApoE. El glutamato no causo
un incremento en el numero de autofagosomas, aunque si lo hizo en la presencia
de las isoformas ApoE3 y ApoE4 de manera significativa P < 0,05 y P < 0,01
(Figura 4). Estos hallazgos sugieren que la muerte neuronal inducida por el
glutamato después de 24 horas es independiente de la autofagia, mientras la
neuroproteccion contra el glutamato, conferida por las isoformas de ApoE, en
particular ApoE3 y ApoE4, es dependiente de la activacion de la autofagia.

Figura 4. Neuroproteccién conferida por ApoE contra glutamato depende de la activacién
de la autofagia. Células SHSYS5Y fueron diferenciadas durante dos dias e incubadas con 10ug/ml
de ApoE2-3-4 y tratadas con glutamato 80mM por 24 horas. Autofagosomas fueron visualizados
con microscopia de fluorescencia, marcando la proteina LC3 y el andlisis cuantitativo fue realizado
con el software Imaged. 10% de suero fetal bovino fue utilizado como control negativo de
autofagia y medio DMEM como control positivo. Autofagia asociada a disminucion en la muerte
celular es observada en los tratamientos de ApoE3 o ApoE4 mas glutamato a las 24 horas.
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4.5 Las isoformas de ApoE ingresan a la linea celular
SHSY5Y

Varios estudios han demostrado el impacto de ApoE, particularmente ApoE4 en la
mitocondria cuando su origen es intracelular en condiciones de estrés celular.
Aungue en este trabajo es mas probable que ApoE ejerza sus efectos uniéndose
a sus receptores, no se descarta que esta apolipoproteina ingrese al espacio
intracelular y actle directamente en la mitocondria. Por esta razon, se procedioé a
determinar en este modelo si las isoformas de ApoE ingresan en la linea celular
SHSY5Y vy si estas se localizan en la mitocondria. Para dilucidar este objetivo, las
células fueron tratadas con ApoE en presencia y ausencia de glutamato por 24
horas y western blot para ApoE fue realizado, el cual reveld6 que las células
SHSY5Y no sintetizan ApoE en condiciones basales, ni bajo el estrés del
glutamato y las diferentes isoformas de ApoE recombinante estan presentes, sin
variar su expresion entre ellas (Fig. 5a). Para confirmar el ingreso de ApoE a la
neurona, microscopia confocal para ApoE fue realizada a las 6 y 24 horas,
adicionalmente se utilizo el marcador mitocondrial TOM20. Este ensayo reveld
gue las isoformas de ApoE se ubican en el espacio intracelular a partir de las 6
horas, ubicandose entre las redes mitocondriales, pero sin colocalizar con el
marcador mitocondrial TOM20 (Fig. 5b).

Figura 5. Las isoformas de ApoE ingresan a la linea celular SHSY5Y. Células SHSY5Y fueron
diferenciadas durante dos dias e incubadas con 10ug/ml de ApoE2-3-4 y tratadas con glutamato
80mM por 24 horas. Expresion de ApoE fue determinada por western blot (a) y visualizada en el
espacio intracelular mediante microscopia confocal (b). La linea celular SHSY5Y no expresa ApoE
y la proteina recombinante es identificada en el espacio intracelular.
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5. Discusioén

En este trabajo se ha demostrado que la isoforma 4 de ApoE incrementa la
actividad mitocondrial, especificamente la actividad enzimatica del complejo Il de
la cadena respiratoria, evidenciado en el ensayo de MTT y de forma global este
efecto fue observado con la tincion de JC-1, sin inducir muerte celular, y esto es
asociado con una tendencia a la defosforilacion de Akt, mientras que los niveles
de PTEN fosforilado incrementan, junto con la autofagia. ApoE2 y ApoE3 inducen
cambios similares, pero en menor grado. Adicionalmente, las proteinas
recombinantes de ApoE se ubican entre las mitocondrias.

Aunque la principal funcion de ApoE en el cerebro es el transporte de colesterol y
esfingolipidos, esta también juega un importante rol en la sefializacién neuronal
después de unirse a la familia de receptores de LDL (9, 149). El link molecular
entre las isoformas de ApoE y PTEN es desconocido. Sin embargo, es conocido
gue PTEN puede ser reclutado a la proteina de andamiaje PSD-95 por la
activacion del receptor de NMDA (150), el cual es diferencialmente regulado por
las isoformas de ApoE cuando ellas se unen a ApoER2 (19). De esta manera, las
isoformas de ApoE podrian estar operando en plataformas de sefalizacion que
reclutan y activan proteinas tales como PTEN, el cual inhibe la via PI3K-Akt y por
tanto activa la maquinaria autofagica como se ha observado en el presente
estudio.

ApoE2 y ApoE3 han sido descritas como promotoras de la plasticidad sinaptica y
la integridad neuronal (19), asi como en la prevencion de la pérdida sinaptica
causada por oligdbmeros AB (151). ApoE4 ha sido ligada a vias moleculares las
cuales sensibilizan a procesos neurodegenerativos, asi como también la pérdida
de la integridad neurovascular, asociada con la activacion de NF-kB (152),
reduccion de la expresion de la enzima degradante de la insulina a través de la
estimulacion del receptor de NMDA y la PKA (153). Estos eventos pueden ser
asociados con estrés oxidativo, como han sido recientemente descritos en
neuronas expuestas a un fragmento largo de ApoE4 (154) o cuando el fragmento
es producido intracelularmente (22, 23, 155).
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El incremento de la actividad metabdlica generada por ApoE4, que ha sido
descrita en este trabajo, es probablemente asociada con un incremento en la
produccion de ERO, las cuales inducen la autofagia como un mecanismo celular
para controlar el incremento del estrés oxidativo, como ha sido sugerido
previamente (107). Ademas, es posible que los efectos de las apolipoproteinas en
la funcion mitocondrial puedan ser atribuidos a un efecto directo de ApoE en el
metabolismo mitocondrial (155), en conjunto con su interaccion con sus
receptores. Como se demuestra en este trabajo, las apolipoproteinas son
internalizadas y se distribuyen en las redes mitocondriales sin presentar procesos
de clivaje que han sido observados en investigaciones que estudian las
apoliproproteinas de origen intracelular (22-25). Entonces las diferentes isoformas
al ser internalizadas, posiblemente junto con su receptor, podrian funcionar como
signalosomas e interactuar con proteinas de la membrana externa mitocondrial.
En este caso, ApoE4 de forma diferencial seria la responsable de modular
positivamente el metabolismo de la glucosa a través de la hexocinasa, generando
mas sustratos para la cadena respiratoria y por tanto mayor produccioén de ERO.

