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Resumen

Introducciodn: La etiologia de la Enfermedad de Parkinson (EP) aun es desconocida, la
evidencia aportada por mutaciones en PINK1 y Parkin, asi como modelos neurotdxicos
sugiere que la EP se asocia a disfuncion mitocondrial, pero no se conocen muchos de los
mecanismos moleculares que la subyacen. Objetivo: Evaluar el efecto del silenciamiento
de los genes PINK1 y Parkin sobre la fisiologia mitocondrial y autofagia en células CAD
expuestas a C2-ceramida. Metodologia: Usando plasmidos lentivirales, se silenciaron los
genes PINK1 y Parkin en la linea neuronal dopaminérgica CAD, se evaluaron cambios en
viabilidad y vias de supervivencia neuronal, diferenciacion, dinAmica mitocondrial y
autofagia en presencia de un reto neurotoxico inducido por C2-Ceramida. Resultados: el
silenciamiento de PINKL1 alter6 la sefializacion del IGF1R, lo cual indujo una disminucién
en la activacién de la proteina AKT y HKI, generando pérdida del potencial de membrana
mitocondrial, incremento en el fraccionamiento de la red de mitocondrias y fallo en la
mitofagia. La deficiencia de Parkin disminuyé los niveles de pERK y alter6 la degradacién
de autofagosomas. Estos factores condujeron a una mayor susceptibilidad al tratamiento
con ceramida y finalmente promovieron muerte neuronal. La sobre-expresiéon de Parkin
recuperé el flujo autofagico en las células deficientes de PINK1 o Parkin y protegi6 de la
muerte neuronal inducida por deprivacion de nutrientes y ceramida. Conclusién: La
deficiencia de PINK1 y Parkin induce muerte neuronal asociada con disfuncién en vias de
supervivencia, alterando el metabolismo, la dindmica mitocondrial y la autofagia.

Palabras claves: Enfermedad de Parkinson, PINK1, Parkin, supervivencia neuronal,
ceramida, dinAmica mitocondrial, autofagia



Abstract

Introduction: The etiology of Parkinson's disease (PD) is still unknown, the evidence
provided by mutations in PINK1 and Parkin and neurotoxic models suggests that PD is
associated with mitochondrial dysfunction, but the underlying molecular mechanisms
remain unknown. Aim: To evaluate the effect of silencing PINK1 and Parkin genes on
mitochondrial physiology and autophagy in CAD cells exposed to C2-ceramide.
Methodology: PINK1 and Parkin genes were silenced using lentiviral plasmids in
dopaminergic neuronal CAD line, and changes in viability and neuronal survival,
differentiation, mitochondrial dynamics and autophagy were evaluated in the presence of
C2-Ceramide. Results: Silencing PINK1 altered IGF1R signaling, which induced a
decrease in AKT and HKI activation generating loss of mitochondrial membrane potential,
increased mitochondrial fission and failure in mitophagy. Parkin deficiency decreased
PERK levels and altered autophagosomes degradation. All these factors led to an increased
susceptibility to treatment with ceramide and finally they promoted neuronal death. The
overexpression of Parkin regained autophagic flux in PINK1 or Parkin-deficient cells and
protected of the neuronal death induced by starvation and ceramide. Conclusion: PINK1
and Parkin deficiency induces neuronal death associated with dysfunction in survival
pathways, altering metabolism, mitochondrial dynamics and autophagy

Keywords: Parkinson's disease, PINK1, Parkin, neuronal survival, ceramide,
mitochondrial dynamics, autophagy.
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1.Capitulo 1: Introduccion

1.1 Planteamiento del problema

La Enfermedad de Parkinson (EP) es una patologia neurodegenerativa causante de una
gran discapacidad con graves consecuencias econdmicas y sociales, que afecta a la
poblacion mundial en general. El principal problema relacionado con la EP es el
desconocimiento de la causa de la muerte selectiva de las neuronas dopaminérgicas en la
sustancia nigra pars compacta (SNpc), y su amplia heterogeneidad clinico-genética.

La evidencia aportada por modelos genéticos y bioguimicos sugiere que la patologia tiene
un componente mitocondrial importante, pero muchos de los mecanismos moleculares que
subyacen la disfuncién mitocondrial permanecen desconocidos. Por lo tanto, el analisis
molecular in vitro de la funciébn mitocondrial y de procesos fisiol6gicos de dindmica
mitocondrial (fusion-fision) y mitofagia, podria esclarecer aspectos de la fisiopatologia
neuronal de esta enfermedad.

En la actualidad, las proteinas PINK1 y Parkin asociadas con EP de origen familiar, estan
implicadas en procesos neuroprotectores directamente asociados a la regulacion de la
dindmica y autofagia mitocondrial. Los resultados, sin embargo, son contradictorios y
dependen en gran medida del modelo de estudio. En el presente proyecto, se estudiaron
los mecanismos por los cudles la deficiencia de PINK1 y Parkin afecta la fisiologia
mitocondrial y autofagia en un modelo de neuronas dopaminérgicas, células CAD,
expuestas a C2-ceramida.

1.2 Justificacion

En la actualidad los estudios genéticos han identificado varios genes asociados con la EP
familiar. Entre ellos los genes PINK1 y Parkin se han encontrado involucrados en las
formas de inicio temprano y patron de herencia autosémica recesiva. Estos genes codifican
para las proteinas PINK1 y Parkin, candidatas en el proceso de regulacion de la dinamica
mitocondrial, ademas evidencia experimental las interrelaciona con procesos
neuroprotectores, que involucran mecanismos altamente regulados como la mitofagia. En
este sentido, el poder conocer la funcién que desempefian estas proteinas normalmente y
gué sucede cuando no estan presentes en neuronas dopaminérgicas, representa un nuevo



Efecto del silenciamiento de los genes PINK1 y Parkin sobre la dinamica y autofagia
mitocondrial en un modelo de neuronas dopaminérgicas

reto para la investigacion en EP, ya que el estudio de los mecanismos moleculares por los
cuales las neuronas del sistema dopaminérgico nigroestriado mueren o se protegen,
permitira en un futuro el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas que detengan o
hagan mas lenta la evolucién de esta enfermedad neurodegenerativa.

1.3 Hipotesis

El efecto neuroprotector de PINK1 y Parkin en el control de calidad mitocondrial esta
mediado por la regulacién de AKT.

1.3.1 Predicciones

= El silenciamiento de PINK1 y Parkin se asocia a menores niveles de pAKT haciendo a
las neuronas mas susceptibles a insultos neurotéxicos

» La activaciéon de la via de supervivencia PI3K/AKT restaura los efectos fisiol6gicos
asociados a la deficiencia de PINK1 y Parkin

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del silenciamiento de los genes PINK1 o Parkin sobre la fisiologia
mitocondrial y autofagia en células CAD expuestas a C2-ceramida

1.4.2 Objetivos especificos

Identificar el efecto del silenciamiento de los genes PINK1 o Parkin sobre la viabilidad de
células CAD tratadas con C2-ceramida.

Evaluar el efecto del silenciamiento de los genes PINK1 o Parkin en la dinamica
mitocondrial de células CAD tratadas con C2-ceramida

Evaluar el efecto del silenciamiento de los genes PINK1 o Parkin sobre la autofagia
modulada por deprivacion de nutrientes y C2-ceramida.

Evaluar el efecto de la sobre-expresion de Parkin en células silenciadas para PINK1 sobre
supervivencia celular y autofagia.



2.Capitulo 2: Estado del arte

2.1 Enfermedad de Parkinson

La EP es el desorden neurodegenerativo mas comun luego de la Enfermedad de Alzheimer
[1]. Sus indices de prevalencia son muy variables dependiendo de la metodologia de
recoleccién de datos, encontrandose cifras mas altas en Europa [2] y América [3, 4] ¥
menores en Asia [5] y Africa [6].

Inicialmente fue descrita por James Parkinson en 1817 quien la denomind “paralisis
agitante” debido al temblor involuntario y con bajo tono muscular que presentaban los
individuos que la padecian, mientras estaban en reposo [7]. Fisiopatolégicamente se
relaciona con una deficiencia de dopamina en el cuerpo estriado que resulta de una
degeneracién selectiva y crénica de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc, lo cual se
manifiesta con temblor en reposo, rigidez en “rueda dentada” y aquinesia [8]. Sin embargo,
luego de varios afios de progresion de la enfermedad, los pacientes desarrollan otros
signos motores, como trastornos de la marcha, inestabilidad postural y disartria, que
resultan de lesiones no dopaminérgicas; los pacientes también manifiestan trastornos
neurosiquiatricos, trastornos de  suefio, disfuncion  autondmica, sintomas
gastrointestinales, sintomas sensoriales, entre otros [9, 10]. Estos sintomas son los
responsables directos de la poca calidad de vida de los pacientes parkinsonianos.

A nivel neuropatoldgico, la EP se caracteriza por degeneracién neuronal, gliosis reactiva,
muerte selectiva y la presencia de cuerpos de Lewy y neuritas de Lewy, en neuronas
dopaminérgicas de la SNpc y el locus coeruleus, donde las células mas afectadas
presentan algunas caracteristicas diferenciales como son: localizacién en zonas con alta
densidad celular, alto contenido de neuromelanina, expresion abundante del transportador
de dopamina, pobre contenido de calbindina y enzimas glucoliticas, y alta arborizacién en
el estriado [11]. La tomografia por emision de positrones y la tomografia computarizada de
emision de foton Unico han reflejado cambios en el metabolismo de la glucosa, de la
levodopa y alteraciones en su unién con el transportador de dopamina en pacientes con
EP [12].

La EP es un trastorno multifactorial donde los componentes ambiental y genético son
complementarios al proceso que la subyace. Algunas toxinas exdgenas como el MPTP (1-
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metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina) [13], rotenona [14] y 6-hidroxi dopamina (6-OHDA)
[15], o enddgenas como la ceramida [16], se han relacionado con el establecimiento de
este desorden. Adicionalmente, modificaciones genéticas que conlleven a procesos de
estrés oxidativo, disfuncion mitocondrial, o del sistema ubiquitin-proteosoma (SUP) [17, 18]
junto al proceso fisiologico de envejecimiento [19], se han considerado como
contribuyentes al desarrollo de la EP.

Mientras que la causa de la muerte celular en la EP es aln desconocida, la escasez de
cambios necréticos en la SNpc, el patron topogréafico y temporalmente especifico de la
pérdida celular, hace de la apoptosis el principal mecanismo de muerte neuronal en esta
patologia [20]. En este sentido se conoce que las alteraciones mitocondriales surgen del
delicado balance entre los niveles de las proteinas pro y anti-apoptoticas, los procesos de
dinamica mitocondrial y la autofagia [21]; asi como de alteraciones de vias de sefializacién
gue regulan corriente arriba los anteriores procesos moleculares [22]. Es asi que la
mitocondria, como via final comun, ha sido la mas estudiada en eventos de muerte y de
supervivencia neuronal y se ha asociado con un amplio espectro de enfermedades
neurodegenerativas, entre ellas la EP [23].

2.1.1 Genética de la enfermedad de Parkinson

La contribucién de factores genéticos en el desarrollo de la EP no fue estimada por muchos
afos, aun cuando desde 1880 se report6 que el 15% de los casos de EP tenian una historia
familiar [24, 25]. Con la reciente descripcion de mutaciones en diferentes genes asociados
con formas monogenénicas de la EP, este componente ha tomado una gran importancia.
Sin embargo, el monto de la contribuciéon genética y la interaccion de factores ambientales
y genéticos permanecen sin aclararse por completo [26]. Adicionalmente, estudios de
gemelos a gran escala han demostrado que los factores genéticos cumplen una funcién
primordial en casos de inicio temprano de la EP [27].

Uno de los grandes avances en la investigacion biomédica basica en enfermedades
neurodegenerativas ha sido el reconocimiento, mapeo y descripcion de varios genes
asociados a algunas formas heredadas monogenéticamente de las enfermedades. Es asi
gue analisis de ligamiento o estudios de asociacion de genoma completo (GWAS, del
inglés Genome wide association studies), han permitido establecer varios loci para la EP
gue se han denominado segun la secuencia cronologica de su identificacion PARK1 a
PARK21 (OMIN #168600). En este sentido, se han identificado varios genes responsables
de la EP, con patrones de herencia mendeliana autosémica dominante o recesiva y
variabilidad de algunas caracteristicas clinicas (véase tabla 2.1).



Capitulo 2: Estado del arte

Tabla 2.1 Genes asociados con formas monogénicas de la EP

Locus/Genes Herencia Mutaciones REMEI (_je_e_ Rasgos Clinicos Referencias
dad de inicio
Sustituciones de A30>P. G46>K Duplicaciones: Respuesta progresiva a levodopa, disfuncion
PARK1/ . Y ; DA07IRY 38-65 afios. autondémica y demencia; en los casos de Glu46>Lys
AD A53>T; duplicaciones gendmicas y Lo . L R 2 [29-37]
SNCA (4921) trinlicaciones Triplicaciones: alucinaciones y descenso cognitivo; rapida progresion
P ' 24-48 afios en Ala53>Thr y casos de triplicacién.

PARK2/ Mutaciones con sentido(>57); Parkinsonismo con progresion lenta, respuesta a bajas

PARKIN AR deleciones ,duplicaciones y < 45 afos dosis de levodopa prog - Tesp ! [38]
(60925.2-27) triplicaciones pa.

PARK3/ ~ . . -
HGNC (2p13) AD ND 59 afios Parkinsonismo tipico [39-41]

PARK4/ L . . .
SNCA (4p15) AD Triplicacion en el gen SNCA ~30 Parkinsonismo tipico [42, 43]

PARKS5/ N )

UCHL1 AD Sustituciones: 193>M, S18>Y'y 49-58 afios Parkinsonismo tipico [45-47]

M124>L

(4p14)

PARK6/ Progresion lenta, respuesta a dosis bajas de levodopa
PINK1 (1p35—- AR Deleciones, y sustituciones 20-40 afios di gresior +resp ! pa, [48-50]

36) isquinesias

PARK7/ DJ-1 Sustituciones: L166>P; deleciones Progresion lenta, respuesta a levodopa, en ocasiones

(1p36) AR (de IEx1-5), insercién y delecion en  20-40 afios con distonia, trastorno psiquiatrico; demencia, [51-56]

el promotor

amiotrofia.
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Tabla 2.1 (continuacion)

Varias sustituciones: . .
Respuesta predominante a levodopa, ocasionalmente

PARKS8/LRR Arg1441>Cys/Gly, ~ ; . P . .
K2 (12012) AD Tyr1699>Cys, Gly2019>Ser 50-70 afios ;%r:()cilrsc,)tfci)gla, pardlisis de la mirada, demenciay [57-60]
y 11e2020>Thr '
PARKO/ Sustituciones: Ala746>Thr, y
ATP13A2 AR GIy504>Arg.,Thr12_>Met, 12-18 afios Resp_um_esta a Iev_odopa, con deg_eneramon piramidal, [61-64]
Gly533>Arg; deleciones y paralisis en la mirada y demencia.
(1p36) el
duplicaciones (exon 16)
PARK10/ND . . -
(1p32) ND ND ND Parkinsonismo tipico [65, 66]
PARK11/ L .
GIGYF2 AD Sustituciones: Asn56>Ser ND Parkinsonismo tipico [67-70]
Asn457>Thr
(2936-37)
PARK12/Des Ligada al
conocido 9 X ND ND Parkinsonismo tipico [68]
(Xg21-25)
PARK13/ I .
Omi/HTRA2 ND Sustituciones: Gly399>Ser 49-77 afios Parkinsonismo tipico [71, 72]
Alal41>Ser
(2p12)
PARK14/PLA
2G6 AR ND ND Acompafiado de demencia, psicosis, distonia [73, 74]
(22913.1)
PARK15/FBX
07 (22g12- AR Polimorfismos (-274G-->C, c.A155G) ND Parkinsonismo tipico [75, 76]

q13)
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Tabla 2.1 (continuacion)

PARK16/ND ND Polimorfismos ND Parkinsonismo tipico [77, 78]
(1932)
Parkinsonismo tipico, algunos individuos afectados
PARK17/VPS AD Mutaciones D620N 42-64 afios mostrargn dificultades en el apr_endlza!e y un |nd|v!duo [81-83]
35 presento retardo mental y esquizofrenia y demencia al
final de su vida.
Zéi{é;gfg AD Mutacién R1205H, A502V, G686C 50-80 afios Parkinsonismo tipico con respuesta a L-dopa [84, 85]
PARK19/DN o ) < Parkinsonismo tipico. Algunos pacientes muestran
AJC6(1p32) AR Mutacion Q734X 10-20 afios. retardo metal y convulsiones. Sin respuesta a L-dopa [86, 87]
PARK20/SYN o . o Parkinsonismo tipico con respuesta a L-dopa con
1 (21922.11) AR Mutacion sin sentido R258Q 20 afos disquinesias secundarias [88, 89]
PARK21/DN Parkinsonismo tipico con respuesta a L-dopa. Un
AJC13 AD Mutacion sin sentido N855S 67 afos paciente mostré signos de demencia en estadios [90-92]
(3g22.1) avanzados de la enfermedad

AD (autosémica dominante), AR (autosémica recesiva), ND (No definida). Tomado y actualizado de [93]
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Por lo cual se ha sugerido un modelo patogénico de funcion celular de estas proteinas,
apoyado por estudios en modelos celulares y animales, en el cual la ganancia de funcién
téxica de las proteinas a-sinucleina y LRRK2 (del inglés, leucine-rich repeat kinase)
favorecen la disfuncién celular promoviendo la agregacion de proteinas y la subsiguiente
muerte neuronal, y donde las proteinas Parkin, DJ-1 y PINK1 (del inglés, PTEN induced
putative kinase 1) actian como elementos neuroprotectores en vias de supervivencia
neuronal que se pierden en la EP [94].

