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RESUMEN




Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por la muerte de las neuronas de forma
selectiva y progresiva que lleva a la pérdida de funciones primordiales, y muchas veces vitales,
en distintas zonas del cerebro. Se desarrollan, por lo general, en una forma familiar hereditaria
y una esporadica, siendo esta ultima la de mayor prevalencia. En lineas generales, presentan
ciertas caracteristicas moleculares que parecen ser comunes a todas ellas: la presencia de
estrés oxidativo y agregados patoldgicos de proteinas, lo que desencadena proteotoxicidad y
disfuncién mitocondrial.

La formacidn de agregados proteicos intra- o extracelulares ha sido objeto de estudio
recurrente en estas patologias. Estas proteinas se encuentran, por lo general, mal plegadas,
con predominio de estructuras en ldmina B, lo que lleva a la formacion de oligdmeros en
primer lugar, que luego se transforman en fibrillas y, por Ultimo, en agregados
macromoleculares.

La a-sinucleina es una proteina de bajo peso molecular (19 kDa) a la que se le han
atribuido diversas funciones bioldgicas entre las que se encuentran la regulacién de la
plasticidad sindptica y el flujo y liberacion de vesiculas sinapticas en el proceso de
neurotransmisién. Sin embargo, la sobreproduccion de la proteina o su agregacion patoldgica
son marcadores comunes en un conjunto de enfermedades neurodegenerativas llamadas
sinucleinopatias, entre las que se incluye a la enfermedad de Parkinson.

En este trabajo, entonces, buscamos conocer la respuesta neuronal ante la
sobreexpresidn de la a-sinucleina inducida por dos mecanismos diferentes: la transfeccidon de
una linea neuronal con la forma salvaje de la proteina y el tratamiento con un pesticida cuya
exposicién ha demostrado ser inductora de parkinsonismo.

En el primer capitulo, sabiendo que una caracteristica aun no completamente
dilucidada es la relacidn de la a-sinucleina con los lipidos, estudiamos el rol de la via de la
fosfolipasa D1 (PLD1) y su producto, el acido fosfatidico, en la respuesta a la sobreexpresion de

la a-sinucleina. Utilizamos la linea celular IMR32 transfectada con la forma salvaje de la a-

Vi



sinucleina (WT a-sin) y como controles, la misma linea sin transfectar (st) y transfectada con el
vector vacio (vv). La sobreexpresion de la a-sinucleina, que fue de entre 2 y 3 veces mayor que
en los controles, provocd una significativa disminucidn de los niveles del marcador neuronal
neurofilamento liviano y alteraciones en el citoesqueleto de actina, todos estos efectos se
reflejaron en una disminucién en la viabilidad celular de un 20 %, por lo que consideramos que
el modelo de trabajo representaba los estadios tempranos de la neurodegeneracion asociada a
las sinucleinopatias.

Se observo que la sobreexpresién de la a-sinucleina causd la disminucién tanto de los
niveles proteicos como de ARNm de la PLD1, asi como también de la actividad de la enzima, lo
cual se manifesté con una menor produccién de acido fosfatidico. La inhibicién de la PLD1
inducida por el aumento de expresién de la a-sinucleina provocé defectos en la sefializacién de
las quinasas 1 y 2 reguladas por sefiales extracelulares (ERK1/2) representados por una
disminuida expresion y fosforilacion de estas quinasas, asi como su secuestro en la fraccion
nuclear.

Con estos datos, y para dilucidar una posible relacién entre la PLD1, las ERK1/2 y la a-
sinucleina, utilizamos un inhibidor farmacolégico de la PLD1 en células st y observamos que el
inhibidor produjo una disminucién en la fosforilacion de las ERK1/2 y un cambio en su
distribucidn subcelular, translocando al ntcleo en el caso de las células tratadas con inhibidor.
Este efecto se vio potenciado en las células WT a-sin, lo que indicaria una relacién entre la
inhibicion de la expresion y la actividad de la PLD1 y la desregulacidn de la via de las ERK1/2
con su predominante localizacién nuclear. El uso de este inhibidor selectivo de la actividad de
la PLD1 en neuronas st también demostré que el bloqueo farmacolégico de esta via de
sefializacion provocaba una marcada disminucion en la expresién del neurofilamento liviano.
En células WT a-sin la inhibicién farmacoldgica de la via de la PLD1 y de las ERK1/2 provocd

una drastica disminucion de los niveles del neurofilamento liviano que fueron practicamente
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indetectables, potencidndose, de este modo, los resultados hallados en presencia de
sobreexpresidn de la a-sinucleina.

Para corroborar observado, realizamos un ensayo de recuperacion de funcién
realizando una transfeccidn transitoria de células WT a-sin con las formas constitutivamente
activas de la PLD1, la fosfolipasa D2 y de las ERK1/2 para luego analizar la expresion del
neurofilamento liviano. Observamos una recuperacion en los niveles de expresion de este
neurofilamento en células positivas para PLD1 y ERK1/2 en neuronas WT a-sin. También
analizamos la expresion del marcador de apoptosis caspasa-3 clivada que resulté aumentado
significativamente cuando se sobreexpresd la PLD1 de forma transitoria. Esto nos llevé a
concluir que ante la sobreexpresién de la a-sinucleina las neuronas adoptan una estrategia de
supervivencia en detrimento de la pérdida del neurofilamento liviano y, consecuentemente,
del fenotipo neuronal.