La exposicién a glutamato indujo una disminucion en el metabolismo de MTT y un
incremento en la liberacibn de LDH, asociado con un incremento en la
fosforilacion de PTEN y una disminucion en la fosforilacion de Akt. Las isoformas
de ApoE previenen la liberacion de LDH, pero no la disminucion en la actividad
MTT y también disminuyen levemente la fosforilacion de PTEN e incrementan los
niveles de la autofagia. Sin embargo, no fueron observados cambios en la
fosforilacién de Akt.

Neuroproteccion conferida por las isoformas de ApoE contra la excitotoxicidad del
glutamato ha sido reportada en previos estudios (87, 88). En el presente estudio
las diferentes isoformas de ApoE confieren neuroproteccion contra la toxicidad del
glutamato y tiende a ser mas significativo con ApoE2 y ApoE4, eventos que son
regulados diferencialmente por la funcién mitocondrial y la fosforilacion de Akt.
Esto sugiere que el incremento del metabolismo mitocondrial regulado por ApoE4
y la neuroproteccion conferida por las isoformas de ApoE no parecen depender
de la activacion de la via de supervivencia PI3K/AKkt.

La autofagia es un proceso involucrado tanto en la supervivencia como en la
muerte celular (156), la cual es regulada negativamente por la fosforilacion de Akt
(157). Los ensayos presentados han demostrado que en un contexto neurotéxico
inducido por glutamato, la autofagia inducida por ApoE es un factor determinante
en la supervivencia neuronal seguida la exposicion de glutamato, particularmente
con ApoE3 y ApoE4 después de 24 horas de tratamiento. Interesantemente, la
neuroproteccion mediada por ApoE2 es independiente de la autofagia. En este
contexto el glutamato induce dafio mitocondrial, asi que ApoE3 y ApoE4
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posiblemente protegen la neurona mediante la degradacidon de mitocondrias
disfuncionales activando la autofagia. Otra alternativa seria la regulacion del
receptor de NMDA como ha sido postulado previamente (19). Aunque se observo
una disminucién en la fosforilacion de PTEN, esta no es suficiente para
incrementar la fosforilacion de Akt e inactivar la actividad autofagica.

Es claro que las isoformas de ApoE protegen contra el efecto neurotéxico del
glutamato, pero los mecanismos neuroprotectores utilizados, los cuales se basan
en la disminucion de la fosforilacion de Akt y el incremento de la autofagia,
podrian convertirse en factores de riesgo para muerte neuronal. Estudios previos
han mostrado incremento de la autofagia en cerebros de pacientes con EA y en
modelos murinos para esta enfermedad (158, 159), no obstante el mecanismos
molecular de la autofagia es desconocido en la EA. De manera interesante, en
este modelo neuronal, ApoE4 como factor de riesgo para la entidad patologica en
mencion, induce la autofagia, la cual es aparentemente mediada por el
incremento en la fosforilacion de PTEN, conduciendo a la inactivacion de la via
PI3K/Akt, de igual forma el proceso de la autofagia podria ser llevado a cabo
mediante la generacion de ERO de origen mitocondrial.

En conclusion, los resultados demuestran que las isoformas de ApoE confieren
neuroproteccion contra la exposicién del glutamato, regulando diferencialmente
Akt y PTEN, llevando a la activacion de la autofagia. Sin embargo, la activacién
cronica de la autofagia podria transformarse en un factor de riesgo para
neurodegeneracion. (Ver figura 6)

Desde el punto de vista técnico, es importante resaltar que el modelo celular
utilizado demuestra que las neuronas SHSYS5Y no expresan ApoE a nivel
proteico, tanto en condiciones basales como ecxitotoxicas a diferencia de otros
trabajos que demuestran sintesis de novo de ApoE. De esta manera, este trabajo
utiliza una linea celular que elimina el sesgo del posible efecto de ApoE
intracelular. Es asi que la linea celular en mencidon se convierte en un excelente
modelo para el estudio de la sefializacion de ApoE.
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Figura 6. Hipotesis sugerida del efecto de las isoformas de ApoE y glutamato en las
neuronas SHSY5Y. Las isoformas de ApoE incrementan diferencialmente la fosforilacion de
PTEN (ApoE4 > ApoE3 > ApoE2). Como consecuencia, hay una reduccion en la fosforilacion de
Akt. Adicionalmente, ApoE se ubica entre las redes mitocondriales y particularmente ApoE4
incrementa el metabolismo mitocondrial, generando ERO. Este evento, junto con la defosforilacién
de Akt conduce a la activacion de la autofagia. Cuando el glutamato actia en el receptor de
NMDA, moléculas de calcio ejercen disfuncién mitocondrial, provocando muerte celular, pero el
metabolismo y la autofagia metabdlica de ApoE3 y ApoE4 regulan negativamente este proceso.

@54 > ApoE3 > ApoE2

oE4 > ApoE3 > ApoE2

L&




6. Perspectivas

El presente trabajo ha indagado el efecto la ApoE sobre el metabolismo neuronal,
enfocandose en la funcién mitocondrial y la autofagia, tanto en condiciones
basales como excitotoxicas. Aunque se han encontrado algunos hallazgos
importantes que esclarecen la actividad diferencial de las isoformas de ApoE,
aparecen muchos interrogantes por dilucidar.

Si bien el metabolismo mitocondrial estudiado con el MTT y JC-1 revelan la alta o
la baja actividad de la cadena respiratoria mitocondrial, no es claro si estos
eventos comprometen la produccion de ERO. Es asi que seran necesarios
ensayos que evallen este aspecto y como el tratamiento con antioxidantes podria
0 no revertir los efectos celulares corriente abajo de la actividad mitocondrial.

Como se ha discutido en la seccion tedrica, las cinasas AMPK y mTOR son
reguladoras de la autofagia. Por lo tanto, ensayos de Western blot de estas
proteinas serian utiles en la diseccion de la sefalizacion de ApoE.

Muchos trabajos se han enfocado en los efectos de ApoE de origen intracelular y
otros con la sefalizacion cuando esta interactla con sus receptores (21-25). La
internalizacién de ApoE y su distribucion entre las redes mitocondriales mostrada
en este trabajo hace mas complejo el analisis de su accionar. Posteriores
estudios encaminados a revelar la interaccion de ApoE con proteinas en esta
region subcelular abrirdn un nuevo campo de investigacion.