Es asi, que dentro de las estrategias neuroprotectoras usadas en EP se encuentra la
utilizacion de factores de crecimiento [95, 96]; sin embargo, éstos sélo generan una
proteccion temporal, posiblemente debido al desconocimiento de muchos de los eventos
celulares y moleculares que subyacen en dichos procesos. Recientemente, se han
empezado a esclarecer estos mecanismos y la evidencia empieza a converger en vias de
sefializacion intracelular implicadas en supervivencia celular y funcion mitocondrial, de
manera que la comprension de los procesos de regulacion de estas vias podria facilitar la
creacion de farmacos con el fin de potenciar la viabilidad de una poblacion celular
especifica [93].

2.2 PINK1

El gen PINK1 humano se localiza en el cromosoma 1 (1p35-36), tiene 8 exones y abarca
1,8 kb. Fue descubierto por Unoki en el afio 2001 [97], y en el afio 2004 se identific6 como
el tercer gen (PARK®6) asociado a EP juvenil de herencia autosémica recesiva [48]. Se han
identificado méas de 100 mutaciones homocigotas asociadas a EP familiar y se han anotado
muchas mutaciones heterocigotas en pacientes con EP de inicio tardio, sin un componente
familiar definido; sugiriendo un posible papel de estas mutaciones como factor de riesgo
de EP (revisado en [98-100]).

Desde el punto de vista filogenético PINK1 es una proteina altamente conservada,
reportandose ortélogos en nematodos, artropodos y cordatas. Dentro de los mamiferos,
los ortélogos de PINK1 conservan una identidad entre el 75%-85% [101]. EI gen PINK1
codifica para la proteina PINK1, una serina treonina quinasa de 581 aminoacidos que
contiene en su extremo amino terminal (N-t) una secuencia de localizacién mitocondrial
denominada MTS (del inglés, Matrix targeting sequence), seguido de un dominio
transmembrana TM (del inglés, transmembrane domain) y un dominio quinasa [102].
Inicialmente la expresién de PINK1 se asoci6 a fosfatasas y homélogos del gen de la
tensina (Pten) [97], sin embargo actualmente se conoce que FOXO3a regula positivamente
la transcripcion del gen PINK1 [103].
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En humanos PINK1 se expresa ampliamente en el higado y tejidos epiteliales como
glandula mamaria, glandula suprarrenal, pancreas, prostata, estdmago, intestinos,
hipofisis, tubulos renales, no se expresa en la vejiga ni en la epidermis; también es
expresada en el sistema nervioso central en mayor proporcion en la sustancia gris; por otro
lado se conoce que su expresién es menor en los tejidos de origen mesenquimal;
adicionalmente muestra un patron diferente de expresion en tejidos neoplasicos [104].

2.2.1 Localizaciéon subcelular de PINK1

PINK1 se transcribe en el nucleo y va al citoplasma, se traduce y es importada a la
mitocondria a través de su MTS. La localizacion subcelular de PINK1 muestra un modelo
dual entre mitocondria y citoplasma. Tal patrén depende de procesamientos
postraduccionales de PINK1 [105, 106]. En este sentido, se sabe que la secuencia MTS
de la proteina, es suficiente para que PINK1 vaya a la mitocondria [107] y se inserte en la
membrana interna mitocondrial (MIM) mediante su importacién a través del complejo de
proteinas TOM20/TIM23 [108]. Adicionalmente PINK1 se ha encontrado en el espacio
intermembranal (EIM) [109]. Sin embargo, aun no se ha determinado el papel que
desempefia PINK1 en estas localizaciones, pero posiblemente esta relacionada con
funcién o estabilidad de complejos de la cadena respiratoria ya que forma homodimeros,
gue migran junto a estos complejos en gradientes de sucrosa [110].

También se ha demostrado que cuando la mitocondria estd desacoplada, PINK1 se
establece en la membrana externa mitocondrial (MEM), con el dominio quinasa ubicado en
el lado citoplasmatico [111, 112], donde tal localizacion depende de la presencia del
dominio TM. Es en esta ubicacion y bajo tales condiciones que PINK1 puede reclutar a
Parkin para que esta induzca mitofagia como un mecanismo protector [107, 106].

Lo que parece ocurrir es que en condiciones donde la mitocondria esta acoplada, PINK1
(de tamafio completo, 63 kD) se inserta en la MIM mediante su importacion a través del
complejo mitocondrial TOM20/TIM23 [108]. Posteriormente ocurre el clivaje del dominio
MTS por un mecanismo de procesamiento proteolitico llevado a cabo por la peptidasa de
procesamiento mitocondrial MPP (del inglés, mitochondrial processing peptidase) y se
genera una forma clivada de PINK1 de aproximadamente 60 kD; luego la proteasa PARL
(del inglés, presenilin-associated rhomboid-like protein) cliva a PINK1 entre la A103 y la
F104, el resultado es un fragmento de aproximadamente 53 kD de 104 aminoéacidos con
un residuo fenilalanina en el extremo N-t [105, 106]. El residuo fenilalanina del N-t es
reconocido por enzimas E3 especificas (UBR1, UBR2 y UBR4) es decir actia como una
sefial de degradacion de la via N-end rule pathway [113]. Finalmente PINK1 se degradada
via UPS [114, 107, 115].
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Por el contrario la disipacion del AW, impide la translocacion PINK1 a la MIM a través del
dominio MTS cargado positivamente. De esta manera se previene la exposicion del residuo
clave (fenilalanina 104) para su degradacion proteosomal y PINK1 de 63 kDa, se establece
en la MEM [111], tal localizacion depende de una regién que se encuentra entre el dominio
MTS y el TM (entre los residuos 74 y 94) la cual funciona como una sefial alternativa de
localizacion en la MEM que ademas puede estar involucrada en interacciones con el
complejo TOM [116]; es en esta localizacién y bajo tales condiciones que PINK1 se
dimeriza y autofosforila en los residuos S228 y S402 [117]. Estos sitios de auto-
fosforilacion son criticos para la funcion de PINK1 en mitofagia ya que potencian la
habilidad de PINK1 para fosforilar a Parkin y Ub [118], y asi poder reclutar a Parkin [107,
106, 111, 119].

Ahora bien, el mecanismo molecular que regula la retencién de PINK1 en la MEM de
mitocondrias despolarizadas no se ha resuelto de manera concluyente [116]. Por otro lado,
para que PINK1 se localiza en el citosol, una vez esté en la MEM, la chaperona Hsp90
debe interactuar con el dominio quinasa y debe ocurrir un clivaje en algun sitio cercano al
dominio TM [107] que aln no se conoce. A la fecha, no son claras las diferencias en cuanto
a la funcién de las diversas isoformas de PINK1, pero PINKL1 citosélico se asocia con
supervivencia y diferenciacion neuronal [120, 121].

2.2.2 Blancos de PINK1

La funcion de PINK1 se relaciona con la regulacién de actividad de diversas proteinas
involucradas en diferentes procesos moleculares como: metabolismo energético,
sefializacion celular, dindmica mitocondrial, mitofagia, estrés oxidativo, plasticidad
neuronal entre otros; de esta forma contribuye activamente en la homeostasis celular. Esta
regulacién puede ser directa o indirecta dependiendo de las proteinas que fosforile.

Se conocen algunas proteinas blanco de fosforilacion de PINK1, como:

= TRAP1 (del inglés, TNF-associated protein 1), una chaperona mitocondrial conocida
también como proteina 75 de choque térmico (Hsp75) [122].

» Rictor, cuya fosforilacion determina la activacién del complejo mTORC2 [123].
MTORC2 activa AKT

» HtrA2/OMI, donde PINK1 modula sus niveles de fosforilacion en la S142, dependiente
de p38 [124].

»= Miro, proteina involucrada en el transporte de mitocondrias por la red de microtubulos,
de esta forma puede modular el trafico mitocondrial [112, 125].

= Uby Parkin en la S65, para regular la mitofagia [126, 127].
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Adicionalmente PINK1 puede formar complejos con proteinas de la cadena respiratoria
[110, 128], asi como con las proteinas Parkin y DJ-1 [129]. Recientemente se publico un
estudio del proteoma y fosfoproteoma de ratones de 6 meses PINK1(-/-) y PINK1 (+/+),
donse se encontraron 29 proteinas con expresion diferencial o niveles de fosforilacién
alterados, lo cual sugiere la participacién de PINK1 en la regulacion de vias de metabdlicas,
de sefalizacion, proteostasis, pasticidad y estructura neuronal; cuyas alteraciones estan
involucradas en la patogénesis de la EP familiar [130].

2.2.3 Funcion neuroprotectora de PINK1

La funcién neuroprotectora de PINK1 se conoce principalmente con base en experimentos
gue demuestran una mayor susceptibilidad de muerte neuronal en modelos celulares
donde PINK1 se encuentra silenciado, ausente, o mutado. Es asi que neuronas deficientes
de PINK1 muestran: (1) Niveles superiores de radicales libres asociados a un menor nivel
de glutatién [131]. (2) Mayor susceptibilidad a Rotenona y MPP+ (1-metil-4-fenil piridina)
[132]. (3) Menor potencial de membrana mitocondrial (Awm) [133], que se relaciona con
una disminucién en el consumo de oxigeno, que concluye con una deficiencia en la sintesis
de ATP [110]. (4) Deterioro proteosomal y agregacion de a-sinucleina [110] y (5)
alteraciones en la morfologia mitocondrial caracterizadas por aumento en la fragmentacién
mitocondrial [134].

Adicionalmente se ha observado que la sobre-expresion de PINK1 protege contra la
muerte celular inducida por estrés oxidativo dependiente de estaurosporina [131, 135],
rotenona [136, 123], MPTP (1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina) [137]; perédxido de
hidrogeno, cisplatina, tunicamicina y cloruro de cadmio [123]. Sin embargo, los
mecanismos exactos de pérdida del potencial de membrana mitocondrial, y la base de la
sensibilidad a la apoptosis producto de la deficiencia de PINK1, no estan del todo claros;
pero aproximaciones experimentales indican que se relacionan con una alteraciéon del
complejo | mitocondrial [138] o con un desbalance de la homeostasis del calcio
mitocondrial, donde la pérdida de la funcion de PINK1 resulta en una sobrecarga de calcio
mitocondrial y disminucién de la capacidad de tolerancia a calcio por las mitocondrias [139].

En este sentido, Gandhi reporta que los cambios en la concentracion de calcio mitocondrial
dependientes de PINK1, se deben a un defecto en el funcionamiento del intercambiador
Na‘*/Ca*?, que es incapaz de restablecer los niveles de calcio mitocondrial [139].
Posiblemente PINK1 también esté regulando el ingreso de calcio a la mitocondria via MCU
(del inglés, Mitochondrial calcium uniporter) ya que dafios neuronales asociados a
mutaciones en PINK1 son rescatados por el boqueador especifico de MCU, rojo rutenio
[140].
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Por otro lado existe evidencia experimental que demuestra la relacion de PINK1 y la
dinamica mitocondrial. La carencia de PINK1 se relaciona con un incremento en la
fragmentacion mitocondrial [134] y este fenotipo se ha asociado a neurodegeneracion
[141]. Sin embargo, son muchas las contradicciones relacionadas con la intervencién de
PINK1 en el proceso de dindmica mitocondrial.

2.3 Parkin

En el afio 1998 varios autores, entre ellos Jones [142], Leroy [143], Kitada [144] y Hattori
[144], encontraron que diferentes mutaciones en Parkin causaban EP juvenil asociada a
herencia autosémica recesiva (AR). El analisis de ligamiento genético localizé este gen en
el cromosoma 6 (6025.2-27) [145]. Posteriormente, en el afio 2000 se definié que este
parkinsonismo era debido a la disfuncién en Parkin, una E3 ubiquitin ligasa [146-148] de
465 aminoacidos, cuya estructura se constituye por un dominio de homologia a la
ubiquitina (UBL del inglés ubiquitin-like) en su N-t, un dominio especifico de Parkin
denominado linker, ubicado en la region central y dos dominios RING (del inglés, Really
Interesting New Gene) (RING1, RING2) en su extremo carboxi terminal (C-t), separados
por un dominio IBR (del inglés, in-between ring) [149].

La expresion de Parkin por andlisis de Northern blot ha sido detectada en cerebro, corazon,
higado, musculo esquelético, rifion y testiculo de ratén, la cual se hace evidente desde el
dia quince del desarrollo embrionario, aumentando en la Gltima etapa del desarrollo murino
[150]. Subcelularmente, Parkin muestra un patrén dinamico de localizacion, predominando
en el citoplasma y con capacidad de traslocarse al nicleo [151, 152] y la MEM [115]. En el
citoplasma Parkin mantiene una conformacion inactiva (de auto-inhibicién) que esta dada
por un dominio represor (REP del inglés, repressor element of the Parkin) que obstruye el
dominio RING1 previniendo la transferencia de Ub por desde la enzima E2 (conjugacion
de Ub); adicionalmente existe una interacciéon entre RINGO y RING2 que bloguea el acceso
al sitio catalitico alrededor de la C431. En este sentido, mutaciones que eliminan estas
interacciones (W403A, F463A, F146A o delecion de RINGO) llevan a una activacion
constitutiva de Parkin que se traduce a un aumento dramético de auto-ubiquitinacion y una
acelerada acumulacion sobre mitocondrias despolarizadas (revisado en [153]).

Parkin puede interactuar de forma directa con varias proteinas (ver figura 2.1) y tales
interacciones han llevado a dilucidar las posibles funciones y blancos de accion de Parkin,
asi como algunos aspectos de su regulacion, lo que ha favorecido la comprensién de los
mecanismos moleculares asociados a su patogénesis.
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Enzimas E2 Complejo ubiquitin ligasa SCF Proteosoma S26 Epsl5
UbCH7 cullinl and Fbox/WD Rpn 10, S5a
UbCH8

DJ-1 mutado Subunidad

20S a4

Blancos de ubiquitinacién
o/P tubulina, Sept5, PINK1

Sinaptotagmina XI, GPR37, —
subunidad P38 de la aminoacil Reguladores negativos

tRNA sintetasa, VDAC BAGS, 14-3-3n Sinfilina

Figura 2. 1 Interacciones proteina-proteina de Parkin

Através del dominio UBL, Parkin interactia con una variedad de proteinas relacionadas con el SUP,
como las enzimas de conjugacion de ubiquitina E2 UbCH7 y UbCHS8 [146, 148]; las proteinas cullinl
y FBOX/WD que forman parte del complejo ubiquitin ligasa SCF. Adicionalmente a través del
dominio IBR puede asociarse a la subunidad 20S de proteosoma [154]. También se han identificado
una amplia variedad de sustratos de ubiquitinacion como o/ tubulina [155], septina 5 (proteina de
uniéon a nucledtidos implicados en la regulacion de la organizacion del citoesqueleto [148],
sinaptotagmina XI [156], GPR37 (del inglés, G-protein coupled receptor 37) [157], la subunidad p38
del complejo aminoacil-tRNA sintetasa [158] y VDAC (del inglés, voltage dependent anion channel)
[159]. También, CASK, una serin quinasa dependiente de calcio/cadmodulina se asocia mediante
su dominio PDZ al extremo c-t de Parkin para favorecer su localizacion en la sinapsis [160]. A través
del dominio RING2, Parkin se asocia a sinfilina (una proteina de unién a alfa sinucleina importante
en la formacién de cuerpos de Lewy) [161], y a PINK1 (del inglés, PTEN-induced putative kinase 1)
[162]. Por otra parte, las interacciones de BAGS5 (del inglés, BCL2-associated athanogene 5) [163]
y 14-3-3n [36] con el dominio LINKER regulan de forma negativa la actividad ubiquitina de Parkin.
DJ-1 mutado (PARKY) se asocia con Parkin, lo que resulta en la inhibicion de su actividad ubiquitina
ligasa [164]. Ademas, Parkin es sustrato de Ndrpl (del inglés, neuregulin receptor degradation
protein-1) otra E3 ubiquitin ligasa que favorece su degradacion [165].

2.3.1 Funcion neuroprotectora de Parkin

En general la funcion de Parkin se relaciona con neuroproteccion ya que: (1) Se ha
demostrado experimentalmente que es capaz de proteger neuronas de muerte celular
inducida por estrés de proteinas mal plegadas [147], pues tiene como sustratos de
ubiquitinacion, neurotoxicos intrinsecos con propiedades de agregacion como formas
mutadas y o-glicosiladas de a-sinucleina [166, 167]. (2) Protege contra el estrés oxidativo
ya que su sobre-expresion se relaciona con una disminucion de proteinas con grupos
carbonilos y proteinas nitrosiladas y un aumento de la actividad proteosomal [168]. (3)
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Protege a la mitocondria del efecto toxico de la ceramida, al impedir la ruptura de la MEM
y subsecuente liberacion de citocromo c y activacion de caspasa 3 [158]. (4) Parkin es
capaz de regular positivamente la via de supervivencia PI3K/Akt mediada por la activacion
del EGFR (del inglés, epidermal growth factor receptor) al favorecer la degradaciéon de
EPS15 una proteina adaptadora relacionada con la endocitosis de EGFR [169]. (5) Se ha
identificado como un represor transcripcional de p53. Estudios realizados en neuronas y
fibroblastos de raton mostraron que la sobre-expresion de Parkin silvestre protege a las
células de una variedad de estimulos pro-apoptoéticos, inhibe la activaciéon de la caspasa-
3, en una forma dependiente de p53 [170]. (6) En general, sus efectos neuroprotectores
se han relacionado con su accion sobre la mitocondria. Los ultimos hallazgos sefialan que
Parkin es reclutado a mitocondrias disfuncionales marcandolas para autofagia por
ubiquitinacion de VDAC (del inglés, voltage dependent anion channel) y posterior
reclutamiento de p62, un receptor de autofagia [159]. Alternativamente, por ubiquitinacion
de mitofusina se favorece la fragmentacion mitocondrial que es el paso inicial en el proceso
de mitofagia [171]. También se ha documentado su relacion con otras proteinas como
PINK1 y DJ1 en la regulacién de la actividad y modulacion de procesos de dindmica
mitocondrial [172], por medio de la unidbn a proteinas como las mitofusinas [173].
Recientemente se conoce que otra proteina involucrada en EP de origen familiar (UCHL1)
es ubiquitinada por Parkin [174].