En el segundo capitulo utilizamos el pesticida maneb, un agroquimico asociado con la
induccion de sindrome parkinsoniano, y evaluamos su efecto en las lineas celulares vwv y WT a-
sin. Encontramos que el tratamiento con el pesticida produjo un incremento de la muerte
celular acompafiado de un aumento de las especies reactivas de oxigeno y de la permeabilidad
de la membrana plasmadtica. La sobreexpresidn de la a-sinucleina resultd ser protectora frente
al pesticida. Esta observacion se vio acompafiada por un aumento en la expresidon de dos
enzimas del sistema de defensa antioxidante, superdxido dismutasa y glutamato-cisteina
ligasa.

También evaluamos la expresion y la fosforilacidon de la a-sinucleina, y observamos que
el tratamiento con el pesticida aumentd la expresidn de esta proteina, algo que no sucedid
cuando la proteina ya se encontraba sobreexpresada. La fosforilacién de la a-sinucleina se vio
significativamente aumentada por tratamiento con maneb en el caso de células vv, y no hubo
cambios en las células WT a-sin con respecto al control. También evaluamos la fosforilacion de

Tau como marcador de neurodegeneracién y encontramos que los niveles de pTau
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aumentaron tanto por exposicion al pesticida como por sobreexpresion de la a-sinucleina,
siendo auin mayor este incremento en las células WT a-sin tratadas con maneb.

También tratamos a las células con el antioxidante N-acetilcisteina para determinar las
implicancias del incremento de especies reactivas de oxigeno inducido por maneb en la
expresion de la a-sinucleina, y encontramos que efectivamente la expresidon de la proteina
disminuyd por tratamiento con el antioxidante tanto en células vv como WT a-sin.

Para indagar en los mecanismos de sefializacidon involucrados en la respuesta a la
toxicidad del pesticida, estudiamos el estado de la via fosfatidilinositol 3 quinasa/proteina
quinasa B/y el factor de transcripcion FoxO3a (PI3K/Akt/FoxO3a). Encontramos que Akt
incrementaba su expresion en el nucleo con el tratamiento con maneb, de igual manera en
células vwv y WT a-sin, mientras que su fosforilacion se veia incrementada tanto en el citosol
como en el nucleo de las dos lineas celulares trabajadas. En el caso de FoxO3a, su expresion se
vio aumentada por sobreexpresion de la a-sinucleina y conjuntamente con el tratamiento con
maneb; su fosforilacion aumentd de forma muy significativa por tratamiento con maneb en
ambas lineas celulares.

Evaluamos, en ultimo lugar, la alteraciéon de la expresidon de FoxO3a y la viabilidad
celular por tratamiento con el inhibidor de PI3K LY294002. Encontramos un aumento de la
expresion del factor de transcripcidén por tratamiento conjunto con el inhibidor y el pesticida
en las dos lineas celulares. En cuanto a la viabilidad, el tratamiento con inhibidor y pesticida
produjo una disminucidn significativa de igual magnitud tanto en células vv como WT a-sin.

Podemos decir entonces que la respuesta al dafio inducido por maneb y la protecciéon
por sobreexpresion previa de la a-sinucleina en este modelo celular podria estar siendo
mediada por la via PI3K/Akt/Fox0O3a.

En resumen, en este trabajo de tesis se caracterizé el rol de dos vias de sefializacién
dependientes de la produccién de lipidos bioactivos en procesos de dafio neuronal asociados

con sinucleinopatias.



SUMMARY




Neurodegenerative diseases are characterized by neuronal death in a selective and progressive
manner leading to the gradual loss of functions in different brain areas. These disorders mostly
develop in a sporadic form, being a small percentage due to inheritance. In general, these
neurodegenerative disorders have share different molecular features, namely, the presence of
oxidative stress and pathological protein aggregates, both of which lead to proteotoxicity and

mitochondrial dysfunction.

The formation of intra- or extracellular protein aggregates in these pathologies
constitutes a subject of recurrent study. These proteins are generally misfolded, with a
predominance of B-sheet structures, which leads to the formation of oligomers, fibrils, and,
finally, macromolecular aggregates.

a-Synuclein is a small protein (19 kDa) that has been extensively studied for its
structural and biophysical properties. Several biological functions have been attributed to a-
synuclein, namely, the regulation of synaptic plasticity and the flow and release of synaptic
vesicles in the neurotransmission process. However, its overexpression and pathological
aggregation are hallmarks in a group of neurodegenerative disorders grouped under the name
of synucleinopathies, including Parkinson's disease.