Dadas las controversias que ha tenido la autofagia en la regulacién de la muerte y
supervivencia celular, algunos grupos de investigacién han propuesto analizar el
balance de la degradacién de los autofagosomas (158-161). Los analisis
presentados de fluorescencia de LC3 evidencian la importancia de ApoE en la
regulacion de la autofagia. Sin embargo, el marcaje de LC3 no esclarece si los
autofagosomas son degradados cuando estos se fusionan con los lisosomas.
Actualmente, nuestro grupo de investigacion ha iniciado estudios de degradacion
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de vesiculas autofagicas en la linea celular CAD. Subsecuentes ensayos seran
realizados en la linea celular SHSY5Y.



ANEXOS

ANEXO 1: Cultivo de células SHSY5Y

El cultivo con lineas celulares requiere especial atencion en los posibles eventos
de contaminacién (bacterias, hongos y levaduras). Las actividades de cultivo
celular se realizan siempre en cabina de flujo laminar vertical tipo IIA, y previo a
cada sesion de trabajo, la superficies debe ser desinfectada con alcohol etilico al
70% y expuesta a luz ultravioleta por 15-30 minutos antes de iniciar el trabajo, de
tal manera que el aire haya circulado y se filtre.

Es importante anotar que dentro del cuarto de cultivo se debe usar la vestimenta
adecuada, y las practicas de lavado de manos son indispensables. La
desinfeccién de las manos con alcohol etilico al 70% se debe hacer antes de
introducir en la cabina de flujo laminar, o en el caso de haber hecho contacto con
un elemento no estéril. Todo material fungible estéril se debe mantener en su
empaque original, y una vez abierto, este se debe sellar mediante cinta adhesiva.
Los empaques solo se deben abrir y cerrar al interior de la cabina. Existen
algunas sustancias usadas en cultivo (medio de cultivo, suero fetal bovino) que
deben permanecer refrigeradas. Es esencial verificar a que temperatura debe
conservarse cada uno de los reactivos.

Todo material plastico o de vidrio que entre en contacto con medio de cultivo,
debe ser esterilizado.

Soluciones para cultivo celular
Medio de cultivo

La linea celular SHSY5Y es cultivada en el medio D-MEM F12 (GIBCO
Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12). Existen varias formas
comerciales de este medio de cultivo, en esta ocasion se adquiri6 el medio
liquido, es cual fue suplementado con 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de
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estreptomicina. A partir de este medio base se prepara el medio de crecimiento,
agregando 10% v/v de suero fetal bovino, o medio de diferenciacion, adicionando
2% vlv de suero fetal bovino y acido retinoico a una concentracion final de 5uM.

Tampon fosfato salino (PBS)

Esta solucidén se usa para el lavado de las monocapas celulares, la preparacion
de tripsina-EDTA y la solucion de MTT. Cloruro de sodio (NaCl): 0,8 gr%/100mi;
cloruro de potasio (KCI): 0,02 gr%/100ml; fosfato diacido de potasio (KH2PO4):
0,024 gr%/100ml; fosfato monobasico de sodio (NaH2PO4): 0,144 gr%/100ml. Se
ajusta el pH a 7,4 y se esteriliza con calor himedo en autoclave.

Solucion de tripsina 0,25%

La tripsina en solucién es usada para la cosecha de las células, ya sea para
hacer sembrado de experimento, para la criopreservacion, o para realizar un
pasaje de células a una caja nueva.

Esta solucion contiene 0,25%de tripsina y 0,1% EDTA disueltos en PBS. Se debe
ajustar el pH a 7,4 y posteriormente se esteriliza por ultrafiltracién. Esta solucion
debe ser conservada a -20°C.

Cubierta con Poli-D-Lisina (PLD)

Este procedimiento se hace bajo condiciones de esterilidad y en cabina de flujo
laminar:

Se prepara la solucion stock de PLD 0,1mg/ml, usando ddH20O y se hacen
alicuotas de 5 ml en tubos coénicos de 50 ml estériles y se almacenas a -20°C.
Posteriormente a una de las alicuotas de 5ml de PLD stock se adiciona 45 ml de
ddH20 para obtener una concentracion de 0,01mg/ml. Esta solucion de trabajo es
aplicada sobres los pozos o cajas, permitiendo un cubrimiento uniforme de la
superficie y se debe dejar actuar por al menos 1 hora. Luego ser retira el exceso y
se realizan tres lavados con ddH20 durante 5 minutos. La esterilidad es
asegurada mediante irradiacién directa con luz UV durante al menos 20 minutos
sobre los pozos.

Criopreservacion de células SHSY5Y

En cabina, una vez retirado el medio de cultivo de las células, estas son
desprendidas mediante tripsina en solucion, se envasan en un tubo cénico de 15
ml. En este punto se puede tomar 10 ul de la solucién para proceder al conteo
celular y después se procede a centrifugar por 5 min a 1.200 rpm. Nuevamente
en cabina, se descarta el medio, después, el pellet de células es disgregado en
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SFB a una concentracion final de 90% y en seguida se agrega DMSO a una
concentracion final de 10%. Finalmente, tan rapido como sea posible la
suspension es alicuotada en viales de criopreservacion. Estos son colocados en
una camara de crioprecervacon con base en isopropanol y se llevan directamente
a -70°C. Pasados tres dias, los viales son transferidos a nitrdgeno liquido. Una
segunda alternativa es trasladar los viales inmediatamente a nitrégeno liquido. La
cantidad de células recomendada a congelar es de 1x10° células por ml de medio
de congelacion.

Descongelacion

En cabina, se prepara un tubo cénico de 15 ml con 5ml de medio de crecimiento a
37°C. Una vez el criovial es descongelado parcialmente a temperatura ambiente,
es colocado en el tubo para ser centrifugado por 5 min a 1.200 rpm. Se retira el
sobrenadante y el pellet celular es resuspendido en medio de crecimiento. Luego,
la solucién celular es trasladada a cajas de 25 cm?. Al dia siguiente el medio se
remplaza por medio fresco.

Desprendimiento celular

Para desprender las células adheridas a la superficie de la caja de cultivo se usa
la solucion de tripsina al 0,25%. Cuando las cajas alcanzan un 70 a 90% de
confluencia celular, se debe hacer uso de las células, ya sea para subcultivos,
desarrollar un experimento o para congelarlas.