2.4 Ceramida como neurotoxico

Las ceramidas (N-acetil-esfingosina) hacen parte de un grupo de segundos mensajeros
lipidicos basados en esfingomielina [175], su sintesis es estimulada por sefiales de estrés
[176], y estan relacionadas con procesos de muerte celular [177-182].

El uso de la C2-ceramida simula el efecto de la ceramida, y se ha propuesto como un
camino putativo de muerte neuronal en EP [16], y como una toxina enddégena de neuronas
dopaminérgicas [183].

Su efecto estd asociado a desfosforilacion de AKT y la consecuente inhibicion de
mediadores antiapoptéticos como Bcl-2 y Bcl-xL [22]. También, se ha demostrado que
induce muerte celular por alteraciéon de la funciébn mitocondrial, incluyendo generacién de
radicales libres, formacion directa de poros sobre la membrana mitocondrial [184, 185],
alteracion en la homedéstasis del calcio, colapso del Aym, liberacion de citocromo ¢ [175,
176], e inhibicion de los complejos | y Il de la cadena respiratoria [186, 187].
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Adicionalmente se reconoce a la ceramida como un inductor de autofagia (AFG). Por un
lado se conoce que activa la fosfatasa PP2A (del inglés, Protein phosphatase 2A), lo cual
bloquea la activacién de AKT y suprime la inhibicion de la AFG mediada por mTOR [188-
190]. Adicionalmente, disminuye la expresion de transportadores de aminodcidos y de
nutrientes, induciendo una condicion de deprivacion de nutrientes y llevando a AFG
dependiente de AMPK [191-193]. Especificamente el tratamiento con C2C potencia la
expresion de Beclin-1, al parecer por la activacion de JNK y ¢-Jun un factor de transcripcion
gue regula la expresién de Beclinl [194] (revisado en [195] y referencias alli citadas).Por
otra parte C18-Ceramida se localiza en la MEM y actda como un receptor de LC3-Il e
induce mitofagia, sin embargo el mecanismo por el cual esta especie de ceramida se
localiza sobre la mitocondria, es desconocido [196].

Todo lo anterior hace de la C2-ceramida un excelente neurotoxico util para el estudio de
efectos neuropatol6gicos y neuroprotectores.






3. Capitulo 3: Materiales y métodos

3.1 Materiales

3.1.1 Equipos

Tabla 3.1 Equipos especializados

Equipo Proveedor
Cabina de seguridad Labgard ES Energy Saver Class Il, Type A2 Laminar Flow Biological
bioldgica clase Il tipo a Safety Cabinet Models NU-425-300 NUAIRE

Céamara de electroforesis Mini-Protean-11l Cell, Bio-Rad Laboratories

Citometro de flujo Attune Flow Cytometry, Applied Biosystems Inc

Citometro de flujo BD FACSAria Il BD Biosciences

NanoDrop ND-2000 Thermo Scientific

Espectrofotometro Software: NanoDrop 2000 / 2000c Software

Twinkle LB 970 Microplate Fluorometer. BERTHOLD Technologies
Fluorémetro Filtros de excitacion: 355 nm, 485 nm y 540 nm
Filtros de emision: 460 nm, 535 nm y 600 nm

Incubadora de CO2 AutoFlow NU-8500 Water Jacket CO2 Incubator

Sunrise™ Absorbance Reader. Tecan

Lector de microplacas Software: Magellan

Light Cycler 4.1 RT-PCR Roche Molecular Biochemicals

Microscopio: Leica DM IRE2, Leica

Unidad confocal: Leica TCS SP2 AOBS confocal point scanner.
Obijetivo: Plan Apo 63X/ 1,4 Ph3 Oil immersion

Laser: Ar/Kr (488nm, 514nm), HeNe (543nm, 594nm, 633nm)

Filtros de emisidn: 13, blue ecx. (BP 450-490, LP515); N 2.1, green exc.
(BP 515-560, LP590); A, UV exc. (BP 340-380, LP425)

Software: Leica LCS, Leica

Microscopio Confocal
Leica
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Tabla 3.1 (continuacion)

Microscopio: Nikon eclipse ti C1 plus

Lampara de fluorescencia: Halogen lamp 12 uv-100

Filtros de fluorescencia: C-fl uv-2e/c DAPI. C-fl b-2e/c fitc. C-fl tritc hyq.
Céamara: w L.I. c-lhgf i hg intensy light lamp.

DS Cooled Camera Head DS-Qi1Mc/DS-5Mc/DS-2MBWc¢/DS-Ril.

Microscopio Confocal Unidad confocal: C1si spectral imaging system
Nikon Objetivo: Plan Apo VC 60.x/1,40/wd 0,13 Oil PFS

Laser: S-P 50 MW multiline Argon-ion. Diode laser 17 MW (408 nm).
MG G HeNe (543 nm) pol laser. Diode laser 10 MW (638 nm)

Filtros de emision: C1 ET emission set for 408. C1 ET emission set for
457/514. C1 1stdm 405/488/543/640

Software: Nikon EZ-C1, Nikon

Microscopio: Axiovert 200M, Zeiss
Unidad: Spinning Disk CSU22
Objetivo: Plan Apo 63X/ 1,4 Ph3 Oil immersion

Microscopio Live Cell Laser: Colbot Calypso CW 491nm, Cobolt Jive 561nm
Spining Disk Filtros de emission: ET 525/50 (green), ET 620/60 (red), Chroma
Technology

Céamara: EM-CCD C9100-02
Software: Volocity, Perkin Elmer

Sistema de documentacion ChemiDoc™MP System Bio-Rad Laboratories Laboratories
de imagenes Software: Image Lab Bio-Rad Laboratories

Sonicador Qsonica 500 Watt Sonicator

3.1.2 Materiales de laboratorio y desechables

Tabla 3.2 Materiales de laboratorio y desechables

Material Proveedor

Tubos conicos de 15y 50 ml

Frascos de cultivo 25 y 75 cm?, platos de Varios (Biologix, SPL, TPP, Greiner,

cultivo 6, 12, 24, 96 pozos Scientific)

Tubos eppendorf 0,2; 0,5;1,5y 2 ml Eppendorf

Peliculas de revelado Amersham Hyperfilm ECL

Membranas de nitrocelulosa GE Healthcare Life Sciences Hybond™ ECL

Membranas de PDVF GE Healthcare Life Sciences Hybond™ ECL
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3.1.3 Reactivos quimicos y antibidticos

Tabla 3.3 Reactivos quimicos y antibiéticos

Reactivos Uso Fabricante Referencia
Ampicilina Seleccion de bacterias Sigma-Aldrich A9518
Blasticidina Seleccion células eucariotas InvivoGen ant-bl-1
Buffer Laemmli 2x Western blot Bio Rad 1610737
Buffer Laemmli 4x Western blot Bio Rad 1610747
Buffer Ripa Solucion de lisis celular Sigma-Aldrich R0278
C2-Ceramida Neurotdxico Sigma A7191
Complete Mini Cocktail Inhibidor de proteasas Roche 04693159002
tablets
Kanamicia Seleccion de bacterias Sigma-Aldrich K1377
Tratamiento de material de
Matrigel cultivo para adhesién de cultivos ~ Sigma-Aldrich E1270
de células CAD
MTT Ensayos de viabilidad celular Sigma-Aldrich M5655
Penicilina/Estreptomicina Cultivo de células eucariotas Gibco 16000-044
PhosStop Cocktail tablets Inhibidor de fosfatasas Roche 04906837001
Tratamiento de material de
Poli D lisina cultivo para adhesién de cultivos  Sigma P7405
de células CAD
Tratamiento de material de
Poli L lisina cultivo para adhesion de Sigma P4707
neuronas primarias y células
SHSY5Y
Puromicina Seleccion células eucariotas Sigma-Aldrich P8833
— o o
Solucion 30% Actilamida Western blot Bio Rad 1610158
Bisacrilamida
Tripsina Desprendimiento de células Lonza CC-5012

adherente
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3.1.4 Kits
Tabla 3.4 Kits
Kit Uso Fabricante Referencia
Alexa Fluor® 488 annexin V/Dead Ensayos de muerte celular
Cell Apoptosis Kit with for Flow (apoptosis-necrosis) por Invitrogen V13245
Cytometry citometria de flujo
CytoTox 96® Non-Radioactive Medicidn de liberacion de
Cytotoxicity Assay LDH Promega G1782
Lipofectamine 2000 Transfeccion celular Invitrogen 11668-019
Lipofectamine LTX Reagent with L . i
PLUS Reagent Transfeccion celular Invitrogen 15338-100
: ™ | .
MitoProbe ™ JC-1 Assay Kitfor Flow  gqpiacisn del AW Invitrogen M34152
Cytometry
Novex ECL Chemiluminescent .
Substrate Reagent Kit Revelar western blot Invitrogen WP20005
Pierce™ BCA Protein Assay Kit Cuantificacion de proteinas Th.erm.o_ Fisher 23225
Scientific
SuperScript lll First-Strand Synthesis .
System for RT-PCR RT-PCR Invitrogen 18080-051
I . Purificacion de DNA Zymo
™
Zyppy™ Plasmid Midiprep Kit plasmidico Research D4026
PureYieldTM Midiprep System Purlflc,at_:lon de DNA Promega A2495
Promega plasmidico
3.1.5 Marcadores
Tabla 3.5 Marcadores
Marcadores Uso Fabricante Referencia
MitoTracker® Green FM \I\//il\z/a;(;aje de mitocondrias en células Invitrogen M7514
MitoTracker® Red Marcaje de mitocondrias en células .
CMXRos fijadas Invitrogen M7514
Monodansil cadaverina Marcaje de autofagolisosomas Sigma Aldrich 30432
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Tabla 3.5 (continuacion)

Thermo Fisher

Hoescht 33342 Marcaje de nucleo A H3570
Scientific
Trypan Blue Marcaje de células muertas Sigma Aldrich T8154
Azul de Coomassie Tincion de geles de poliacrilamida Bio Rad 1610686
Tincion de membranas de . .
Ponceau nitrocelulosa y de PVDF Sigma Aldrich P7170
CytoPalnter Phalloidin- Faloidina, ma(cador dg Actina F Abcam Ab176753
iFluor 488 Reagent usado para microscopia
PageRuler™ Plus . .
Prestained Protein Ladder, gna\r,ﬁgggrffﬂgteso de proteinas usado ;2:aerrr]rt1i%CF|sher 26619
10 to 250 kDa '
3.1.6 Medios de cultivo
Tabla 3.6 Medios de cultivo de células eucariotas
Medio de cultivo Fabricante Referencia
DMEM high glucose Lonza 12-614Q
DMEM Media - No Glucose Gibco 11966-025
DMEM-F12 Lonza 12-719Q
OptiMEM Gibco 31985-070
PNBM Primary Neuron Basal
Medium BulletKit Lonza CC3256/ CC-4462
Suero fetal bovino. Certificado Gibco 16000-044
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3.1.7 Medios de cultivo de bacterias

Tabla 3.7 Medios de cultivo de células de bacterias

Medio de cultivo Preparacion

Para 1 litro: 10 g de Bacto® triptona, 5 g de Bacto ® extracto de levadura, 5 g
de NaCl. Disolver en 800 ml de H20dd, ajustar a pH 7.0 con NaOH, completar a

LB liquido 1 | con H20 dd. Esterilizar con calor humedo en autoclave. La adicion del
antibiodtico se debe hacer, luego de esterilizada la solucién y a una temperatura
inferior a 50°C.

Para 1 litro: 10 g de Bacto® triptona, 5 g de Bacto ® extracto de levadura, 5 g
de NaCl y 15 g de Bacto® agar. Disolver todo menos el agar en 800 ml de H20
dd, ajustar a pH 7.0 con NaOH, adicionar los 15 g de agar y completar a 1 | con
H20 dd. Esterilizar con calor humedo en autoclave. Después de esterilizar se
deja enfriar hasta 50°C y bajo condiciones de esterilidad se sirve en cajas de

LB sdlido Petri estériles, aproximadamente 30 mL para cajas de 85 mm, luego de
gelificado, las cajas se tapan y se guardan a 4°C hasta el momento de su uso,
las cajas pueden permanecer almacenadas a 4°C hasta por un mes y a
temperatura ambiente una semana. La adicion del antibiético se debe hacer,
luego de esterilizada la solucién, a una temperatura inferior a 50°C, justo antes
de llenar las cajas de Petri.

Para 100 ml: 2 g de Bacto® triptona, 0,5 g de Bacto® extracto de levadura, 1 ml
de NaCl 1M, 0,25 ml de KCI 1M, 1 ml de Mg+2 2M, 1 ml de glucosa 2M. Adicionar
la triptona, el extracto de levadura, el NaCl y KCl a 97 ml de H20 dd, agitar hasta
disolver, esterilizar en autoclave y enfriar hasta temperatura ambiente. En cabina,
adicionar la solucién stock de 2M Mg+2 y la solucion de 2M glucosa. Almacenar
a 4°C hasta el momento de su uso.

SOC

3.1.8 Plasmidos

Tabla 3.8 Plasmidos

Nombre Producto de expresién Resistencia  Referencia

EGFP-LC3 LC3 (humano) con EGFP Kanamicina [197](Addgene #11546)
: - [198] (Addgene

ptf-LC3 LC3 (rata) con EGFP y mRFP Kanamicina #21074)

pcDNA3.1 V5/HIS
Parkin WT

El plasmido fue donado

Parkin (humano) Ampicilina por el Dr Mark Cookson
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Tabla 3.8 (continuacion)

pcDNA 3.1 empty El plasmido fue donado

Technology

vector Vector vacio Ampicilina por el Dr Mark Cookson
3 a 5 secuencias de shRNAs
especificos para bloquear la Santa Cruz
PINK1 shRNA (m) expresion de PINK1 de ratdon Puromicina Biotechnology
(corresponden a secuencias de 19- sc-44599-SH
25 nt)
3 a 5 secuencias de shRNAs
especificos para bloguear la Santa Cruz
Parkin shRNA expresion de Parkin de ratén Puromicina Biotechnology
(corresponden a secuencias de 19- sc-42159-SH
25 nt)
Santa Cruz
Clzggci)cljs::RNA Secuencia scrambled Puromicina Biotechnology
P sc-108060-SH
Secuencia de shRNA especifica
pLentié PINK1 para bloquear la expresion de Ampicilina
ShRNA (A) PINK1 humano Blasticidina 30!
(GCTGGAGGAGTATCTGATAGG)
empezando desde el nt 550
Secuencia de shRNA especifica
pLentié PINK1 para bloquear la expresién de Ampicilina
ShRNA (C) PINK1 humano Blasticidina -3¢
(GCTGGAGGAGTATCTGATAGG)
empezando desde el nt 1411
pLentié Control Secuencia de shRNA (5’- Ampicilina [136]
(C1) shRNA CCTAGACGCGATAGTATGGAC) Blasticidina
pLenti6é Control . Ampicilina El plasmido fue donado
(C2) shRNA Secuencia de shRNA scrambled Blasticidina por el Dr Mark Cookson
3.1.9 Anticuerpos
Tabla 3.9 Anticuerpos primarios
Arytmu_erpos An|mal_qe Fabricante Referencia Dilucién / buffer
primarios obtencion
. Cell Signaling WAB: 1:1000 / BSA 1%
AMPKa (23A3) Conejo Technology 2603 en TTBS 1X
AMPK 1:2 . Cell Signaling WB: 1:1000 / BSA 1%
(57C12) Conejo Technology 4150 en TTBS 1X
. - Y N
Erk 12 Conejo Cell Signaling 91025 WB: 1:1000 / leche 5%

en TTBS 1X
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Tabla 3.9 (continuacién)