This thesis work aimed to study the neuronal response to a-synuclein
overexpression induced by two different methods: transfection of a neuronal cell line with the
wild type form of human a-synuclein and the treatment with an agrochemical pesticide that
has been shown to induce parkinsonism.

In the first chapter, on the base of the still not fully dilucidated relationship between
a-synuclein and lipids, we studied the role of the phospholipase D1 (PLD1) pathway and its
product, phosphatidic acid, in the response to a-synuclein overexpression. For this purpose,
human IMR32 neuroblastoma cells transfected with either the wild type form of a-synuclein

(WT a-syn) or the empty vector (vv), and the untransfected cell line (st) were used as



experimental models. WT a-syn cells, which displayed a-synuclein levels 2-3-fold higher than
the controls (st and vv), showed a significant decrease in the levels of the neuronal marker
neurofilament light chain, alterations in the actin cytoskeleton, and a decreased cell viability of
20%. This characterization allowed us to propose this biological model as representative of
early-stage neurodegeneration associated with synucleinopathies.

We also observed that a-synuclein overexpression caused a decrease in the protein
and mRNA levels of PLD1, as well as in the activity of the enzyme, which was manifested by a
lower production of phosphatidic acid. Also, the inhibition of PLD1 induced by a-synuclein
overexpression caused an impairment in extracellular signal-regulated kinases (ERK1/2)
signaling mainly represented by the decreased expression and phosphorylation of both kinases
as well as their sequestration in the nuclear compartment.

To elucidate a possible cross-talk between PLD1, ERK1/2, and a-synuclein, we used a
pharmacological inhibitor of PLD1 in st cells. In these conditions, PLD1 inhibition caused a
decrease in the phosphorylation level of ERK1/2 and a predominantly nuclear localization of
these kinases. These effects were enhanced in WT a-syn cells, which would indicate a cross-
talk between a-synuclein overexpression-induced PLD1 downregulation and the changes
observed in ERK1/2 pathway. Moreover, PLD1 inhibition in st cells also triggered the decreased
expression of the neurofilament light chain, and pharmacological inhibition of the PLD1 and
ERK1/2 pathways in WT a-syn cells provoked almost the loss of the expression of the neuronal
marker, showing potentiated effects in the latter case.

To support these findings, we performed function recovery assays by inducing the
transient expression of the constitutively active forms of PLD1, phospholipase D2, and ERK1/2
in WT a-syn cells. The restoration of PLD1 and ERK1/2 level in WT a-syn cells was able to
recover the expression level of the neurofilament light chain. We also observed that the

recovery of neurofilament light chain expression also triggered an increase in the apoptotic
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marker cleaved caspase-3. This led us to conclude that a-synuclein overexpression triggers a
survival strategy in neurons that is characterized by the loss of the neurofilament light chain
and, consequently, loss of the neuronal phenotype.

In the second chapter, we evaluated the effect of the pesticide maneb, an
agrochemical associated with the induction of parkinsonian syndrome, on vv and WT a-syn
cells. We found that maneb treatment caused an increase in cell death, accompanied by the
generation of reactive oxygen species and increased plasma membrane permeability. The
exposure to the pesticide showed to be less harmful in neurons with a-synuclein
overexpression than in control cells. The protection exerted by a-synuclein overexpression was
accompanied by the increased expression of two enzymes of the antioxidant defense system:
superoxide dismutase and glutamate-cysteine ligase.

Maneb exposure increased a-synuclein expression and phosphorylation only in vv
cells. Tau phosphorylation was also evaluated as a marker of neurodegeneration. p-Tau levels
increased both by the exposure to the pesticide and by a-synuclein overexpression, being this
increase even greater in the WT a-syn cells.

To study the relationship between maneb-induced increase of reactive oxygen
species and a-synuclein expression, we utilized the antioxidant N-acetyl-cysteine in our
experiments. N-acetyl-cysteine decreased the levels of a-synuclein expression in vv and WT a-
syn cells. To investigate the signaling mechanisms involved in the neuronal response to maneb
toxicity, we studied the PI3K/Akt/FoxO3a pathway. We found that Akt expression was
increased in the nuclear compartment of vw and WT a-syn cells treated with maneb. However,
Akt phosphorylation was found to be increased in the cytosolic and nuclear compartments of
both cell lines treated with the pesticide. Similar results were observed in FoxO3a expression

and phosphorylation in both cell lines.
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Finally, we evaluated the alteration of FoxO3a expression and cell viability by
treatment with the PI3K inhibitor LY294002. We found an increase in the transcription factor
expression induced by the cotreatment of maneb and the PI3K inhibitor in vv and WT a-syn
cells. In terms of cell survival, the treatment with LY294002, together with the pesticide,
produced a similar decrease in cell viability in both cell lines. Based on these results, it can be
concluded that the PI3K/Akt/FoxO3a pathway could mediate the response to maneb-induced
damage in vv cells and that the neuroprotection exerted by a-synuclein overexpression could
be mediated by different mechanisms that still need to be elucidated.

In summary, this work characterized the role of two signaling pathways that produce

bioactive lipids in neuronal damage processes associated with synucleinopathies.
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