En cabina, se retira el medio de cultivo y se agrega 1 ml de la solucion de tripsina
para cajas de 25 cm?y 2 ml para cajas de 75 cm? Luego las células son
incubadas a 37°C por un tiempo no mayor de 5 minutos. Para acelerar el
desprendimiento celular, la caja de cultivo puede ser golpeada manualmente en
su base. Una vez desprendidas las ceélulas, la tripsina es inhibida, agregando
medio de crecimiento. Se trasfiere la suspension celular a un tubo cénico de 15
ml y se centrifuga a 1.200 rpm por 5 minutos.

Sembrado de células para experimentos en placas de 6 y 96 pozos

Los ensayos de MTT son llevados a cabo en placas de 96 pozos. Mientras que
los tratamientos que son destinados a microscopia de fluorescencia y western
blot son realizados en placas de 6 pozos.

La cantidad de células que se siembran por cada pozo debe ser la suficiente para
alcanzar una confluencia del 70%. En este procedimiento, las células, después de
ser desprendidas, son resuspendidas en medio de diferenciacion.
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La siguiente tabla muestra la cantidad de células SHSY5Y y el volumen de medio
de diferenciacion requerido por cada pozo:

Tabla No 1. Volumen requerido para el cultivo celular

Volumen por pozo

Células por pozo

Caja de 96 Pozos 200 pl 18.000
Caja de 6 pozos (WB) 2 ml 350.000
Caja de 6 pozos 5 ml 300.000

(fluorescencia)

Conteo celular

El azul de tripan es una coloracion que permite determinar la integridad de las
membranas celulares. Las células con membrana integra no son permeables al
colorante, por tanto ellas son translicidas. Mientras que aquellas que tienen
perforada la membrana, toman una coloracion azul. Un hemocitometro es usado
para estimar la cantidad de células por unidad de volumen de medio.

Para esta tincion celular se requiere las células en suspension. Es asi que
previamente se hace un desprendimiento celular. Una vez obtenida la suspension
celular, se mezclan 10 pl de esta con 10 pl de azul de tripan. 10 ul de la mezcla
son colocados en cada uno de los lados del hemocitdmetro y se procede a contar
bajo el microscopio.

Cuando el promedio de los cuadrantes ha sido obtenido se procede a realizar el
célculo. Dado que cada cuadrante de la camara equivale a 1/10.000 ml, se utiliza
la siguiente férmula:

Células por ml = Promedio de las células x 20.000
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ANEXO 2: Viabilidad celular

Ensayo MTT

El ensayo de MTT permite evaluar la viabilidad celular o la actividad mitocondrial
mediante la transformacion de un sustrato colorimétrico. Esta transformacion es
realizada por deshidrogenasas mitocondriales, en especial la succinato
deshidrogenasa (Complejo Il de la cadena respiratoria). La viabilidad celular o la
actividad mitocondrial se puede medir aprovechando que la succinato
deshidrogenasa genera la ruptura del anillo de tetrazolio del bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)2,5 difenil tetrazolio, (reactivo MTT), generando una sal de
formazan, la cual absorbe la luz a una longitud de onda diferente con respecto al
sustrato original. Esta sal es soluble en solventes organicos. La cantidad de
absorbancia obtenida sera directamente proporcional a la viabilidad celular o a la
actividad mitocondrial. Dependiendo del solvente organico que se use, la longitud
de onda de maxima absorbancia cambia. Para los ensayos de este trabajo se
empleo el Buffer de lisis MTT (Ver anexo) y la longitud de onda requerida para
medir la absorcion fue 590 nm.

Para este ensayo se utilizaron placas de 96 pozos y un lector de placas para
medir la absorbancia.

Cuando los tratamientos en las células han finalizado, se adiciona la solucién de
MTT (Ver Anexo). El volumen agregado es el 10% del volumen de medio inicial
en el pozo, en este caso 20 ul. Después, la placa es incubada a 37°C con 5% de
CO, durante 1 a 2 horas para permitir que las células metabolicen el MTT hacia
formazan. Posteriormente, el medio de cultivo es retirado cuidadosamente para
evitar el desprendimiento de las células y 100 ul de Buffer de Lisis son agregados
a cada pozo, preferiblemente a temperatura mayor de 37°C para facilitar la
solubilizacion del formazan. Una vez solubilizados los cristales, la absorcion es
cuantificada en un lector de placas a 590 nm.

Para calcular la viabilidad o la actividad mitocondrial de cada uno de los
tratamientos se debe comparar el promedio de estas mediciones con el promedio
de la absorbencia de los controles, cuya absorbancia es normalizada a 100%.
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Solucion MTT

La sal de tetrazolio se debe disolver en PBS estéril para alcanzar una
concentracion de 5mg/ml. Antes de usar, la solucién se debe esterilizar mediante
ultrafiltracién en cabina. Esta solucion se debe conservar a 4°C si es empleada en
el transcurso de una semana. Para periodos prolongados de almacenamiento la
solucion es conservada a -20°C. También debe ser protegida de la luz, ya que
esta facilita su oxidacion espontanea.

Buffer de lisis MTT

200 ml de dimetilformamida con 150 ml de ddH20 son mezclados. El pH es
ajustado a 4,7 con acido acético glacial. Después, 40 g de SDS son agregados y
se lleva a un volumen final de 400 ml con ddH20. La solucién es almacenada a
4°C y para su uso, se descongela en bafio seroldgico.

Ensayo LDH

La enzima lactato deshidrogenasa se localiza en el citoplasma celular y no es
liberada al exterior, salvo en casos de ruptura de membrana y muerte celular. La
cantidad relativa de esta enzima libre en el medio es cuantificada usando kits
comerciales con base en un pseudosustrato y en un reactivo cromogeno. En este
caso se utilizo CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (Promega® Cat.
No. G1781). Este procedimiento permite evaluar la integridad de las células en
cultivo, que se relaciona inversamente con la muerte celular. Dicho kit se uso
segun lo especificado en las instrucciones emitidas por el fabricante, las cuales se
resumen a continuacion.

1. Trasferir 50 ul de medio de cada uno de los tratamientos, controles del
experimento y controles positivos (incluidos en el kit o se realiza muerte celular
mecanica) para LDH a una caja nueva de 96 pozos.

2. Reconstruir la mezcla se sustrato (Substrate mix) con el buffer (Assay buffer),
12 ml de buffer por frasco de mezcla de sustrato. Después de reconstituido el
sustrato se almacena a -20°C protegido de la luz.

3. Adicionar 50 ul del sustrato reconstituido a cada pozo (tratamientos y
controles), proteger la caja de la luz e incubar a temperatura ambiente por
exactamente 30 min.