. Santa Cruz WAB: 1:500 / leche 5%
FISL Conejo Biotechnology SC-98900 en TTBS 1X
. WB: 1:1000 / leche 5%
HK Raton Abcam Ab55144 en TTBS 1X
IGF1 Receptor B . Cell Signaling WB: 1:500 / leche 5%
(111A9) Conejo Technology 3018 en TTBS 1X
WAB: 1:500 / leche 5%
Santa C en TTBS 1X
LC3 Cabra an'a ~uz Sc-16756 IF: 1:50 / 1% de BSA
Biotechnology '
1% de SFB y 0,05% de
Triton X-100 en PBS
. . WB: 1:1000 / BSA 1%
MIRO Conejo Sigma AV44817 en TTBS 1X
. Santa Cruz WB: 1:500 / leche 5%
MNF Conejo Biotechnology Sc- 50330 en TTBS 1X
. Cell Signaling WB: 1:1000 / leche 5%
mTOR (7C10) Conejo Technology 2983 en TTBS 1X
. WB: 1:500 / leche 5%
OPA1 Conejo Abcam ab42364 en TTBS 1X
. Cell Signaling WB: 1:500 / leche 5%
p-DRP1 (S637) Conejo Technology 4867 en TTBS 1X
. Cell Signaling WB: 1:1000 / BSA 1%
p-AMPKa (T172) Conejo Technology 2535 en TTBS 1X
. Cell Signaling WB: 1:1000 / BSA 1%
p-AMPK (S108) Conejo Technology 4181 en TTBS 1X
WB: 1:250 / leche 5%
Santa Cruz en TTBS 1X
Parkin (PRK8) Raton Biotechnology sc-32282 IF: 1:50 / 1% de BSA,
1% de SFB y 0,05% de
Triton X-100 en PBS
P—-Erk1:2 . . L 0
(T202:Y204) Conejo $§2hi'g|’(‘)2';/”g 4370 i /leche 5%
(D13.14.4E)
p-GSK-3pB (S9) . Cell Signaling WB: 1:500 / leche 5%
(5B3) Conejo Technology 9323 en TTBS 1X
WB: 1:500 / leche 5%
en TTBS 1X
. Santa Cruz
p-IGF1R (Y1161) Conejo Biotechnology sc-101703 IF: 1:50 / 1% de BSA,
1% de SFB y 0,05% de
Triton X-100 en PBS
. WB: 1:500 / leche 5%
PINK1 Raton Abcam ab75487 en TTBS 1X
© 1 0,
PINK1 Conejo Abcam abh23707 WB: 1:500 /leche 5%

en TTBS 1X
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Tabla 3.9 (continuacion)

PINK1 Ratén g:(':'hsniglrc‘ggng 5660 Z‘I’qBT:Tlgsoi’ )’( leche 5%
?T_ilz\slelf/vlss) Conejo ggghsr\iglgzl;ng 4668 Z\rleT:Tlélsogi fleche 53
p-mTOR (S2448)  Conejo ?ee(':'hsniglr(‘g';”g 2971 WE: 111000 /leche 5%
p-p38 Conejo geeghsr]iglgzgng 4511 WB: 1500 / leche 5%
p-Rictor (T1135)  Conejo ?:(':'hiiglgzgng 3806 Z\rleT:Tlélsogi I BSA 1%
PSD95 Raton Abcam ab2723 \_Il_\_ll%éig(o /leche 5% en
Raptor (24C12)  Conejo $§é'hiig|’(‘)2';”9 2280 W: 111000 /BSA 19%
Rho GAP 29 Conejo Abcam ab85853 Z\rqB'F'}'ELgOloX/ leche 5%
Rictor (53A2) Conejo _IC_::(I:IhSniglrcl)Zgi/ng 2114 Z\;Bﬁlslsog?( en BSA 1%
ROCKII Conejo Abcam ab137697 \e/\:]B_li__}_iégOlOX/ leche 5%
Sinapsina 1 Conejo Abcam ab64581 }ll_\_/r%éig)(o /leche 5% en
, Santa Cruz IF: 1:50 / 1% de BSA,
TOM20 Raton Biotechnology scl1415 _Z:._% ple S_FB y 0,05% de
ritobn X-100 en PBS

VDAC Ratén Abcam abl14734 \e/\:]B_l:__ilL_g.gOlOX/ leche 5%
BlII tubulina Ratén Abcam ab78078 WB:1:1000 / leche 5%

en TTBS 1X
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Tabla 3.10 Anticuerpos secundarios

Anticuerpos

Animal de

. L. Reconoce Fabricante Referencia Dilucion/buffer
secundarios obtencién
IF: 1:1000 / 1% de BSA,
Alexa Fluor® 488 Cabra Ratoén Invitrogen A11001 1% de SFB y 0,05% de
Triton X-100 en PBS
IF: 1:1000 / 1% de BSA,
Alexa Fluor® 488 Cabra Conejo Invitrogen A11008 1% de SFB y 0,05% de
Tritén X-100 en PBS
IF: 1:1000 / 1% de BSA,
Alexa Fluor® 568 Cabra Raton Invitrogen A11004 1% de SFB y 0,05% de
Triton X-100 en PBS
IF: 1:1000 / 1% de BSA,
Alexa Fluor® 568 Cabra Conejo Invitrogen A11011 1% de SFB y 0,05% de
Tritén X-100 en PBS
IF: 1:1000 / 1% de BSA,
Alexa Fluor® 568 Burro Cabra Invitrogen A11057 1% de SFB y 0,05% de
Triton X-100 en PBS
. Santa cruz WB:1:1000 / leche 5% en
Anti Goat Burro Cabra Biotechnology sc2020 TTBS 1X
. . Cell Signaling WB:1:1000 / leche 5% en
Anti Mouse Caballo Ratén Technology 7076S TTBS 1X
. . . Cell Signaling WB:1:1000 / leche 5% en
Anti Rabbit Cabra Conejo Technology 7074S TTBS 1X

3.1.10 Programas

Tabla 3.11 Programas especializados

Programa

Uso

FlowJo V10 CL

Analisis de citometria de flujo

GraphPad Prism 5

Analisis estadistico de datos y elaboracion de gréaficas

ImageJ compilacién

Confocal Uniovi
ImageJ. versién 1.51,

Image J versién 1.44 e
Image J win 64 FIJI

Analisis y procesamiento de imagenes de microscopia y western blot
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3.2 Métodos

Para el desarrollo del presente proyecto se usaron dos lineas celulares dopaminérgicas,
las neuronas murinas CAD, y las neuronas humanas SHSY5Y. Adicionalmente en la Ultima
fase de este trabajo se utilizaron cultivos primarios de neuronas hipocampales de ratones
C57BL/6.

3.2.1 Células CAD

Las células CAD (del inglés Cath.a-differentiated) son neuronas dopaminérgicas
mecencefélicas murinas. Constituyen una linea celular establecida por Qi et al en 1997
[199] derivada de la linea Cath.a (del inglés CNS catecholaminergic cel line) que proviene
de un tumor murino mescencefélico tirosina hidroxilasa (TH) positivo, de un ratén que
expresaba el antigeno T SV40, bajo el control transcripcional de los elementos reguladores
de la region promotora del gen de la TH de rata. Las Cath.a expresan B-hidroxilasa
dopamina, TH, dopamina y norepinefrina entre otros marcadores neuronales [200-203].

Las células CAD, a diferencia de la linea Cath.a, no tienen el oncogen T SV40 y se
diferencian al cultivarlas en medio libre de suero, donde dejan de proliferar y adquieren
morfologia neuronal con procesos largos y varicosidades [199]. Las CAD producen
neurotrofina-3 (NT-3) por lo cual sobreviven en ausencia de factores de crecimiento
exogenos al regular su supervivencia de forma autocrina [204].

Las células CAD expresan proteinas neuronales especificas como proteinas de vesiculas
sindpticas (sinaptofisina, sinaptotagmina), TH, canales de Na*, K*y Ca*? dependientes de
voltaje, B-tubulina clase lll, sintetizan L-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), también expresan
receptores de Slit, Robol y Robo2 involucrados en la sefializacion asociada a crecimiento
axonal y no expresan la proteina acida fibrilar glial (GFAP) [202, 205, 206, 199, 207, 208].

= Cultivo de células CAD

Las células CAD se cultivaron en medio completo que consisti6 de DMEM-F12
suplementado con 10% de SFB, 1% de penicilina-estreptomicina (P/S) y 2 mM de L-
glutamina, siguiendo el protocolo descrito en [209]. Para los diferentes experimentos, las
CAD se sembraron sobre material previamente tratado con Matrigel, Poli-D-lisina o Poli-L-
lisina, la densidad dependi6 del tipo de experimento asi como del diametro de la superficie
(véase tabla 3.12).
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Tabla 3.12 Referencia de siembra de células CAD segln experimento y recipiente

Experimento Recipiente Densidad
Transfeccmn con constructos Cajas de 6 pozos 150.000 células/pozo
lentivirales

Extraccion de proteina Cajas de 6 pozos 180.000 células/pozo
Extraccion de proteina Cajas de 3,5 cm de diametro 250.000 células/caja
MTT, JC-1y MDC Cajas de 96 pozos 7.000 células/pozo
Microscopia de fluorescenciay Vidriecillos dispuestos en 20.000 - 25.000
confocal cajas de 24 pozos células/pozo

curvas de crecimiento Cajas de 12 pozos 3.500 células/pozo

= Diferenciacién de las células CAD

Se sigui6 el protocolo de diferenciacién descrito en [209]. Para lo cual las células CAD se
sembraron sobre material previamente tratado con Matrigel, Poli-D-lisina o Poli-L-lisina, a
las densidades definidas en la tabla 3.12. Se utilizé6 medio de diferenciacion (DMEM-F12
libre de SFB suplementado con sodio selenita 50 ng/ml, 1 % de P/S'y 2 mM de L-
glutamina), durante 4 dias.

3.2.2 Células SHSY5Y

Las células SHSY5Y son el tercer subclon de las células SK-N-SH, las cuales provienen
de una biopsia de médula 6sea de una paciente con neuroblastoma simpético adrenérgico
de origen ganglionar, mantenido en cultivo desde 1970 [210]. Las células SHSY5Y son
positivas para tirosina y dopamina-B-hidroxilasas, y expresa una o mas proteinas de los
neurofilamentos; estas células también pueden expresar receptores opioides,
muscarinicos y factores de crecimiento nervioso [211]. Ademas, exhiben propiedades de
células madre y su diferenciacion se logra tratandolas con acido retinoico [212].

El cultivo de las células SHSY5Y se realiz6 sobre material previamente tratado con poli-L
lisina en DMEM-F12 suplementado con 10% de SFB, 1% de glutamax y 1% de P/S. La
diferenciacion se indujo sustituyendo el medio de cultivo por DMEM-F12, con 5% de SFB,
1% de glutamax, 5 uM de &cido retinoico y 1% P/S durante 5 dias. El medio se cambiaba
dia de por medio. Es importante tener en cuenta, que para el proceso de diferenciacion las
células se deben sembrar entre el 60% y 70% de confluencia.
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3.2.3 Competencia de bacterias JM109 usando el método de

cloruro de calcio

Las bacterias JM109 se hicieron competentes siguiendo el protocolo de cloruro de calcio
para lo cual.

10 ul del stock de bacterias JIM109 se crecieron en 30 ml de medio LB a 37 °C (en un
tubo conico de 50 ml) con agitacidn constante durante toda la noche.

Al dia siguiente se tom6 1 ml del cultivo anterior y se puso a crecer en 500 ml de LB a
37 °C con agitacién constante durante 2 h o hasta que la densidad 6ptica fuera de 0,6.
Se dividio el cultivo en 2 tubos de 50 ml previamente enfriados, y se colocaron en hielo
durante 10 min.

Se centrifugaron durante 10 min a 4000 rpm a 4 °C.

Se descart6 el sobrenadante y el pellet de cada tubo se resuspendié en 2 ml de una
soluciéon de CaCl, 50 mM en Tris 10 mM, a 4 °C.

Se incubaron durante 15 min y luego se centrifugaron 10 min a 4000 rpm a 4 °C.

Se descarté el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 2 ml de la solucion de
CaCl2..

Luego se hicieron alicuotas de 200 pl que se almacenaron a -70 °C hasta el momento
de su uso.

3.2.4 Transformacion de bacterias competentes

Se utiliz6 una alicuota (200 ul) de IM109 competentes, por cada plasmido que se amplifico.
Durante el desarrollo de este proyecto, se amplificaron los siguientes plasmidos:

(1) EGFP-LC3

(2) pcDNA 3.1

(3) pcDNA3.1 V5/HIS Parkin WT
(4) pLenti6 Control(C1) shRNA
(5) pLenti6 Control (C2) shRNA
(6) pLenti6 PINK1 shRNA A

(7) pLenti6é PINK1 shRNA C

(8) ptf-LC3

El procedimiento que se siguio fue el siguiente:

Se saco la alicuota de bacterias competentes guardada a -70 °C y se puso en hielo
hasta que se descongelara.
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Una vez descongeladas las bacterias, se les adicionaron 50 ng de ADN plasmidico, y
se dejaron en reposo durante 30 min (en hielo).

Luego se pusieron en un bafo termostético a 42 °C durante 90 s exactos.
Inmediatamente se pasaron a un recipiente con hielo durante 2 min.

Luego se adicionaron 800 ul de medio SOCK vy las bacterias se pusieron a 37 °C con
agitacion durante 45 min para que se recuperaran del choque térmico.

200 pl de las bacterias transformadas se plaquearon sobre agar LB+antibiético de
seleccién (100 ng/ml) especifico de cada plasmido.

Las placas de incubaron de 12 a 16 h maximo, a 37 °C.

Nota: para este procedimiento es necesario hacer un control positivo en el cual se
deben plaquear bacterias no transformadas en agar LB sin ningun antibiético. Y un
control negativo en el cual se siembran bacterias si transformar sobre LB+atibi6tico de
seleccion.

Al dia siguiente se revisaron los controles y si estaban bien, se procedié a seleccionar
3 colonias aisladas de la caja plagueada con las bacterias transformadas.

La insercién del plasmido se comprob6 haciendo un Toohpick de 3 colonias por
plasmido.

Luego de comprobado el proceso de transformacion, una o dos colonias aisladas se
pusieron a crecer en 150 ml de medio LB + antibiético durante 12 a 16 h maximo, a 37
°C y con agitacion.

Luego de transcurrido ese tiempo, se procedié a realizar la purificaciébn de los
plasmidos, siguiendo el protocolo del kit Zyppy™ Plasmid Midiprep Kit o del
PureYieldTM Midiprep System Promega.

Los plasmidos purificados se cuantificaron y se conservaron a -70 °C hasta el momento
de su uso.

3.2.5 Protocolo de transfeccion usando lipofectamina 2000.

Transfeccion de células CAD con constructos lentivirales

El silenciamiento de PINK1 o Parkin en el modelo de células CAD se realizé con
constructos lentivirales que codificaban para secuencias de shRNA de interferencia, para
lo cual:

Las células CAD se sembraron sobre platos de 6 pozos tratados con poli-D lisina en
medio completo, a una densidad de 100.000 células/pozo que correspondio
aproximadamente a un 50 % de confluencia.

Luego de 24 h, se preparaba la mezcla de transfeccion, las cantidades de
lipofectamina, optimen y plasmido se especifican en la tabla 3.13.
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Se prepararon 2 soluciones: (1) La solucion A que contenia el ADN plasmidico y %2 del
volumen de optimen y (2) la solucién B que contenia la lipofectamina y ¥z del volumen
de optimen.

Luego de preparadas se dejaban 5 min a temperatura ambiente, y posteriormente se
transferia la solucién B en la A 'y la mezcla se incubaba a temperatura ambiente durante
20 min mientras se formaban los liposomas.

Una vez cumplido el tiempo de incubacién, la monocapa se lavaba una vez con 400 pl
de optimen precalentado a 37 °C.

Se adicionada gota a gota la mezcla de transfeccién, y las células se incubaban durante
toda la noche a 37 °C en la incubadora de CO;

Al dia siguiente el volumen del medio se completaba con DMEM-F12 completo durante
48 h.

Transcurridas las 48 h se realizaba un cambio de medio y se le adicionaba el antibidtico
de seleccién especifico para cada plasmido. La concentraciébn de antibi6tico
estandarizada fue de 6 ug/ml de Blasticidina para las células transfectadas con los
plasmidos donados por el Dr Cookson o de 5 ug/ml en el caso de que la transfeccion
se hubiera hecho con los plasmidos comerciales de la casa comercial santa cruz.

El proceso de seleccién duraba 10 dias, luego del cual se realizaba la verificacion del
silenciamiento por western blot, midiendo los niveles de mMRNA por PCR en tiempo real
o por inmunofluorescencia. (véase anexo A)

Estas lineas celulares silenciadas fueron denominadas CAD shControl, CAD shPINK1
y CAD shParkin y se utilizaron hasta maximo 5 pasajes luego de los 10 dias de
seleccion. Durante el tiempo de cultivo las células permanecieron con el antibidtico de
seleccidn, el cual se retiraba al momento de montar los experimentos.

Otros constructos

La transfeccion de las células CAD shControl, CAD shPINK1 y CAD shParkin con otros
constructos, para la expresion de EGFP-LC3, GFP-RFP-LC3 y/o Parkin silvestre, se hizo
de la siguiente forma.

Para los ensayos de microscopia, las células se sembraron en cajas de 24 pozos a una
densidad de 20.000 células/pozo en medio de diferenciacion.

Luego de 24 h, se realiz6 el proceso de transfeccion; las cantidades de lipofectamina,
optimen y plasmido se especifican en la tabla 3.13.

Igual que para los constructos lentivirales, se prepararon 2 soluciones: (1) La solucién
A que contenia el ADN plasmidico y ¥ del volumen de optimen y (2) la solucién B que
contenia la lipofectamina y %2 del volumen de optimen, se dejaban 5 min a temperatura
ambiente, y posteriormente se mezclaban y se incubaba a temperatura ambiente
durante 20 min mientras se formaban los liposomas.
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= Una vez cumplido el tiempo de incubacion la monocapa se lavaba una vez con 150 pl
de optimen precalentado a 37 °C.
» Se adicionada gota a gota la mezcla de transfeccion, y las células se incubaban durante

toda la noche a 37 °C en la incubadora de CO,

= Al dia siguiente el volumen del medio se completaba con DMEM-F12 de diferenciacion
durante 48 h, y luego se aplicaban los correspondientes tratamientos.