4. Transcurridos los 30 min, adicionar 50 ul a cada pozo de la solucion de parada
(Stop solution).

5. Leer la placa a 490 nm. El andlisis de los datos se hace normalizando al 100
% el control de muerte celular (control positivo para LDH).
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Ensayo JC-1

El potencial de membrana mitocondrial como un indicador del metabolismo de la
mitocondria se evalu6 usando JC-1 (5,5,6,6-tetracloro-1,1’,3,3-tetraetil
bencimidazolilo carbocianina yoduro) (Invitrogen, USA). Este catidén es permeable
a las células y dada su carga positiva, este se agregara en la matriz mitocondrial
cuando el potencial de membrana mitocondrial se encuentre elevado (-180mV).
Dichos agregados generan un espectro de luz roja. Mientras que cuando el
potencial de membrana mitocondrial disminuye, JC-1 se distribuira en el citosol en
forma de mondmeros, en cuya configuracion emitira una coloracion verde en el
espectro de luz.

Para este ensayo las células se siembran en platos de 96 pozos en medio de
diferenciacion por 2 dias. Cuando los tiempos de tratamiento de las células han
finalizado se adiciona el JC1 (2,5 pg/ml) y se incuba por 15 minutos a 37°C y 5%
de CO, JC-1 debe preparase en medio DMEM F12 y mezclarse con ayuda del
vortex. Una vez cumplido el tiempo de incubacion se retira el medio y se lava 3
veces por 5 minutos con PBS1X o medio DMEN-12 que debe estar a una
temperatura de 37°C, ademas durante estos lavados las células deben
mantenerse en la incubadora con las condiciones que se menciond previamente.
Finalmente la fluorescencia de la placa es cuantificada mediante un fluorémetro
con una excitacion de 560 nm y una emision de 595 nm para detectar los
agregados de JC-1 (rojo) que indican las mitocondrias con un potencial de
membrana estable, mientras que las células con mitocondrias despolarizadas o
monomeros de JC-1 (verde) se detectan con un filtro de excitacion de 485 nm y
uno de emision de 535 nm. Como control positivo para despolarizar las
mitocondrias se uso6 el desacoplador CCCP 1 uM durante 1 minuto. El analisis
correspondiente al potencial de membrana mitocondrial se realizO mediante la
relacion de la sefial de los agregados sobre los monémeros de JC-1 (rojo /verde).
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ANEXO 3: Western Blot

El Western Blot es una técnica usada para determinar la cantidad de una proteina
especifica. Su principio se basa en la reaccién especifica entre antigeno-
anticuerpo, la cual es aprovechada para visualizar proteinas en una membrana de
nitrocelulosa, utilizando anticuerpos conjugados con peroxidasa de rabano y una
solucion quimioluminiscente. La luz producida se usa para exponer una pelicula
fotosensible. Tras el revelado de dicha pelicula, queda impresa en ella la banda
correspondiente a la proteina detectada por el anticuerpo especifico. Esta técnica
es semicuantitativa, permitiendo calcular la cantidad relativa de proteina en
comparaciéon con un control experimental. La densidad éptica de la banda
resultante en la placa fotosensible es determinada usando el software ImageJ
(version 1.44 fue empleada en este trabajo).

Soluciones usadas en Western Blot
Buffer de lisis celular

En este estudio se utilizo el buffer de lisis RIPA (Pierce ® Cat. No. 89900), el cual
contiene 25mM Tris-HCI, pH 7.6, 150mM NaCl, 1% NP-40, 1% Deoxicolato de
sodio y 0,1% SDS.

Coctel de inhibicién enzimético

Es usado para impedir la digestion enzimética de las proteinas celulares y las
modificaciones covalentes una vez ocurrida la lisis. Por tanto, se requiere usar
inhibidores de proteasas y fosfatasas para mantener las proteinas intactas para
su estudio. En este caso se adquirieron dos reactivos comerciales: PhosphoStop
(Roche® Cat. No. 04906845001) y cOmplete Mini EDTA-free Protease Inhibitor
Cocktail (Roche® Cat. No. 04693159001) que inhiben las fosfatasas y proteasas
respectivamente.

e Phosphostop: se disuelve una tableta en 1 ml de ddH20 mediante vortex.
Esta solucion tendra una concentracion de 10X y se conserva a -20°C.

e cOmplete Mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail: se disuelve una
tableta en 1,5 ml de ddH20 mediante vortex. Esta solucion tendra una
concentracion de 7X y se conserva a -20°C

Los inhibidores de fosfatasas y proteasas son llevados a una concentracion de 1X
con Buffer RIPA al momento de realizar la lisis celular.

Buffer de carga
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El buffer de carga se utiliza con dos objetivos, el primero es desnaturalizar las
proteinas para facilitar su migracion a travées de los geles de poliacrilamida y el
segundo es otorgar una clave visual de la migracién electroforética usando
colorante como el azul de Bromofenol, el cual migra en el mismo sentido de las
proteinas. En este trabajo se us6 el Laemmli Sample Buffer (BioRad ® Cat. No.
161-0737), el cual requiere 50 ul de 2-Mercaptoetanol por cada 950 ul de Buffer.

Las proteinas, previa cuantificacion (Ver anexo) y normalizacién, se mezclan con
el Buffer Laemmli completo en tubos de 2,2 ml hasta completar 20 ul. La mezcla
se calienta a 95°C por 5 min y posteriormente se enfria en hielo antes de ser
sembrada en gel de poliacrilamida.

Electroforesis en geles de poliacrilamida

Las proteinas desnaturalizadas son separadas de acuerdo a su peso molecular.
Para esto se recurre a la electroforesis en geles de poliacrilamida, donde las
proteinas son sometidas a una corriente eléctrica constante que permite separar
las proteinas por peso en una matriz de poliacrilamida.

Gel de separacion

Para preparar 2 geles se adiciona en el siguiente orden los volimenes
especificados a continuacion:

Gel de separacién 10% | 12% 15%
Mezcal 30% acrilamia: bisacrilamida 3,3 ml 4ml 4,95 ml
1,5 M TRIS-HCL/0,4 % SDS pH 8,8 (*) 25ml | 25ml| 2,5ml
Solucién SDS al 10% p/v (***) 0,Aml | 0,Aml| 0,2ml
ddH20 4ml | 3,3ml| 2,35 ml
Solucion de APS (Persulfato de amonio) al 10% p/;v (***) | 0,1ml | 0,1 ml | 0,1 ml
TEMED 8 ul 8 ul 8 ul

El APS y el TEMED son los ultimos componentes en ser agregados, puesto que
son los responsables de la reaccion de polimerizacion. Se mezcla con suavidad,
se sirven 3 ml entre los vidrios de soporte e inmediatamente de adiciona 200 ul de
isopropanol para evitar la oxigenacién de la acrilamida.

(*) Para 250 ml de la solucion 1,5M TRIS-HCL/0,4 % SDS pH 8,8: se pesa 45,42
g de TRIS base, 1 g de SDS y se disuelven en 200 ml de ddH,0, se ajusta a pH
8,8 con HCL concentrado y se completa con ddH,O hasta 250 ml. Se conserva a
4°C hasta el momento de su uso.

(**) Para 50 ml de SDS al 10% p/v se pesan 5 g de SDS y se diluyen en ddH20
hasta completar 50 ml de disolucion.
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(***) Para 500 ul de solucién de APS al 10% p/v se pesan 50 mg de APS y se
adicionan 500 ul de ddH,O. Se conserva protegido de la luz a -20°C hasta el
momento de su uso.

Gel de concentracién

Para preparar 2 geles se adicionan en el siguiente orden los voliumenes
especificados a continuacion:

Gel de concentracion Volumen
Mezcal 30% acrilamia: bisacrilamida 830 ul
0,5 M TRIS-HCL/0,4% SDS pH 6,8 (*) 630 ul
Solucién SDS al 10% p/v 50 ul
ddH20 3,4 ml
Solucion de APS (persulfato de amonio) al 10% % p/v 50 ul
TEMED 10 ul

(*) Para 100 ml de la solucién 0,5 M TRIS-HCL/0,4% SDS pH 6,8: Se pesan 6,05
g de TRIS base, 0,4 g de SDS, se disuelven en 70 ml de ddH20, se ajusta a pH
6,8 con HCL concentrado y se completa con ddH,O hasta 100 ml y se mantiene a
4°C hasta el momento de su uso.

Buffer de corrido 10X

Para preparar 1 L se pesan y disuelven en 800 ml de ddH,O siguientes
compuestos:

TRIS base 22,7 g (188 mM)
Glicina 141,13 g (188 mM)
SDS 10 g (0,1% p/v)

Después se lleva a 1000 ml como volumen final con ddH,O en un balon aforado y
se conserva refrigerado a 4°C.

Buffer de corrido 1X

Al momento de su uso, la solucion 10X se diluye hasta llegar a una concentracion
de 1X. La camara Mini Protean Il requiere aproximadamente 500 ml de buffer de
corrido 1X. Entonces, 50 ml del buffer de corrido 10X se completan con ddH,O
hasta 500ml.

Buffer de transferencia 10X

Para preparar 1 L se pesan y disuelven en 800 ml de ddH,O los siguientes
compuestos:
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Tris Base 30,4 g (250 mM)
Glicina 140,4 g (1,87 M)

Luego se lleva a volumen final de 1000 ml con ddH,O en un balon aforado y se
conserva refrigerado a 4°C.

Buffer de transferencia 1X

Para preparar 1 L se requiere una probeta de 1000 ml, en la cual se agregan 80
ml de buffer de transferencia 10X, 720 ml de ddH,0 y 200 ml de metanol.

Buffer de lavado: TRIS Buffer Salino (TBS) 10X

Para preparar 1 L de este buffer se pesan y disuelven en 800 ml de ddH,O los
siguientes compuestos:

TRIS base 24,228 g (200 mM)
NaCl 80,066 g (1,37 M)

Posteriormente se lleva a volumen final de 1000 ml en un balén aforado, se ajusta
el pH a 7,6 con HCL concentrado y se conserva refrigerado a 4°C.

Buffer de lavado: TRIS Buffer Salino-Tween (TBS-T) 1X

Para preparar 1 L se toman 100 ml de TBS 10X, se adiciona 1 ml de Tween-20
(para una concentracion final de 0,1% v/v) y se completa a un volumen de 1000
ml con ddH,O en un balén aforado o en una probeta.

Buffer de bloqueo

Al momento del uso se preparan 250 ml de esta solucién, para lo cual se pesan
12,5 g de leche descremada (para una concentracién final de 5% p/v) y se
disuelven en 200 ml de TBS-T 1X, se agita hasta que los compuestos estén
mezclados y se completa con TBS-T 1X hasta 250 ml.

Anticuerpo primario

Los anticuerpos primarios son los encargados de reconocer la proteina en
estudio. En este trabajo se usaron anticuerpos comerciales. Las membranas de
PVDF cargadas con las proteinas totales fueron expuestas a los anticuerpos
diluidos en buffer de bloqueo durante toda la noche a 4°C o durante 2 horas
durante temperatura ambiente. A continuacion se resumen las diluciones
realizadas con cada anticuerpo en un total de 3 ml de buffer de bloqueo.
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Anticuerpo Dilucién
Anti-Akt total (monoclonal, conejo) 1:1000
Anti-Akt-p Ser472 (monoclonal, conejo) 1:1000
Anti-PTEN-p Ser380 (monoclonal conejo) 1:1000
Anti-Erk total (monoclonal conejo) 1:1000
Anti-Erk-p (monoclonal conejo) 1:1000
Anti-B-actina (monoclonal, conjugado con HRP) 1:5000

Anticuerpo secundario

El anticuerpo secundario reconoce la fraccion Fc de los anticuerpos primarios que
ya se encuentran unidos al epitope en estudio. Este anticuerpo también es
diluidos en buffer de bloqueo y generalmente se incuba a temperatura ambiente
durante 1 hora, aunque la incubacion durante toda la noche a 4°C también genera
buenos resultados.

Anticuerpo Dilucion
Anti-rabbit IgG HRP-linked 1:2000
Extraccion de proteina

En este proceso se emplean tres compuestos mencionados previamente: Buffer
RIPA, inhibidores de proteasas e inhibidores de fosfatasas (coctel de inhibicion
enzimatica).

Para obtener una cantidad considerable de proteina las células son sembradas
en placas de 6 pozos. Cuando los tratamientos han finalizado se retira el medio
de cultivo y se agregan 80 ul del coctel de inhibicion enzimética por cada pozo.
Se utiliza una base de hielo para la placa y se procede a lisar las células frotando
con una punta de 1 ml o con la ayuda de un “cell scraper’. Posteriormente, la
solucién producto del lisado es transferida a un tubo de centrifuga de 1,5 ml.
Luego, las muestras son sometidas a ultrasonido usando un procesador
ultrasonico. Cada pulso de ultrasonido se realiza 3 veces durante 5 segundos con
la muestra sobre hielo.