Tabla 3.13 Especificaciones de las mezclas de transfeccién

S . . ) Diametro Volumen final
Plasmido pg de ADN Lipofectamina Células del pozo de Optimen
EGFP-LC3 1ug 2,5l 20.000 1,56 cm 250 pl
ptf-LC3 1 ug 2,5ul 20.000 1,56 cm 250 pl
ptf-LC3+Parkin WT 1 pg por
ptf-LC3+ pcDNA 3.1 plasmido 25 ul 20.000  1.56cm 250
pcDNA3.1 V5/HIS
Parkin WT 2 ug 7 100.000 3,48 cm 700 pl
pcDNA 3.1 empty
vector 2 ug 7 100.000 3,48 cm 700 pl
PINK1 shRNA (m) 2 ug 7 100.000 3,48 cm 700 pl
Parkin shRNA 2 ug 7 ul 100.000 3,48 cm 700 pl
Control shRNA
plasmid A 2 ug 7 100.000 3,48 cm 700 pl
pLenti6 PINK1 1 pg por
ShRNA (A) + (C) plésmido 7ul 100.000 3,48 cm 700 pl
pLentié Control 1 g por 7ul 100.000 3,48 cm 700 pl

shRNA (C1) + (C2) plasmido

3.2.6 Ensayo de MTT

El ensayo de MTT también llamado test de inhibicion de la succinato deshidrogenasa,
permite inferir la viabilidad celular de forma indirecta. Evalla la actividad mitocondrial al
medir la reduccion de la actividad deshidrogenasa mitocondrial a partir de la rotura del
anillo de tetrazolio del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)2,5 difeniltetrazolio, reactivo
MTT, que genera un producto medible colorimétricamente, denominado sal de formazan.
[213, 214]. La metabolizacion sélo es realizada por parte de células viables mientras que
no consiguen metabolizarlo aquellas cuya maquinaria celular se encuentra parada o

aguellas que han muerto.
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Los cristales de formazan son insolubles en medio acuoso, pero solubles en disolventes
organicos. Dependiendo del disolvente usado, la longitud de onda de maxima absorcién
de la sal de formazéan varia [213] en este estudio los cristales se disolvieron en DMSO y
se midié la absorbancia a 550 nm. La absorbancia de la cantidad de formazéan formado es
proporcional al nUmero de células proliferantes (metabdlicamente activas) [215].

= Para este ensayo las células se sembraron en cajas de 96 pozos con 200 ul de medio.
Se prepararon como minimo 3 pozos por cada condicion que se quizo medir.

» Tres pozos se utilizaron para calcular el blanco de la técnica, que consistié en células
sembradas a la misma densidad que los pozos controles, a las cuales no se les
adicion¢ reactivo de MTT.

» Al momento de hacer la medicién, se retiraron 100 ul de medio, se adicionaron (menos
a los pozos blanco) 20 ul de una solucién de MTT [5 mg/ml] en PBS y se incubaron 2
ha 37 °C.

= Transcurrido este tiempo, se removio el medio con micropipeta, (con mucho cuidado
de no retirar los cristales) y a cada pozo se le adicionaron 100 ul de DMSO para disolver
los cristales y se midi6 la absorbancia a 550 nm.

» Se promedio la absorbancia de los pozos blanco y se le rest6 a todos los pozos.

» Los datos se normalizaron, respecto al promedio de la absorbancia de las células
control que se consider6 el 100 % de la actividad mitocondrial.

3.2.7 Ensayo de liberacion de LDH

La lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima citoplasmatica, que se libera al medio
cuando se pierde la integridad de la membrana plasmética, por lo que la medicién de su
actividad en el medio de cultivo, se utiliza como indicador de muerte celular.

Este ensayo se realiz6 siguiendo las especificaciones del fabricante del kit CytoTox 96®
Non-Radioactive Cytotoxicity Assay con algunas modificaciones explicadas a continuacion.
El kit utiliza una reaccién enzimatica acoplada a la actividad de la LDH. La reaccion de la
diaforasa permite la reduccién de una sal de tetrazolio a formazan rojo que se mide
colorimétricamente a 490 nm.

» Luego de transcurridos los tiempos de incubacion respectivos para cada experimento,
50 pl de medio de cultivo se transfirieron a una caja de 96 pozos.

» Se adicionaron 20 ul del reactivo CytoTox 96 que consiste basicamente en lactato,
NAD, diaforasa y sal de tetrazolio.

* Se incub6 30 min a temperatura ambiente protegido de la luz.

» Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, la reaccion se detuvo adicionando 50 pl
de una solucién de &cido acético 1 M.

» Se procedi6 a leer en el espectrofotometro a 490 nm.
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3.2.8 Western blot

= El lisado de proteinas se extrajo con una solucion de lisis RIPA que contenia 1X de
inhibidores de proteasas y 1X de inhibidores de fosfatasas. Todo el procedimiento se
llevé a cabo en hielo.

= Luego se procedid a sonicar los extractos con 3 pulsos de 3 s a una amplitud de 20 %.

= La proteina se cuantifico por el método de BCA y los extractos se almacenaron a
-70 °C hasta el momento de su uso.

= La electroforesis (SDS-PAGE) se realizé en un sistema miniprotean 3 de Biorad con
buffer towing 1X. Dependiendo del peso molecular de la proteina que se queria
detectar, se prepararon geles de diferente concentracion:

Proteinas >120 kDa (geles de 8 %)

Proteina entre 35 — 120 kDa (geles de 10 %)
Proteinas entre 20-35 kDa (geles de 12 %)
Proteinas < 20 kDa (geles de 15 %)

LC3 se detecto en geles de gradiente (4-20%)

» Se sembraron de 40 a 50 pg de proteina por carril previamente desnaturalizada por
calor (95 °C durante 10 min).

= |as condiciones de corrido fueron 50 voltios durante 45 min, una vez las muestras se
encontraban alineadas, se aumentaba el voltaje hasta 100 voltios y se corrian en el gel
de separacion durante aproximadamente 90 min. Se utilizé el marcador de peso
molecular PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (thermo Scientific) para
monitorear el progreso de la electroforesis.

» Para la transferencia se utilizaron membranas de nitrocelulosa o PVDF, las de PDVF
se activaron previamente con metanol. La solucién para la transferencia contenia 20 %
de metanol en buffer towing 1X; y las condiciones fueron 250 mA constantes durante 2
h. Para la proteina Fisl se hicieron transferencias de 30 min.

= El blogueo se realiz6é durante 1 h en una solucidon de leche descremada al 5% en TBS
1X.

= Laincubacion de todos los anticuerpos primarios, se hizo toda la noche a 4 °C, luego
se realizaron 5 lavados de 5 min en TTBS 1X.

= Los anticuerpos secundarios se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente.
Posteriormente se realizaron 5 lavados de 5 min en TTBS 1X.

* |nmediatamente se procedio a revelar con el kit de quimioluminiscencia Novex ECL
Chemiluminescent Substrate Reagent Kit.

» El revelado se hizo manualmente usando peliculas Amersham Hyperfiim ECL o
utilizando el sistema de documentacion ChemiDoc™MP System Bio-Rad.
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El analisis densitométrico se realizé con el software ImageJ.

Tabla 3.14 Soluciones usadas en western blot

Solucién Composicion Uso
TBS 10X Tris-Base 1M, NaCl 1,5 M pH 7,5 1:10 diluido en H20 dd
TTBS 10X Tris-Base 1M, NaCl 1,5 M, pH 7,5, 2 % de Tween 20 1:10 diluido en H20 dd

Towing 10X  Tris-Base 248 mM, Glicina 1,92 M, SDS 10 g/l, pH 8,3 1:10 diluido en H20 dd

Transferencia Towing 1X, Metanol 20 % Listo para usar

3.2.9 Inmunofluorescencia

Las células CAD shControl, CADshPINK1 y CADshParkin se cultivaron sobre
vidriecillos de 12 mm de didmetro previamente cubiertos con poli-L Lisina dispuestos
sobre cajas de 24 pozos (densidad de 20.000 a 25.000 células/vidrio).

Una vez cumplidos los tiempos de los tratamientos, las células se fijaron con PFA al
4% durante 10 min.

Se realizaron 2 lavados con 500 ul de PBS x 5 min.

Posteriormente las células se permeabilizaron con 0,1% de Triton X-100 en PBS
durante 10 min.

Luego se realizaron 3 lavados de 5 min con solucién de bloqueo fresca (1% de BSA,
1% de SFB y 0,05% de Triton X-100 en PBS) y se dejaron durante 90 min en solucion
de bloqueo.

Una vez se cumplié el tiempo de bloqueo las células se incubaron con el anticuerpo
primario 1:50 diluido en solucion de bloqueo, durante 36 h a 4 °C en un ambiente
huamedo.

Después se realizaron 5 lavados de 10 min con solucién de blogueo.

Las células se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente diluido en
solucion de blogueo (1:1000) durante 2 h a temperatura ambiente y protegido de la luz
(preferiblemente sobre una plancha con agitacién orbital).

Posteriormente, se hicieron 5 lavados de 10 min con solucion de bloqueo. Y luego los
vidriecillos se montaron en portaobjetos con el medio de montaje con Hoescht. Los
bordes se fijaron con esmalte de ufias.

Las laminas fueron guardadas en oscuridad a -20 °C hasta el momento de tomar las
fotos en el microscopio confocal o en el de fluorescencia.

3.2.10 RT-PCR

El RNA de las células CAD fue extraido utilizando Trizol, para lo cual las células fueron
lisadas directamente en platos de 10 cm? de area con 1 ml de Trizol.
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El lisado se transfiri6 a un tubo eppendorf de 1,5 ml y se incubé durante 5 min a
temperatura ambiente.

Luego se agregaron 200 ul de cloroformo, se taparon los tubos, se agitaron
vigorosamente durante 15 s y se incubaron a temperatura ambiente durante 3 min.
Las muestras se centrifugaron a 12000 g por 15 min a 4°C.

Posteriormente la fase acuosa, que contenia el RNA, fue transferida a un nuevo tubo
y el RNA fue precipitado agregando 500 pl de isopropanol, las muestras se incubaron
a temperatura ambiente, durante 10 min y se centrifugaron a 12000 xg durante 10 min
a 4°C.

Después se removio el sobrenadante y el pellet de RNA se lavé una vez con 1 ml de
etanol al 75% v/v en agua DEPC mezclando con vortex, luego se centrifugé a 7500 g
durante 8 min a 4°C.

Finalmente se removié el sobrenadante y el RNA se secé en un Speed Vac durante 5
min, y el RNA se disolvié en 30-50 uyl de agua DEPC (dependiendo del tamafio del
pellet). La integridad del RNA fue evaluada mediante electroforesis en gel de agarosa
al 0.8% tefiido con SYBR safe.

Las muestras fueron cuantificadas y conservadas a -70 °C hasta el momento de su
uso.

La sintesis de cDNA se hizo siguiendo las especificaciones del fabricante del kit
Superscript Il de Invitrogen.

Para evaluar la disminucion de la expresion de PINKL1 se hizo la medicidon de la cantidad
de transcrito usando la metodologia de PCR cuantitativa relativa a los niveles de
expresion de 3—actina, la secuencia de los primers especificos fue la siguiente.

PINK1 Directo 5-GTGGAACATCTCGGCAGGTT-3

PINK1 Reverso 5-CCTCTCTTGGATTTTCTGTAAGTGAC-3’
B-actina Directo 5'-CTTGGGTATGGAATCCTGTGG-3
B-actina Reverso 5'- TCAGGAGGAGCAATGATCTTG-3’

Primero se hizo una PCR convencional en gradiente de temperatura para determinar
el rango de temperatura de anillamiento de los primers de PINK1.

Una vez determinado ese rango se empezaron los ensayos en el equipo de tiempo de
real probando las temperaturas de anillamiento encontradas en la PCR convencional
hasta determinar que 51°C era la temperatura éptima.

El equipo empleado fue el Light Cycler 4.1 (Roche Molecular Biochemicals; Mannheim,
Germany). El programa de amplificacién empleado para PINK1 se muestra en el anexo
B. El método del AACt fue utilizado para analizar los resultados ya que provee una
rapida estimacion de la proporcion relativa de la expresion de un gen [216, 217].
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= Posteriormente se recuperaron los amplificados y se corrieron en un gel de agarosa al
5% para corroborar su identidad de acuerdo al tamafio esperado del producto.

3.2.11 Cultivo primario de neuronas hipocampales

Los cultivos primarios de neuronas de hipocampo se obtuvieron a partir de neonatos (dial)
de ratones C57BL/6.Todo el procedimiento se realiz6 en cabina de flujo laminar y con
instrumentacion estéril.

= Las crias se colocaron en cajas de petri sobre hielo durante aproximadamente 5 min.

= Luego se decapitaron con tijeras y las cabezas se colocaron en placas de petri con
medio HBSS frio.

» La diseccién se hizo con la ayuda de un estereoscopio, para esto se tomé la cabeza
del ratén por el hocico con una pinza de agarre; con la ayuda de otra pinza se retir6 la
piel, y luego se hizo una incision por encima de la oreja para romper la calota y poder
retirarla con mucho cuidado, de esta manera el cerebro quedo expuesto.

= Se retir6 el cerebro y se coloco en otra placa de petri con HBSS 1X frio.

= Se retiraron las meninges, el cerebro se tomé por el lado posterior (donde esta el
cerebelo) y los hemisferios se separaron abriéndolos cuidadosamente, como si se
trataran de un libro.

= De esta manera el hipocampo es visible y puede ser removido cuidadosamente.

» Los hipocampos se recolectaron en un tubo cénico de 15 ml con medio HBSS 1X frio.

» Una vez se tuvieran todos los hipocampos, éstos fueron re-suspendidos en tripsina 0,5
X e incubados a 37 °C por 15 min.

= Posteriormente se lavaron 2 veces con 5 ml de medio HBSS y se les adicionaron 3 ml
de medio PNBM suplementado con 10% de SFB.

= Eltejido se disocio pasando la solucién de células a través de puntas de micropipetas
de 1 ml, 200 ul y finalmente 3 veces por una punta de 20 pl.

» Posteriormente las células se transfirieron a un tubo falcon de 50 ml a través de un cell
strainer (70 pm).

» Las células se contaron con azul de tripan y se sembraron 90.000 células contenidas
en 80 — 100 ul de medio PNBM con 5 uM de glutamato, sobre vidriecillos de 12 mm de
diametro pre-tratados con poli-L lisina y dispuestos en cajas de 24 pozos. Se incubaron
durante 3 h a 37°C en incubadora de CO,.

» Luego de las 3 h, se completé el volumen del medio hasta 600 pl y las células se
volvieron a incubar a 37°C por 3 dias.

= Al tercer dia, se le adiciono arabindsido C 0,5 uM para impedir la proliferacion de glia.

» Al dia siguiente se cambio el 50 % del medio, por medio fresco sin glutamato, cada
tercer dia el medio fue cambiado de la misma manera.
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= A los 10 dias de cultivo, se realizo la transfeccion con el constructo lentiviral sShRNA
PINK1 (A), para lo cual se utiliz6 1 pg de DNA plasmidico y 1 pl de lipofectamina en
250 pl de optimen. Para lo cual el medio de cultivo se retir6 y reservod, se adiciond la
mezcla de transfeccién sobre la monocapa y se dejé durante 1 h, a la hora se retird
toda la mezcla y se adicionaron 300 pl del medio reservado y 300 ul de medio fresco.
= Alas 72 horas postransfeccion se realizaron los experimentos.

3.2.12 Analisis estadistico

Los datos de esta tesis corresponden a tres experimentos independientes. Los resultados,
se expresaron como medias £ SEM. Para todos los experimentos se realizaron pruebas
de andlisis de varianza y se evalud la significancia estadistica a un nivel del 5%. EIl primer
disefio experimental se desarroll6 a una via de clasificacion para evaluar: (1) El efecto de
la C2-Ceramida y el IGF1 sobre las variables viabilidad, morfologia de la red mitocondrial,
activacion y expresion de varias proteinas de la via PI3BK/AKT y proteinas de dinamica
mitocondrial. (2) El efecto del silenciamiento de PINK1 y Parkin sobre las variables tasa de
crecimiento, actividad de mitocondrial, % de liberacién de LDH, % de muerte celular. El
segundo disefio experimental correspondié a un arreglo de dos factores fijos: El primer
factor correspondié al silenciamiento considerandose tres niveles (shControl, shPINK1 y
shParkin) y el segundo factor correspondi6 al tratamiento y correspondié a (vehiculo, IGF1,
C2-Ceramida). En los casos en los que se requirié hacer comparaciones de medias entre
dos muestras, se utilizé la prueba t de Student.
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4.1 Introduccidn

Las neuronas son células especializadas y representan la unidad funcional del sistema
nervioso. En vertebrados su namero final es determinado durante el desarrollo embrionario
y a diferencia de la mayoria de los otros tipos celulares, las neuronas maduras son
incapaces de dividirse por tratarse de células pos-mitéticas [218]. Debido a esto, los
mecanismos de supervivencia que utilizan las neuronas son determinantes en el
mantenimiento del nimero de éstas en diferentes partes del cerebro, lo cual define la
funcién neuronal [219].