Las muestras son conservadas a -20°C, si se usan durante una semana. Para
tiempos més prolongados se almacenan a -70°C.

Determinacion de la concentracién de proteina

Para asegurar la normalizacion de los valores en el western blot se requiere la
cuantificacion de la proteina total de cada muestra de los lisados celulares. En
este estudio se realiz6 por el método del acido bicinconinico (BCA), método
sensible y con pocas interferencias. EI BCA es un compuesto capaz de formar un
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complejo de color puarpura que resulta de la quelacién de dos moléculas de BCA
con un ion cuproso. Los iones cuprosos provienen de la reduccidon de iones
cupricos por las proteinas en un medio con pH alcalino. La intensidad del color
purpura es proporcional a la cantidad de proteina total en la muestra, de tal
manera que se puede cuantificar en un espectrofotometro y compararse con
muestras patron para posteriormente extrapolar los valores de absorbancia
mediante una regresion lineal. Para este ensayo se empleé la relacion reactivo:
muestra (20:1). El kit BCA de PIERCE (Cat. No 23227) contiene dos soluciones:
A (BCA) y B (cobre) que deben ser mezcladas en una relacion 50(A):1(B). Se
realizd una curva de calibracién con albumina sérica bovina (BSA). Dado que la
albimina se encontraba una concentracion de lug/ul, se tomaron 5 pesos
diferentes de albumina (5-10-15-25ul). Las diferentes cantidades de albumina y 5
ul de cada muestra son depositadas en pozos de una placa de 96 pozos. Los
datos de la curva se realizaron por triplicado, mientras que la muestra por
duplicado. Una vez realizada la mezcla del reactivo de BCA 100 ul son agregados
a cada muestra y a las cantidades de albumina. Luego, la placa protegida de la
luz es incubada a 37°C durante una hora. Después se realiza la medicion de la
absorbancia a 562 nm. Los valores de las muestras son calculados a partir de la
regresion lineal obtenida de los datos de absorbancia de la albumina
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ANEXO 4: Inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia es una técnica usada para determinar la presencia o
ausencia de epitopes, principalmente proteicos, mediante la unidén especifica de
anticuerpos a un blanco problema. En la gran mayoria de los casos se realiza
inmunofluescencia haciendo uso de dos anticuerpos: un anticuerpo primario cuya
faccion Fab reconoce al epitope en cuestion y la fraccion Fc sirve de epitope para
un anticuerpo secundario en cuya fraccion Fc se encuentra unida de manera
covalente una molécula fluorescente.

Esta técnica permite evaluar con alta precision el lugar especifico de expresiéon de
una proteina, e incluso, haciendo uso de anticuerpos secundarios conjugados con
fluorocromos distintos, es posible identificar varios epitopes de manera
simultanea.

Para visualizar las imagenes de fluorescencia se empled un microscopio confocal
Nikon C1 Plus ECLIPSE Ti.

Para fluorescencia se sembraron 250000 células por pozo en una placa de seis
pozos o en cajas de Petri que contienen una laminilla o cubre objeto, el cual es
tratado con poly-D-lisina para mejora la adherencia de las células SHSY5Y (ver
protocolo). Las células son sembradas en medio de diferenciacion y se incuban a
37°C con 5% de CO2 durante dos dias.

Dos protocolos de fluorescencia fueron utilizados. Uno de ellos es especifico para
la proteina LC3, siguiendo las recomendaciones de Tanida y colaboradores (162)
y el otro sigue el protocolo general de la inmunofluorescencia.

Inmunofluorescencia para LC3

Para el estudio de la proteina LC3, la cual permite identificar los
autofagolisosomas, las células fueron incubadas con 2 inhibidores de hidrolasas
lisosomales (Pestatin A y E64d 10ug/ml) 4 horas antes de finalizar los
tratamientos. El objetivo de los inhibidores es evitar la degradacion de LC3 por las
hidrolasas lisosomales y por tanto mejorar la visualizacion de las vesiculas en
mencion.

Cuando el tratamiento es finalizado, el medio de cultivo es retirado por aspiracion
y las células son lavas con TBS 1X. Luego el TBS es retirado e inmediatamente
las células son fijadas con paraformaldehido al 4% (ver protocolo) durante 5
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minutos a 37°C. Después el paraformaldehido es retirado y se lava con TBS 1X
tres veces durante 5 minutos cada vez y el TBS es retirado.

Una vez fijadas las células, estas deben ser permeabilizadas si el epitope a
estudiar se encuentra intracelularmente, como fue en este trabajo. Dado que los
autofagosomas y autofagolisosomas son sensibles a algunos detergentes, para la
permeabilizacién se utiliza una solucion de 50 ug/ml de digitonina en PBS 1X
durante 5 minutos a 37°C. Después el exceso de la permeabilizacion de
digitonina es detenida con NH4CL en PBS (50mM) por 5 minutos a 37°C. Luego,
se lava con TBS 1X dos veces durante 3 minutos cada vez y el TBS es retirado.

Los epitopes inespecificos deben ser bloqueados, y para esto se utiliza la
solucién de bloqueo, la cual contiene 2% de BSA p/v, 5% de suero fetal bovino
viv, 20 mM Tris-HCL pH 7,5 y 150 mM NaCl. Se incuba durante 30 minutos a
37°C. Posteriormente se retira la solucion de bloqueo y se procede a lavar con
TBS 1X tres veces durante 3 minutos cada vez y el TBS es retirado.

El paso siguiente es incubar la laminilla con el o los anticuerpos primarios. Estos
son diluidos en la solucion de blogueo. Se requieren 50 pl de anticuerpo diluido
por cada tratamiento, los cuales se depositan en los cubre objetos y encima de
estos, se colocan laminas de acetato plastico, cuyo objeto es distribuir
homogéneamente el anticuerpo. La incubacion se realiza toda la noche en un
ambiente humedo para evitar la evaporacion de la solucion.

Pasada la incubacion con el anticuerpo primario, se retiran las laminas de acetato
y se procede a hacer 3 lavados con TBS 1x de 10 minutos cada uno, en
agitacion.

Para la incubacion con el anticuerpo secundario, el cual esta conjugado con una
molécula fluorescente, se depositan 70 pl del anticuerpo diluido en cada cubre
objeto. Posteriormente se procede a incubar durante una hora en un ambiente
hamedo. Finalizada la incubacion se realizan 5 lavados con TBS 1X de 10
minutos cada uno. En caso de realizar tincion del nucleo, se incuba con DAPI o
Hoechst. En este trabajo se utilizé el segundo reactivo a una concentracion de
lug/ml en PBS 1X durante un minuto y se procede a hacer los lavados con PBS
1X de 5 minutos cada uno.