4.2 Vias de supervivencia neuronal

Las rutas de sefializacion comprenden un grupo de moléculas intracelulares que acttan
en conjunto para controlar al menos un proceso celular, como proliferacién, supervivencia
o muerte. Este grupo de moléculas se activa de forma secuencial bajo diferentes estimulos
extracelulares o condiciones biol6gicas especificas. En este sentido se conoce que
neurotrofinas y otros factores de crecimiento como el FGF (del inglés, fibroblast growth
factor), IGF (del inglés, insulin-like growth factor), EGF (del inglés, epidermal growth factor),
TGFa (del inglés, transforming growth factor alpha), CNTF (del inglés, ciliary neurotrophic
factor), PDGF (del inglés, platelet derivedgrowth factor), GDNF (del inglés, glial derived
neurotrophic factor) e interleucinas son capaces de promover la supervivencia neuronal
[220, 96].

Todos estos factores tréficos, actdan a través de receptores tirosina quinasa activando
varias vias de sefializacion entre las cuales se encuentran la via PI3K/AKT, RAS/MAPK y
PLCy, cada una de las cuales contribuye a la supervivencia neuronal bajo ciertas
condiciones que dependen del tipo celular y el factor tréfico. Sin embargo, la via PISK/AKT
es reconocida como la principal via de supervivencia en neuronas [221, 222].

4.2.1 Neurotrofinas

El grupo principal y mejor caracterizado de moléculas que controlan el nimero de neuronas
y el crecimiento dendritico mediante la activacién de vias de sefalizacién son las
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Neurotrofinas (NTs). En mamiferos existen cuatro NTs bien caracterizadas: (1) NGF (del
inglés, nerve growth factor), (2) BDNF (del inglés, brain derived neurotrophic factor), NT-3
(neurotrofina (3) y (4) NT4/5 (neurotrofina-4/5) las cuales derivan de un gen ancestral
comun, por lo que su secuencia y estructura es similar mostrando aproximadamente un
50% de homologia entre ellas (revisado en [223-225]).

Las NTs son sintetizadas por diferentes células en el sistema nervioso central y sistema
nervioso periférico [225] como proteinas precursoras (pre-pro-proteinas) que son
traslocadas al RE (reticulo endoplasmatico) donde son procesadas proteoliticamente para
constituir formas maduras de 118-120 aminoacidos [226, 227], que se asocian como
homodimeros unidos no covalentemente y se unen a receptores transmembranales, Trk
(del inglés, tropomyosin receptor kinase).

Los Trk pertenecen a la superfamilia de receptores localizados en la membrana plasmética
con actividad tirosina quinasa intrinseca. En humanos existen tres isoformas de Trk de
aproximadamente de 140 kD denominados TrkA, TrkB y TrkC que muestran alto grado de
homologia en su region intracelular y difieren en su domino extracelular (de unién del
ligando), de forma que NGF se une preferencialmente a TrkA, BDNF y NT4/5 a TrkBy NT3
a TrkC [225]. Estructuralmente los Trk son glicoproteinas integrales de membrana que
poseen tres dominios: un dominio extracelular N-t el cual contiene tres motivos LRR (del
inglés, leucine repeats rich), dos clusters de cisteina (C1, C2) y dos dominios tipo
inmunoglobulina (Igl, 1gl) que conforman el sitio de unién del ligando; un dominio
transmembranal y un domino citoplasmatico C-t en el que se localiza el sitio catalitico
responsable de la actividad tirosina quinasa [228].

Los tres tipos de receptores Trk median respuestas celulares similares, a través de la
activacion de enzimas efectoras como PI3K (del inglés, phosphatidyl inositol 3 kinase),
fosfolipasa C gamma (PLCy) y ras [226].

4.2.2 Otros factores de crecimiento neuronal

Ademés de las neurotrofinas, existen otros factores de crecimiento relacionados con
mecanismos de supervivencia neuronal entre ellos se encuentran los miembros de la
familia GDNF (del inglés, glial cell line-derived neurotrophic factor) (GDNF, neurturin,
artemin y persephin) que representan el principal factor neurotréfico de neuronas
dopaminérgicas [229], los cuales al unirse a receptores especificos (GFRal-4) activan al
receptor tirosina quinasa transmembranal c-Ret (del inglés, rearranged during
transformation) por lo cual se induce la activacion de las vias de sefializacion de las PI3K,
MAPK y PLCy (revisado en [230]).
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El MANF (del inglés, mesencephalic astrocyte derived neurotrophic factor) y el CDNF (del
inglés, conserved dopamine neurotrophic factor) son miembros de una familia de factores
neurotréficos conservados evolutivamente los cuales tienen propiedades especificas sobre
neuronas dopaminérgicas [231]. Tanto el CDNF [232], como el MANF [231] en modelos
experimentales de rata, fueron capaces de restaurar la funciébn dopaminérgica y prevenir
la degeneracién de las neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra luego del
tratamiento con 6-OHDA.

El IGF1 es un polipéptido de 70 amino&cidos con una peso molecular de 7.5 kDa, consta
de 4 dominios: A, B, C y D, de los cuales A y B presentan homologia estructural con las
cadenas A y B de la insulina. El dominio C es analogo al péptido C de la proinsulina,
mientras que el dominio D no esté presente en dicha hormona [233]. El IGF1 se une con
alta afinidad a los receptores IGF1R activando en neuronas principalmente la via de
sefalizacion RAS/MAPK vy la via PI3K/AKT por lo cual recientes estudios han propuesto el
uso del IGF1 como potencial terapéutico en el tratamiento de enfermedades del sistema
nervioso; ademas el IGF1 juega un papel importante en el desarrollo del sistema nervioso
ya que se ha demostrado su efecto sobre proliferacidn, diferenciacién y supervivencia
celular en varios estadios del desarrollo del cerebro (revisado en [234]).

En el cerebro, el IGF1 es producido por astrocitos y microglia luego de una lesién isquémica
y funciona como un factor neurotrofico para promover la supervivencia neuronal [235],
principalmente por activacion de la via de supervivencia PI3K/AKT [221]

4.2.3 Traduccion de sefial mediada por receptores tirosina
guinasa

En general los receptores tirosina quinasa (RTK), son activados por dimerizacion inducida
por la unién del ligando, lo cual resulta en la autofosforilacién de residuos especificos de
tirosina que se encuentran en un loop intracelular, que obstruye el sitio catalitico del
dominio quinasa. Esto genera un cambio de conformacion en el receptor debido al
desplazamiento de este loop y favorece la transfosforilacién de los receptores y la creaciéon
de sitios de anclaje para proteinas involucradas en la transduccion de sefiales, que
conducen a la expresion de genes y a la sintesis de proteinas [225, 236]. Adicionalmente
se han reconocido integrinas y otras moléculas de adhesion que actdan como co-
receptores requeridos tanto para asegurar la correcta union del ligando [237-239], asi como
necesarios para los eventos de sefializacion subsecuentes [240-242].

El evento inicial seguido de la activacion de este tipo de receptores, es el reclutamiento de
proteinas involucradas en la transduccion de sefales (proteinas de acoplamiento o
“docking”) que pertenecen a las familias de proteinas IRS (del inglés, insulin receptor
substrate), Gab (del inglés, grb2-associated binder), Dok (del inglés, downstream of
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tyrosine kinases) y FRS2 (del inglés, fgf receptor substrate 2), las cuales se caracterizan
por tener en su extremo N-t una region de union a membrana (que puede ser un dominio
PH (del inglés, pleckstrin homology) o una secuencia de miristoilacién y en su porcion C-t,
multiples sitios de fosforilacion de tirosina, que sirven para unir diversas proteinas efectoras
con dominios SH2 (inglés src homology domain 2) o dominios PTB (del inglés, phospho-
tyrosine-binding) (revisado en [243]).

La activacion de este tipo de receptores involucra tres vias principales de sefalizacion la
via PI3K/AKT, la via Ras/IMAPK y la via de PLCy que no son del todo independientes ya
gue se interrelacionan cascada abajo en moléculas clave de sefializacion (ver figura 4.1).

TKR
RAS/MAPK PI3K/AKT PLCy
! l !
SHP2 Shc
/\ —
Grb2/Sosl «—Y
l GAP
S‘ Ras <—> PBK ——» pLcy
Rafl Famm;(i AlhaPKC
MEK Akt <— PDK1

ERK1/2

Antiapoptosis, Sintesis protéica, Metabolismo,
Homedstasis mitocondrial

Figura 4.1 llustracién esquemaética de vias de sefializacion iniciadas por TRKs

Se observan separadas por colores las tres principales rutas de sefializacion activadas por los
TRKs. Azul la via Ras/MAPK, rosado la via PI3K/Akt y verde la via PLCy. Las flechas indican
interacciones que han sido verificadas experimentalmente, pero puede que no sean directas,
obsérvese la comunicacién cruzada entre las tres rutas (flechas rojas). Las interacciones inhibitorias
son sefialadas con (L1).
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4.2.4 Senalizacion PI3K/AKT

PI3K (del inglés, phosphatidy! inositol insitol3 kinase) es una quinasa lipidica que cuando
es fosforilada en el anillo inositol puede transducir sefiales. En general cuando los TRKs
son activados, la PI3K es reclutada de las proximidades de la membrana plasmética,
asociandose al receptor a través de proteinas Gab mediante uno de sus dominios SH2
presente en la subunidad adaptadora p85, lo cual permite la activacion alostérica de la
subunidad catalitica p110 de PI3K. Una vez activada, PI3K fosforila en la posicion tres a
los glicerofosfolipidos de membrana PIP y PIP2 (del inglés, phosphatidyl inositol 4
phosphate y phosphatidyl inositol 4,5-biphosphate), produciendo los respectivos
fosfoinositoles fosfato en el lado citoplasmatico de la membrana celular, PIP3 (del inglés,
phosphatidyl inositol 3,4,5-triphosphate) y PI(3,4)P (del inglés, phosphatidyl inositol 3,4-
biphosphate) (revisado en [244]).

PIP3 actia como segundo mensajero, y sus niveles estan regulados de forma precisa por
la accion de fosfatasas como PTEN (del inglés, phosphatase and tensin homolog deleted
on chromosome TEN) [245]. Su funcién es proporcionar un sitio de anclaje para AKT que
es la serina treonina quinasa central de la via.

AKT es una proteina quinasa serinal/treonina especifica, conocida también como proteina
guinasa B (PKB). En mamiferos se han identificados tres genes Akt, que dan origen a tres
isoformas denotadas como AKT1, AKT2 o AKT3 las cuales exhiben un alto grado de
homologia y estan constituidas por una estructura conservada, que se compone de un
dominio PH ubicado en su extremo N-terminal, un dominio central, donde reside la
actividad quinasa y un dominio regulador ubicado en su extremo C-terminal.

La regulacion de la actividad de AKT viene determinada por dos sitios de fosforilacion
dentro de su estructura, un residuo treonina que se localiza en el dominio quinasa, y un
residuo serina que se encuentra en el dominio regulador. Para la activaciéon de AKT se
requiere primero la fosforilacion del residuo serina (S473, S474 0 S472, dependiendo si es
AKT1,2 o 3) localizado en el dominio regulador y luego la fosforilaciéon del residuo treonina
(T308, T309 o T305) ubicado en el dominio catalitico (revisado en [246]).

Debido a la alta afinidad del dominio PH a PIP3, AKT es reclutado a la membrana
plasmatica y esta asociacion produce un cambio conformacional de la proteina que permite
la exposicion del residuo serina del dominio regulador [247]. EI mecanismo de fosforilacion
de esta serina no esta completamente descrito y continta actualmente en debate [248].

Distintos grupos han implicado a diferentes proteinas en este proceso como la quinasa ILK
(del inglés, integrin linked kinase)[249], el complejo mMTORC2 (del inglés, mammalian TOR
complexes 2) [250, 251], la DNA-PK (del inglés, DNA dependent protein kinase), la PKCy
[252], e incluso se ha demostrado que en respuesta a insulina o radiacion gamma la
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proteina ATM (del inglés, ataxia telangiectasia mutated) es la responsable de la
fosforilacion de este residuo [253]. Ademas se conoce que AKT puede autofosforilar este
residuo [254, 255]. Al parecer, una vez ocurre la fosforilacion de esta serina, resulta otro
cambio de conformacién quedando expuesto el sitio de activacion del dominio catalitico
[256], y asi la quinasa PDK1 (del inglés, phosphoinositide dependent protein kinase 1),
localizada en la membrana plasmatica a través de un dominio PH, puede fosforilar el
residuo treonina del dominio catalitico.

Una vez activada AKT se trasloca desde la membrana plasmatica al citosol y al nucleo
[257]. Su funcion principal es favorecer la supervivencia celular por el blogueo de
mecanismos de muerte celular, dotando a las células de una sefial de supervivencia que
les permite hacer frente a diferentes estimulos apoptéticos. Esto es alcanzado por
regulacién directa de la via apoptética, control transcripcional de la supervivencia celular y
regulacién del metabolismo celular. En este sentido, AKT fosforila a Bad en la S136 [258,
259], Bax en la S184 [260] y Bim en la S87 [261], y promueve su asociacion a proteinas
14-3-3 en el citosol. AKT también fosforila caspasa-9 en la S196, lo cual genera un cambio
conformacional que impide su accién proteolitica [262].

Otra forma de contribuir a la supervivencia celular, es inhibiendo proteinas MAPK como
JNK (del inglés, c-jun N-terminal kinase) la cual media la fosforilacién y activacion de c-jun,
un factor que junto con c-fos median la transcripcion de genes pro-apototicos. Esto lo hace
indirectamente al fosforilar en la S83 a ASK1 (del inglés, apoptosis signaling kinase-1) que
es un miembro de la familia MAPKKK capaz de fosforilar e inactivar JNK impidiendo de
esta forma su actividad pro-apoptética [263].

Respecto al control transcripcional, AKT puede modular la actividad de diferentes factores
de transcripcion. La fosforilacion de FOXO en la T24 y S256 [264] provoca su redistribucién
celular desde el nacleo al citosol causando una inhibicion de su actividad lo cual previene
la induccién de la expresion de factores citotoxicos como FasL (del inglés, fas ligand) [265,
266]. Otro de los factores de transcripcion regulados por AKT es CREB cuya fosforilacién
en la S133 resulta en su activacién y expresion de sus genes blanco por reclutamiento de
CBP (del inglés, CREB Binding Protein) que incluyen miembros anti-apoptéticos Bcl2, Mcl-
1[267, 268, 258, 269].

La induccién de la actividad transcripcional de NFkB (del inglés, nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells) se realiza por la fosforilacion de IKKa (del inglés, IkB
kinase a) en la T23. |IKKa activada fosforila la proteina IkB (del inglés, inhibitor of kB) que
es blanco para ubiquitinacidon y degradaciéon proteosomal, de forma tal que NFkB queda
libre para traslocarse al nlicleo y activar la transcripcion de genes pro-supervivencia como
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Bcl-xL, Bcl2, c-IAPs, c-FLIP. AKT también estimula la activacion de p38 MAPK que a su
vez favorece la trans-activacion de la subunidad RelA/p65 de NFkB [270].

También ha sido descrita la inactivacion de los factores pro-apoptéticos p53 y p73
mediante la fosforilacion por AKT. En el caso de p53 esta inactivacion se da mediante la
fosforilacion de las proteina Mdm2 (del inglés, murine double minute 2) en las S166 y S168
lo que promueve su localizacién en el nucleo donde desestabiliza p53 y aumenta su
degradacién a través de la via proteosomal [271-273]. Mediante la fosforilacion en S127
de la proteina YAP (del inglés, yes associated protein), se induce la inactivacién de p73
[274].

Ademds, AKT es capaz de fosforilar a GSK3B en la S9 e inhibirla (del inglés, glycogen
synthase kinase 3 beta) [275]. La inhibicibn de GSK3B inhibe la via intrinseca de la
apoptosis ya que GSK3p regula factores de transcripcion que controlan la expresion de
proteinas pro-apoptéticas ademas de promover la desorganizacién de microtdbulos y la
ruptura de la membrana mitocondrial por fosforilacién, ubiquitinacion y degradacion de
MCL1 (del inglés, myeloid cell leukemia sequence 1), un miembro antiapoptético de la
familia BCL-2 [276, 277].

GSK3B media la fosforilacion de las ciclinas D [278] y E [279] y factores de transcripcion
c-jun [280] y c-myc [281] que juegan un papel central en la transicion de G1 a S. Al GSK33
fosforilar la ciclina D y E asi como c-jun y c-myc, estos son exportados del ndcleo y
degradados en el citoplasma por el proteosoma, es decir que GSK3 esté involucrada en
la no progresion del ciclo celular, pero AKT es capaz de inhibir esta accién ya que la
fosforila e inactiva.

Ahora bien, la fosforilacion de PRAS40 y TSC2 por AKT favorece la activacion de mTORCL1
gue ademas de estimular el crecimiento celular e inhibir autofagia también es un regulador
critico en la proliferacion celular [282-284].

Por otra parte, AKT permite la activacion de un factor de iniciacién de la traduccion
implicado en la unién del RNA mensajero al ribosoma, el elF4E (del inglés, eukaryotic
translation initiation factor 4E). Esta regulacion es indirecta y la hace dependiente de la
activacion de mTORCL1. La activacién de este complejo hiperfosforila a una proteina
inhibitoria de elF4E denotada como 4 EBP1 (del inglés, phosphorylated 4E-binding
protein), que cuando esta hipofosforilada retiene a elF4E, de esta forma el factor de
iniciacion queda libre para participar en la iniciacion de la traduccion de mRNAs incluyendo
aguellos que codifican ciclina D1 y c-myc [285].

Igualmente AKT a través de la activacion de mTORCL1, es capaz de activar otra proteina
implicada en la traduccion de mRNAs, la quinasa S6K (del inglés, S6 ribosomal kinase)
cuya funcion es fosforilar la proteina ribosomal S6 y a elF4B que también forma parte de
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la maquinaria de iniciacion de la traduccion, lo cual se relaciona con incremento en la
traduccion mRNAs [286].

En algunas lineas celulares AKT promueve la progresion del ciclo celular en presencia de
dafio en el ADN, esto se explica porque AKT fosforila directamente en la serina 280 a la
proteina quinasa ChK1 (del inglés, DNA damage checkpoint kinase), involucrada en la
regulacion de la progresion de las fases G2/M en el ciclo celular [287, 288, 271, 289], lo
cual hace que Chk1l se localice en el citosol donde es fosforilada en la S345 por ATM y
ATR (del inglés, ATM and Rad3-related), ambas quinasas sensibles a dafio en el ADN,
inactivando su accion inhibitoria [288]. Todo este mecanismo de regulacion positiva de AKT
se puede ver resumido en la figura 4.2.
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Figura 4.2 Sefializacion de AKT mediada por activacion de receptores tirosina quinasa

Representacion esquemética de la activacion de AKT secundaria a la activacion de TRKs mediada
por factores de crecimiento. AKT fosforilado regula directa o indirectamente la, transcripcion de
proteinas anti-apoptoticas e inhibe proteinas pro-apoptoticas, adicionalmente favorece proliferacion
celular celular e inhibe autofagia.
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4.2.5 Sefnalizacion Ras/MAPK

Ras (del inglés, rat sarcome) es un miembro de la superfamilia Ras de pequefias GTPasas.
En mamiferos se encuentran tres isoformas codificadas por tres genes diferentes H-ras,
K-ras, and N-ras, los cuales se expresan en todos los tejidos y tipos celulares aunque con
patrones variables dependiendo del tipo celular y el estado de desarrollo [290].

Estructuralmente las tres isoformas constan de una regién N-terminal con alta homologia
donde se encuentra localizado el dominio efector (domino GTPasa), el dominio switch 1
(donde se unen proteinas activadoras de GTPasa) y el dominio switch 2 (donde se unen
proteinas intercambiadoras de nucle6tidos de guanosina). La region C-terminal es
altamente heterogénea y debido a modificaciones pos-trasduccionales (farnesilacion y
palmitoilacion) Ras tiene gran afinidad por la membrana plasmética (revisado en [291]).

Ras funciona como un interruptor. Cuando se encuentra unido GDP su estado es inactivo
y cuando esta unido GTP se encuentra activo. Los estados de activacion y desactivacion
de Ras son controlados por factores intercambiadores de nucleétidos de guanina (GEFs
del inglés, guanine nucleotide exchange factor) que potencian la forma activa de Ras al
catalizar la sustitucion del GDP por GTP; y por proteinas activadoras de GTPasa (GAPs
del inglés, GTPase activating proteins) que favorecen la forma inactiva de Ras al
incrementar la actividad GTPasa por lo tanto la hidrélisis de GTP a GDP (revisado en [292,
293)).

El incremento en la actividad de Ras (dependiente de la activacion de TKRs) resulta de la
estimulacion por Sos (del inglés, son of sevenless), un tipo de GEF cuya funciéon depende
de su localizacién y requiere la union a la proteina adaptadora Grb2 (del inglés, growth
factor receptor-bound protein 2). Una vez activados los TKRs, Grb2 se une mediante su
dominio SH2 directamente a los TKRs, o indirectamente mediante la formacién de
complejos con proteinas adaptadoras Gab o complejos Gab-Shp2 [294]. En el caso
especifico de la activacién del receptor 1 del FGF y de los Trks, Grb2 puede también unirse
a estos receptores a través de la proteina adaptadora FRS2 [295, 296)].

De esta forma Grb2, ahora ubicado cerca de la membrana plasmatica, recluta a Sos quien
se une a su dominio SH3 (del inglés, src Homology 3) a través de regiones ricas en prolina
ubicadas en su extremo C-terminal [297, 298]. La formacion de este complejo al parecer
requiere de Ezrin (proteina de unidn entre membrana plasmatica y citoesqueleto), actina F
y co-receptores [242]. Es asi que Sos tiene acceso a Ras y lo puede activar.

De esta manera Ras activado da curso a la sefializacién y activa la via de las quinasas
MAPK (del inglés, mitogen activated protein kinase) al favorecer la activacion de la primera
quinasa de esta via, la proteina Raf-1. Esto lo hace al unirse al dominio regulador N-
terminal de Raf-1 y reclutarla a la membrana plasmética lo cual induce un cambio de
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conformacion al parecer también influenciado por la defosforilacién de residuos serina
especificos, con lo cual el dominio quinasa de Rafl queda libre y activo. Sin embargo el
mecanismo exacto aun es motivo de controversia (revisado en [299]).

De esta forma Raf-1 forma un complejo estable con MEK1/2 (del inglés, MAP ERK Kinase)
y fosforila dos residuos conservados serina/treonina activandola [300]. MEK1/2 a su vez
fosforila dos residuos treonina y tirosina localizados en un motivo (T-E-Y) de las proteinas
MAPK, ERK1/2 (del inglés, extracellular signal-regulated kinase) también conocidas como
p42/Hh44 MAPK activandolas. Finalmente las ERKs activas regulan mediante fosforilacion
de muchos blancos citoplasméticos y nucleares que controlan funciones biolégicas
importantes como proliferacién y diferenciacion [301] e incluso muerte celular [302]

Dentro de los mecanismos usados por ERKs para favorecer la supervivencia celular se
encuentran la regulacion de proteinas pro y anti-apoptoticas de la familia BCL2. Las ERKs
favorecen fosforilacion de Bad en la S112 y asi junto con la fosforilacion en la S136
(dependiente de AKT) y la fosforilaciéon en la S155 (dependiente de la proteina quinasa A,
PKA) contribuye a su degradacion via proteinas 14-3-3. Esto lo hace de forma indirecta al
activar RSK (del inglés, ribosomal S6 kinase) y MSK1 (del inglés, stress-activated protein
kinase) [303-305].

Por otro lado los ERKs pueden reprimir la transcripcion de factores pro-apopt6ticos como
Bim, ya que fosforilan al factor de transcripcion FOXO3a (del inglés, forkhead box class O
3a) en tres residuos serina (S294, S344 y S425) favoreciendo su degradacion via
proteosoma por ubiquitinacibn mediada por Mdm2 [306]. Adicionalmente los ERks
favorecen la expresién de proteinas anti-apoptéticas como Bcl2, Bcl-xI y MCL1 a través de
la fosforilacion de CREB (del inglés, cAMP response element-binding) (revisado en [304]),
lo cual se ha relacionado con supervivencia neuronal [307]. Por otro lado, en neuronas la
activacion de CREB media ademas la complejidad y desarrollo dendritico y por lo tanto la
funcién neuronal [308]. Un resumen de la via es mostrado en la figura 4.3.

4.2.6 Sefalizacion PLCy

Otra de las moléculas de sefializacion corriente abajo de los TRKs es la fosfolipasa C
gamma (PLCy), una proteina citosolica que se trasloca a la membrana plasmatica luego
de la activacion de TRKs. PLCy forma parte de una familia de trece isoenzimas que se
caracterizan por tener en su estructura dominios X y Y que forman el dominio catalitico,
asi como varios dominios reguladores entre los cuales se encuentran un domino PH un
dominio SH3, un dominio SH2. La isoforma 1 de PLCy se expresa ampliamente en cerebro
siendo las neuronas las células que presentan los mayores niveles seguidas de los
oligodendrocitos y los astrocitos (revisado en [309]).
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Figura 4.3 Via RAS/MAPK/ERK mediada por activacion de receptores tirosina quinasa

Representacién esquematica de la activacién de ERK secundaria a la activacion de TRKs mediada
por factores de crecimiento.

El mecanismo de activacion de la PLCy se da mediante la unién directa a fosfotirosinas de
los TRKs activos, a través de sus dominios SH2 o mediante proteinas adaptadoras Gab, y
esta asociacion provoca la fosforilacion de la Y783 y la consecuente activacion de PLCy
[310]. Su activacion cataliza la hidrdlisis de fosfolipidos de membrana (PIP2) y la
subsecuente generacion de dos segundos mensajeros, diacilglicerol (DAG) e inositol
trifosfato (IP3), por medio de los cuales se regulan los niveles intracelulares de calcio y la
actividad de PKC (del inglés, protein kinase C). Esta via de sefalizacion es muy importante
en plasticidad sinaptica; sin embargo, también se ha visto relacionada con supervivencia
debido a que constituye una via alterna de activacién de ras ya que mediante su dominio
SH3 puede unir y activar a Sos [311]. IP3 induce la liberacion de calcio desde el RE lo cual
resulta en la activacién de varias enzimas reguladas por los niveles citoplasmaticos de
calcio incluyendo fosfatasas y quinasas. Por otro lado el DAG actia como cofactor de
algunas isoformas de PKC, es asi que en neuronas PC12 la activacion de PKC3d (una
proteina quinasa regulada por DAG) es requerida para el crecimiento neuritico y la
activacion de la sefializacion ERK (revisado en [223]). (Véase figura 4.4)
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Figura 4.4 Via PLCy RAS/MAPK/ERK mediada por activacién de receptores tirosina quinasa

Representacion esquematica de la activacion de PLCy secundaria a la activacion de TRKs mediada
por factores de crecimiento.

4.3 Objetivo especifico

Identificar el efecto del silenciamiento de los genes PINK1 o Parkin sobre la viabilidad de
células CAD tratadas con C2-ceramida.

4.4 Metodologia

4.4.1 Diferenciacion de las células CAD

Las células CAD silvestres, CAD shControl, CAD shPINK1 y CAD shParkin, se
diferenciaron durante cuatro dias en platos de cultivo de 6 pozos, para el analisis de
proteinas por western blot (180.000 células/pozo), asi como sobre vidriecillos de 12 mm
de didmetro para inmunofluorescencia (20.000 células/vidrio). Se siguié el protocolo
descrito por Arboleda et al. en [209] con algunas modificaciones que se describen en el
capitulo 3.



51
Capitulo 4: Viabilidad celular

Durante cada dia del proceso de diferenciacion se extrajo proteina y se evaluaron los
niveles de expresibn de algunas de las siguientes proteinas PSD95 (del inglés,
Postsynaptic Density protein 95), Sinapsina 1, RhoGAP29 (del inglés, Rho GTPase-
activating protein 29), ROCKII, PINK1 y Parkin. Como control de carga se utiliz6 la
expresion de B-actina. Se sigui6 el procedimiento general de western blot descrito en el
capitulo 3.

= Morfologia celular por microscopia confocal, utilizando faloidina como marcador
de mircrofilamentos.

* Luego de cada dia de diferenciacion, se retiré el medio de cultivo, la monocapa se lavo
1 vez con PBS precalentado a 37 °C, y las células se fijaron con PFA 4% durante 10
min.

= Se retir6 el PFA, y las células se permeabilizaron durante 10 min con una solucién de
0,1% de Tritébn X100 en PBS.

= Posteriormente se realizaron 3 lavados de 10 min con una solucion de bloqueo (1%
SFB, 1% BSA 'y 0,05% de tritobn X100 en PBS).

= Luego las células fueron incubadas durante 20 min exactos en una soluciéon 1X de
faloidina en buffer de bloqueo.

» Las células se lavaron 2 veces con 1 ml de PBS y una vez con agua destilada-
desionizada estéril, los vidriecillos se montaron en portaobjetos con el medio de
montaje con Hoescht y los bordes se fijaron con esmalte de ufias.

» Las laminas fueron guardadas en oscuridad a -20 °C hasta el momento de tomar las
fotos en el microscopio confocal.

4.4.2 Evaluacion de la tasas de crecimiento de las células CAD

Para conocer el desarrollo de las células CAD silvestres, CAD shControl, CAD shPINK1 y
CAD shParkin en cultivo, se realizaron dos abordajes metodoldgicos durante 6 dias, el
primero consistié en conocer el nimero de células y el segundo en evaluar la actividad
mitocondrial usando MTT. En ambos casos las células se cultivaron en DMEM 4,5 g/l de
glucosa suplementado con 10% de SFB y 4 mM de Glutamina o en DMEM 19/l de
galactosa suplementado con 10% de SFB y 4 mM de Glutamina.

= Conteo celular y realizacion de curvas de crecimiento.

El nimero de células viables y la evolucion del cultivo durante 6 dias, se conocié haciendo
conteos diarios con azul de tripano, un colorante vital que permite diferenciar las células
vivas (no tefidas) de las muertas (tefiidas). La tincion con azul de tripano y la utilizacién
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de una cdmara de Neubauer permiti6 hacer medidas de viabilidad y densidad celular (n°
células/ml).

Para esto, las células se sembraron en platos de 12 pozos a una densidad de 3.500
células/pozo. Se sembraron 12 pozos por cada linea celular, 6 de los cuales fueron
cultivados en medio con glucosa y los otros 6 en medio con galactosa. El procedimiento
fue el siguiente. Cada dia se procedio a contar el nimero de células en los pozos con cada
tipo de medio, para esto.

= Se retiraba el medio de los pozos y se lavaba la monocapa 1 vez con 500 ul de PBS
precalentado a 37 °C.

= Se adicionaban 100 ul de tripsina 1X a 37 °C durante 2 min, o hasta que se
desprendieran las células.

= Para inactivar la tripsina, se adicionaban 300 ul de medio suplementado con 10% de
SFB. Y se tomaba una alicuota para hacer el conteo manual de las células vivas,
usando cadmara de Neubauer y azul de tripano.

» Los resultados se expresaron en células/ml.

Para realizar las curvas de crecimiento, el numero de células contadas cada dia se
normaliz6 con respecto al numero de células contadas el dia 1, de esta manera se conocid
el incremento proporcional diario de cada linea celular, en cada medio de cultivo.

» MTTy evaluacion de la actividad mitocondrial

Se siguid el protocolo de MTT descrito en el capitulo 3. Las diferentes lineas celulares se
sembraron en platos de 96 pozos a una densidad de 1.000 células/pozo. La absorbancia
de cada dia se normaliz6 con respecto a la absorbancia del dia 1, de esta manera se
conocio el incremento proporcional diario de la actividad mitocondrial en cada linea celular
y en cada medio de cultivo.

4.4.3 Efecto de la C2C sobre lalinea neuronal SHSY5Y

= Diferenciacién de las células SHSY5Y

El cultivo de las células SHSYSY se realizd sobre material previamente tratado con poli-L-
lisina. Las células se cultivaron en DMEM-F12 suplementado con 10% de SFB y 1% de
glutamax y 1% de P/S. La diferenciacion se indujo sustituyendo el medio de cultivo por
DMEM-F12, 5% de SFB, 1% de glutamax, 5 yM de &cido retinoico y 1% P/S durante 5
dias.
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= Marcaje con MitoTracker® Red

El MitoTracker® Red es un fluorocromo catiénico lipofilico derivado de clorometil-rosamina,
gue tiene alta especificidad por las mitocondrias, inicialmente se acumula en estos
organelos debido a su potencial de membrana negativo, y luego es retenido dentro de la
matriz mitocondrial donde el grupo clorometil reacciona con grupos tioles presentes en
péptidos y proteinas para formar un conjugado que puede ser fijado con aldehidos
(revisado en [312] y articulos alli citados)

= Las células SHSY5Y se sembraron sobre vidrios de microscopia de 12 mm de
didmetro, pre-tratados con poli-L lisina a una densidad de 30.000 células/vidrio 12 mm,
luego del quinto dia de diferenciacion el medio fue sustituido por DMEM-F12 fresco (sin
suplementar) y las células se trataron con vehiculo (0,01 %v/v DMSO), IGF1 150 ng/ml,
C2C 10 uM o IGF1 por 30 min, seguido de C2C durante 6 h.

» Cumplidos los tiempos de incubacion, el medio de cultivo fue sustituido por DMEM-F12
puro (sin antibidticos y sin SFB) precalentado a 37 °C. Las mitocondrias fueron
marcadas con MitoTracker® Red CMXRos a una concentracion final de 200 nM
durante 30 min.

= Luego se hicieron dos lavados con 2 ml de DMEM F-12 puro precalentado a 37 °C y
las células se incubaron durante 5 min, este proceso se repitié 3 veces.

= Las células fueron fijadas con PFA al 4 % durante 10 min y permeabilizadas con
acetona fria durante 120 s exactos, luego se lavaron 2 veces con 1 ml de PBS y una
vez con agua destilada-desionizada estéril, los vidriecillos se montaron en portaobjetos
con el medio de montaje con Hoescht y los bordes se fijaron con esmalte de ufas.

» Las ldminas fueron guardadas en oscuridad a -20 °C hasta el momento de tomar las
fotos.

Las imagenes, se adquirieron usando un microscopio confocal Leica DM IRE2 con objetivo
de 63X de inmersion en aceite y apertura numérica de 1,4. Se capturaron imagenes de
células Unicas con un zoom de 4X, se registraron 25 secciones Opticas cada 0,1 um,
usando de forma independiente el laser HeNe 1 MW (543 nm) para el MitoTracker® Red
y el laser diodo 17 MW (405 nm) para Hoescht. Por cada condicion, se seleccionaron 30
células que estuvieran aisladas. Las secciones 6pticas de cada célula fueron fusionadas
con la proyeccion de méaxima intensidad usando el programa ImagedJ, compilacion
ConfocalUniovi ImageJ. versiéon 1.51.