Se preparan los portaobjetos con 12 uyl de medio de montaje Vectashieldd®
(Vector Labs) cada uno y se colocan los cubre objetos sobre la gota de medio de
montaje con la cara cultivada hacia abajo. Se sellan los bordes con esmalte
transparente y se deja secar en oscuridad.
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Inmunofluorescencia general

Cuando el tratamiento es finalizado, el medio de cultivo es retirado por aspiracion
y las células son lavas con PBS 1X. Luego el PBS es retirado e inmediatamente
las células son fijadas con paraformaldehido al 4% durante 15 minutos. Después,
el paraformaldehido es retirado y se lava con PBS 1X tres veces durante 5
minutos cada vez y el PBS es retirado.

Para la permeabilizacion se utiliza una solucién de 0,1% v/v de Triton X100 en
PBS 1X durante 4 minutos. Después se lava con PBS 1X tres veces durante 5
minutos cada vez y el PBS es retirado.

El bloqueo se realiza con de BSA 1% p/v, 0,05% v/v de Triton X100 en PBS 1X.
Se incuba durante 30 minutos. Posteriormente se retira la solucion de bloqueo y
se procede a incubar el anticuerpo primario diluido en la solucién de blogueo
durante toda la noche. Después, se lava con el buffer de bloqueo 3 veces por 10
minutos cada vez. Luego, se incuba el anticuerpo secundario y se lava con el
buffer de bloqueo 6 veces durante 10 minutos cada vez. Por dltimo se realiza la
tincion del ndcleo y el montaje de los cubre objetos como se mencioné antes.

A continuacion se mencionan los anticuerpos utilizados y sus diluciones

Anticuerpo primario Dilucion
Anti-LC3 (policlonal, cabra) 1:50
Anti-MAP-II (policlonal, pollo) 1:1000
Anti-TOM20 (monoclonal, raton) 1:50
Anti-ApoE (monoclonal, conejo) 1:100
Anticuerpo secundario Dilucion
Anti-goat Alexa Fluor 568 1:1000
Anti-chicken Alexa Fuor 488 1:1000
Anti-mouse Alexa Fluor 568 1:100
Anti-rabbit Alexa Fluor 488 1:1000

Soluciones usadas en inmunofluorescencia

Paraformaldehido (PFA) 4%

El paraformaldehido genera irritacion en la via aérea y al contacto con la piel,
también se le han atribuido propiedades carcinogénicas. Es asi que su
preparacion se realiza con las precauciones necesarias.
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Usando guantes y tapabocas se pesan 4 g de paraformaldehido y se disuelven en
50 ml de PBS 1X. Dentro de una cabina de extraccion de gases se coloca una
plancha caliente con agitacion magnética. El paraformaldehido no es facilmente
soluble a pH acido o a temperatura ambiente, por lo cual la solucién se debe
calentar sin permitir la ebullicion de la misma. Poco a poco se agrega una
solucion de NaOH 10N para aumentar el pH y permitir la solubilizacion del
paraformaldehido. Una vez disuelto por completo, se debe permitir el enfriamiento
de la solucién, llevar a pH 7,4 y completar a 100 ml con PBS 1X.

Otra alternativa es calentar a 70°C 50 ml de PBS 1X en horno microondas y
adicionar 4 g de paraformaldehido. Disuelto el paraformaldehido se completa a
100 ml con PBS 1X.

La solucion es almacenada -20°C hasta por un mes y a 4°C hasta por 1 semana.
Phosphate-buffered saline (PBS)

Para un litro de PBS 1X se pesan 8 g de NaCl, 0,2 g de KClI, 1,44 g de Na2HPO4
y 0,24 g de KH2PO4. Se mezclan los reactivos en 800 ml de ddH20 y se
completa hasta 1000 ml.



Anexos 52

ANEXO 5: Tratamiento de cubre objetos

La linea celular SHSY5Y posee pobre adherencia a las superficies de vidrio. Asi
gue para hacer el andlisis de fluorescencia es necesario que los cubre objetos
tengan una cubierta que permita la adherencia celular. Para dicho objetivo, los
cubre objetos se tratan de la siguiente manera:

En primera instancia, las laminillas son incubadas con acido clorhidrico 10N en
una caja de Petri de vidrio durante una hora, con el fin de eliminar cualquier
componente que interfiera con el tratamiento de adherencia.

Una vez retirado el acido, los cubre objetos son lavados con ddH,O 3 veces por
10 minutos. Posteriormente se procede a trasladar las laminillas a placas de 6
pozos. Después, se cubre las laminillas con 800 ul de Poli-D-Lisina a una
concentracion de 0,01 mg/ml por una hora. Luego, Poli-D-Lisina es retirada y los
cubre son expuestos a rayos UV durante 30 minutos.
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ANEXO 6: Conteo de vesiculas autofagicas

Los autofagosomas fueron visualizados marcando la proteina LC3 con la técnica
de fluorescencia y las imagenes fueron tomadas con microscopia de
fluorescencia. Posteriormente, las particulas observadas se cuantificaron
utilizando el software ImageJ en su version 1.44. A continuacion se describen los
pasos que se hicieron en este proceso con el software ImageJ:

Primero se determina el tamafio de las particulas, para lo cual se hace uso del
zoom para identificar una particula de menor y otra de maximo tamafio. Se
calcula el area de estas particulas en pixeles cuadrados. De esta manera se tiene
un rango de tamano de particulas a cuantificar.

Después, haciendo uso de la herramienta buscar bordes(“find edges”) ubicada en
la pestafia de proceso (“process”) los bordes de las particulas son definidos,
adicionalmente se eliminan particulas gigantes de suciedad. Para continuar con el
proceso se requiere cambiar a 8 bits la imagen. Esta opcidn se encuentra en tipo
(“type”) de la pestafia imagen (“image”).

Posteriormente, en la opcion ajustar (Adjust) de la herramienta imagen (‘Image”),
se configura el umbral de intensidad de fluorescencia, nominado como umbral
("Threshold™) en el software. Este debe abarcar el area de la curva de intensidad
de fluorescencia.

Ajustado el umbral, se procede a contar las particulas haciendo uso de la
herramienta analisis de particulas (‘Analyse Particles”) de la pestafia analisis
("Analyse”). Finalmente, en el cuadro de dialogo se digita el rango del tamafio de
las particulas y el software contabiliza las particulas de la imagen en estudio.
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