= Microscopia de células vivas, marcaje con MitoTracker® Green

Para evaluar la movilidad mitocondrial, las células SHSY5Y se sembraron en 2 ml de medio
de diferenciacion, sobre cajas de 35 mm de fondo de vidrio pre-tratadas con poli-L lisina,
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a una densidad de 150.000 células/caja. Luego del quinto dia de diferenciacion el medio
fue sustituido por DMEM-F12 fresco (sin suplementar) y las células se trataron con
vehiculo (0,01 %v/v DMSO), IGF1 150 ng/ml, C2C 10 uM o IGF1 por 30 min, seguido de
C2C durante 6 h. Una vez cumplido el tiempo de incubacién de los diferentes tratamientos,
se adicioné el MitoTracker® Green, para esto se prepard a partir de la solucion madre [1
mM] en DMSO, una solucion patrén de trabajo de [2 uM] en DMEM-F12, y se adicionaron
10 pl a cada caja, para una concentracién final de trabajo de 20 nM. Las células se
incubaron durante 20 min a 37 °C. Transcurrido este tiempo, se realizaron dos lavados de
3 min con DMEN-F12 precalentado a 37 °C e inmediatamente se procedi6 a la tomar las
fotos usando el sistema spinning disk.

Es necesario tener en cuenta las siguientes recomendaciones: (1) Las células deben estar
siempre a 37 °C. (2) El tiempo de incubacion con el MitoTracker® Green no debe superar
los 20 min, tiempos superiores se asociaron a fusion de las redes mitocondriales y no se
observa movilidad. (3) Luego de retirar el mitotracker y lavar las células, las peliculas e
imagenes deben registrarse en el menor tiempo posible, antes de 30 min.

Se tom6 1 foto cada 3 s durante 3 min, con un aumento de 60X. La secuencia de fotos fue
analizada usando el plugin Multi Kymograph de Image J win 64 FIJI.

=  Western blot y microscopia electronica

Para analizar las proteinas de fusion-fision mitocondrial, asi como las relacionadas con la
via de supervivencia PI3K/AKT. Y para el analisis por microscopia electrénica de
transmisién, se siguio el siguiente procedimiento:

Las células se sembraron en cajas de Petri de 10 cm de diametro tratadas con poli-L-lisina,
a una densidad de 1.000.000 células/plato, en DMEM-F12 (10% SFB, 1% de glutamax, 1%
de P/S), 24 horas luego el medio era sustituido por medio de diferenciacion. Luego del
quinto dia de diferenciacion, el medio se sustituyé por DMEM libre de suero y se aplicaron
los diferentes tratamientos: vehiculo (0,01 %v/v DMSO), IGF1 150 ng/ml, C2C 10 uM, C2C
50 uM o IGF1 (150 ng/ml) por 30 min, seguido de C2C (10 uM o 50 pM) durante 6 h.

Luego de la incubaciéon con los diferentes tratamientos, se lavo la monocapa 1 vez con
PBS estéril. (1) Las células destinadas para analisis por western blot se tripsinizaron y se
siguié el protocolo estandar descrito en el capitulo 3. (2) Las células usadas en
microscopia, se desprendieron mecanicamente con un raspador o rastrillo, se
centrifugaron a 900 rpm, se descart6 el sobrenadante y el pellet fue procesado en el
departamento de neuropatologia de UKE por el Prof. Dr. Christian Hagel (Assistant Medical
Director).
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4.4.4 Andlisis de viabilidad celular de células CAD

La viabilidad fue analizada por tres métodos, se midid: (1) Actividad mitocondrial por MTT,
(2) % de liberacion de LDH y (3) marcaje con AV/IP mediante citometria de flujo.

En el capitulo 3, se describe la metodologia utilizada para los ensayos de MTT y de
liberacion de LDH.

= Citometria de flujo ensayo de muerte celular con anexina V-Alexa fluor 488 y
yoduro de propidio

= Las células CAD shControl, CAD shPINK1 y CAD shParkin se cultivaron durante 3 dias
en medio de diferenciacion, sobre platos de 6 pozos pre-tratados con Poli-L-Lisina
(200.000 células/caja), posteriormente se aplicaron los tratamientos.

= Los tratamientos consistieron en: IGF1 (100 ng/ml), C2C (25 uM), IGF1 (100 ng/ml) por
30 min + C2C (25 uM), C2C (10 yM), IGF1 (100 ng/ml) por 30 min + C2C (10 yM), SFB
(10 %) y HBSS. El tiempo de incubacion fue de 6 horas para todos.

» Adicionalmente como control de tratamiento, las células se incubaron con 0,1 % v/v de
DMSO (vehiculo donde se diluy6 la C2C).

» Se prepararon tres controles adicionales: (1) Control sin tincion (para ubicar la
poblacion de estudio en la grafica FSC-SSC); (2) control positivo de necrosis (H20, 10
mM por 2 h); (3) control positivo de apoptosis (estaurosporina 250 nM por 2 h). Las
concentraciones de estaurosporina y H.O, usadas como controles fueron
estandarizadas previamente (véase anexo C).

» Una vez cumplidos los tiempos de incubacion, se retiré el medio y la monocapa se lavé
1 vez con PBS frio.

» Las células se desprendieron con 200 pl tripsina 1X durante 1 0 2 min.

» La tripsina fue neutralizada, adicionando 1 ml de DMEM con 10% de SFB, las células
se recogieron en tubos eppendorf de 1,5 ml.

= Se sigui6 el protocolo recomendado por el fabricante del kit, Alexa Fluor® 488 annexin
V/Dead Cell Apoptosis Kit with Alexa® Fluor 488 annexin V and PI for Flow Cytometry
V13245 de invitrogen, con algunas modificaciones descritas a continuacion:

» Las células se centrifugaron a 1200 rpm durante 3 min a 4°C y se lavaron 1 vez con
PBS frio.

» Se descart6 el sobrenadante y los pellets fueron resuspendidos en 200 ul de buffer
binding 1X anexin para una densidad de 10° células/ml.

» Se adicionaron 10 pl de la solucion Alexa Fluor® 488 annexin V y 2 pl de la solucion
de trabajo de yoduro de propidio 100 pg/mL.

» Las células se incubaron durante 15 min a temperatura ambiente.

» Luego de la incubacion, las células se centrifugaron 1200 rpm durante 3 min a 4°C, se
retir6 el sobrenadante y se adicionaron 500 ul de buffer binding 1X anexin frio o un
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buffer de lavado preparado en el laboratorio (10 mM de HEPES, 140 nM NacCl, 2,5 nM
CaCl; a pH 7,4).

= Se volvieron a centrifugar (1200 rpm durante 3 min a 4°C), se retird el sobrenadante y
el pellet fue resuspendido en 1 ml de buffer binding 1X anexin frio.

* Los tubos fueron mantenidos en hielo hasta el momento de la lectura.

= Lalectura se realiz6 en el laboratorio de los Servicios Médicos Yunis Turbay en Bogot4,
bajo la supervision del Dr Juan José Yunis, en un citbmetro acustico Attune Flow
Cytometry, Life Technologies.

= La compensacion del equipo se hizo con perlas, se uso el filtro PE para leer yoduro de
propidio y el filtro FITC para leer anexina V-488. Se registraron 10.000 eventos por
condicion

» Los datos fueron analizados usando el software Flow Jo V10, para detalles, véase
anexo D.

4.4.5 Analisis del efecto del silenciamiento de PINK1 y Parkin
sobre proteinas implicadas en via PI3K/AKT activada por
IGF1y bajo un contexto neurotoxico inducido por C2C.

Las células CAD shControl, CAD shPINK1 y CAD shParkin fueron cultivadas sobre cajas
pre-tratadas con Poli-L-Lisina de 3,5 cm de diametro (250.000 células/caja). Las células se
trataron con vehiculo (DMSO 0,01 % v/v), IGF (100 ng/ml), C2C (25 uM) o IGF1 (100 ng/ml)
por 30 min + C2C (25 uM) durante 6 h. Adicionalmente las células CAD shControl y CAD
shPINK1 fueron tratados con IGF1 (100 ng/ml) durante 15 min, 1 h o 6 h.

En todos los casos se siguio el protocolo estandar de western blot (descrito en el capitulo
3), en general, se analizaron las siguientes proteinas: AKT total, pAKT (S473), mTOR total,
p mMTOR (S2448), ERK 1/2 total, pERK 1 (T202), pERK 2 (Y204), Rictor total, pRictor
(T1135), pJNK (T183/Y185), P38 total, pP38 (T180/Y182), IGF1R total, pIGF1R (Y1161),
pIRS1 (S636/S639), pGSK3pB (S9)y HK. Como control de carga se utilizo B-actina.

45 Resultados

Inicialmente se determiné el dia de diferenciacion de las células CAD en el cual se
realizarian los experimentos posteriores. Para esto, las células CAD se cultivaron durante
4 dias en medio de diferenciacion. Cada dia se extrajo proteina para evaluar por western
blot algunas asociadas a diferenciacion neuronal como: PSD95, una proteina
postsinaptica; Sinapsina 1, una proteina asociada a las vesiculas singpticas; RhoGAP29,
un inhibidor de RhoA, esta Ultima se asocia a un efecto negativo sobre la formacién y
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mantenimiento de espinas dendriticas [313], ROCKII la proteina efectora de la actividad de
RhoA, PINK1 y Parkin.

Los resultados indicaron que luego de tres dias de cultivo en medio de diferenciacion las
células CAD mostraron formacion de procesos tipo neuritas, asociados a diferenciacion
neuronal (véase figura 4.5 B) y mayores niveles de expresion de PINK1 y Parkin, asi mismo
se aprecié un incremento en la expresion de PSD95 (vease figura 4.5 A). Un hallazgo
importante fue que luego del dia tres los niveles del inhibidor de RhoA (RhoGAP29)
disminuyeron, mientras que los de su efector (ROCKII) mostraron una leve tendencia a
disminuir (veése figura 4.5 A). Este resultado sin duda fue inesperado ya que previos
estudios han reportado que la inhibicibn de RhoA es un evento importante en la
diferenciacién neuronal [314]. En ese sentido nosotros esperdbamos que a medida que el
proceso de diferenciacién se fuera estableciendo, se incrementaran los niveles del
inhibidor de RhoA (RhoGAP29) y disminuyeran los de su efector corriente abajo ROCKII;
sin embargo, observamos una disminucién drastica en RhoGAP29 que no se asocié a un
incremento en ROCKII. Esto nos hace pensar en dos cosas: (1) que RhoGAP29 en este
modelo no es especifica de RhoA, y por lo tanto su disminuciéon no se asocia a un
incremento en la actividad de RhoA, o (2) que el proceso de diferenciacion de esta linea
neuronal depende mas de Rac, la cual actia de forma opuesta a RhoA para regular la
maduracién neuronal (revisado en [315]).

Teniendo en cuenta que a partir del tercer dia de supresién de SFB, las células CAD
adquirian morfologia similar a neuronas, todos los experimentos de este trabajo (a menos
gue se especifique lo contrario), se realizaron entre el tercer y cuarto dia de diferenciacion,
cuando las células CAD tuvieron mayor expresion de PINK1 y Parkin, morfolégicamente
presentaron prolongaciones citoplasmaticas tipo neuritas y adicionalmente mostraron
expresion de proteinas pre y post-sinapticas.

4 5.1 El silenciamiento de PINK1 afect6 la diferenciacion neuronal
de las células CAD

Basado en la informacion anterior se decidié conocer si el silenciamiento de PINK1 o de
Parkin afectaba la diferenciacion morfologica de las células CAD. Se aprecié que las
células silenciadas para PINK1, tuvieron menos prolongaciones tipo neuritas en
comparacion con las células CAD shControl (véase figura 4.6 A). En cuanto a las células
silenciadas para Parkin, éstas también mostraron diferencias morfolégicas comparadas
con las células control, pero no fueron tan evidentes como en las silenciadas para PINK1.
En ambos casos los cambios morfolégicos no se relacionaron con diferencias en la
expresion de ROCKIl o RhoGAP29 al cuarto dia de suprimir el SFB (véase figura 4.6 A).
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Figura 4.5 Las células CAD incrementan la expresion de PINK1 y Parkin luego del tercer dia
de diferenciacién

(A) Western blot de células CAD cultivadas durante 4 dias en medio de diferenciacion, se analizaron
las siguientes proteinas: PINK1, Parkin, proteinas asociadas a remodelacion de actina (RhoGAP29
y ROCKII), la proteina de postsinapsis PSD95 y la proteina de presinapsis, sinapsina 1. (B)
Microfotografias confocales con objetivo 60X, de células CAD, luego de 2 y 3 dias de diferenciacion.
En verde Faloidina, niicleos en azul marcados con Hoescht.

Se aprecié que en los dias 1 y 2 los niveles de ROCKIl y RhoGAP29 estuvieron mas
elevados en las células silenciadas para PINK1 y Parkin; es posible que este hecho retarde
el proceso de diferenciacién morfoldgico en las neuronas CAD. Sin embargo, no se pudo
realizar el analisis luego del quinto dia, pues las células silenciadas se desprendieron,
incluso cuando éstas fueron sembradas sobre polilisina o matrigel. Esto indicé que en
nuestro modelo de estudio, el silenciamiento de PINK1 afecté la diferenciacion morfolégica
de las neuronas CAD. Sin embargo, el mecanismo molecular que regula el proceso de
diferenciacion en las células CAD es desconocido lo cual dificulté la interpretacion de los
resultados. Por esta razon actualmente estamos evaluando el efecto del silenciamiento de
PINK1 sobre la maduracion de espinas dendriticas en cultivos primarios de neuronas
hipocampales de ratén. Los resultados preliminares se muestran en el anexo F.
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Figura 4.6 El silenciamiento de PINK1 o Parkin altera la diferenciacion de células CAD

(A) Microfotografias de células CAD. Luego de 1 o 4 dias en medio de diferenciacion. (B) Verificacion de la expresion de PINK1 por
inmunofluorescencia (IF) de células CAD shControl y CAD shPINK1 luego de tres dias de diferenciacion. (C) Verificacion de la expresiéon de Parkin
por IF de células CAD shControl y CAD shParkin luego de tres dias de diferenciacion. (D) Western blot de ROCKII, RhoGAP29 y 3-actina de células
CAD shControl, CAD shPINK1 y CAD shParkin, cultivadas en medio de diferenciacion hasta por 4dias. (Dias: se refiere a los dias de cultivo en
medio de diferenciacién). CIN: Contraste de interferencia de Nomarski. (Pagina siguiente)
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Figura 4.6 (continuacion)
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Capitulo 4: Viabilidad celular

4.5.2 El silenciamiento de PINK1 afecta la actividad mitocondrial y
disminuye la tasa de crecimiento de las células CAD.

El siguiente paso fue conocer el efecto que tenia el silenciamiento de PINK1 o Parkin,
sobre la tasa de crecimiento de las células CAD, asi como su actividad mitocondrial. Para
esto se hizo una curva de crecimiento durante 6 dias de cultivo en medio DMEM con
glucosa o en DMEM sin glucosa suplementado con galactosa.

Las células en cultivo obtienen energia principalmente de la glicolisis, es asi que aun
cuando exista una alteraciébn en la cadena respiratoria, éstas pueden crecer. El
metabolismo de la galactosa por glicdlisis es mucho mas lento que el de la glucosa, esto
hace que las células deban oxidar piruvato a través del ciclo de Krebs y produzcan ATP a
través de la cadena respiratoria. Es decir, que células con cadenas respiratorias deficientes
tendran alteraciones en el crecimiento cuando se pongan en medio con galactosa ([316] y
referencias alli citadas).

Los resultados de las curvas de crecimiento mostraron que las células CAD silenciadas
para PINK1 luego del cuarto dia de cultivo tuvieron una menor tasa de crecimiento en el
medio con glucosa. Sin embargo, este hallazgo no fue significativo desde el punto de vista
estadistico (véase figura 4.7 A). Este resultado se correlacion6 con una menor actividad
mitocondrial medida por la formacion de formazan utilizando MTT (véase figura 4.7 B).

En general, cuando las células CAD se cultivaron en medio con galactosa, disminuyeron
la tasa de crecimiento, comparada con la observada en los cultivos realizados en medio
con glucosa (véase figura 4.7 A y C), resaltando la importancia del metabolismo de la
glucosa en el de esta linea neuronal. Sin embargo, las células silenciadas para PINK1,
luego del tercer dia de cultivo detuvieron su crecimiento (véase figura 4.7 C). Este resultado
es consistente con previos estudios que demostraron que la deficiencia de PINK1 altera la
respiracion mitocondrial y activa mecanismos metabdlicos adaptativos como el incremento
de la glicdlisis [317-319]. Se ha reportado gque el blogueo de la glicélisis en MEF deficientes
de PINK1 induce una rapida muerte celular [317].

En conclusion el silenciamiento de PINK1, retardd el crecimiento celular en presencia de
glucosa e impidio la progresion del cultivo en presencia de galactosa. Estos cambios se
asociaron a una menor actividad mitocondrial, lo cual fue un primer indicador, que en el
modelo de células CAD, el silenciamiento de PINK1 alter6 la funcién mitocondrial.

En cuanto a las células silenciadas para Parkin, éstas no mostraron diferencias en sus
tasas de crecimiento o actividad mitocondrial comparadas con las células CAD silvestres
y CAD shControl en las condiciones antes mencionadas (véase figura 4.7).
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