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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson (EP) es el segundo trastorno neurodegenerativo mas comun en
la poblacion mundial. Esta patologia es causada principalmente por la degeneracion y muerte
progresiva de las neuronas dopaminérgicas de la substantia nigra pars compacta (SNpc). La
sefializacion celular en la EP ha sido y es uno de los aspectos mas estudiados de la
enfermedad, para tratar de comprender su etiopatogenia y encontrar nuevas dianas
terapéuticas que permitan un tratamiento mas especifico de la enfermedad. Un componente
clave en la muerte de las neuronas dopaminérgicas es el estrés oxidativo (EO), sin embargo,
poco se sabe sobre el papel que juega la sefializacién mediada por las fosfolipasas D y A2
(PLD y PLAZ2, respectivamente) en este evento que inicia en etapas tempranas de la EP. El
objetivo de este trabajo de tesis fue caracterizar el rol que cumplen las isoformas mas
importantes y estudiadas de las enzimas PLD y PLA2 en la respuesta neuronal frente al dafio
oxidativo. Para esto, se utilizaron como estimulo la 6-hidroxidopamina (6-OHDA) y la
sobrecarga de hierro (Fe), dos agentes neurotdxicos ampliamente utilizados en el estudio de

esta patologia.

La exposicion neuronal a la 6-OHDA, un analogo hidroxilado de la dopamina, constituye
una estrategia Util para estudiar los eventos moleculares asociados con la muerte neuronal en
la EP. La 6-OHDA aumenta los niveles de oxidantes celulares y deteriora la cadena
respiratoria mitocondrial, promoviendo asi la lesion neuronal y la muerte. A pesar del uso
extensivo de 6-OHDA en modelos animales, los eventos moleculares precisos
desencadenados por este neurotdéxico a nivel neuronal adn no se han dilucidado
completamente. Las células de neuroblastoma humano IMR-32 expuestas a concentraciones

crecientes de 6-OHDA mostraron altos niveles de especies reactivas de oxigeno (EROs) y



RESUMEN | 2

aumento de la permeabilidad de la membrana plasmatica con disminucion concomitante de

la viabilidad celular.

Como parte de la respuesta neuronal a la exposicion a 6-OHDA, se observé la translocacion
de la subunidad p65 del factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células
B activadas (NF-kB) hacia el ndcleo. La localizacién nuclear de NF-kB también fue
acompafiada por un aumento de la fosforilacion del inhibidor de kappa B (IxB), asi como por
un aumento en los niveles de ARNm de la ciclooxigenasa-2 (COX-2) y el receptor 4 de
prostaglandina E2 (RP4). Aunque las vias candnicas que participan en la modulacion de NF-
kB se han descrito ampliamente, aqui se trabajo con la hipétesis de que la lesion inducida por
6-OHDA puede activar las vias de sefializacion de lipidos y, a su vez, modular la respuesta
transcripcional. EI EO generado en la célula por la 6-OHDA desencadeno la activacion de
vias de sefializacion de lipidos y produjo un aumento de los niveles de acido fosfatidico (PA),
diacilglicerol (DAG) y acidos grasos libres en las células de neuroblastoma humano. La
inhibicion de la produccién de PA pudo prevenir la disminucion de la viabilidad celular
provocada por 6-OHDA, la translocacion nuclear de la subunidad p65 de NF-kB y el aumento

en la expresion del ARNm de COX-2.

En el primer capitulo de esta tesis, nuestros resultados indican que la respuesta neuronal
desencadenada por 6-OHDA implica la activacion de vias de sefializacion mediadas por PA
que, a su vez, gobiernan la localizacion subcelular de NF-kB y la expresion de COX-2 de

manera diferencial.

La acumulacion de Fe y la sobre-expresion de a-sinucleina son rasgos caracteristicos de
varios trastornos neurodegenerativos. Previamente en nuestro laboratorio hemos demostrado

que el EO inducido por Fe activa la liberacion de acidos grasos catalizada por diferentes
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isoformas de PLA2 en el sistema nervioso. En este trabajo, nuestro objetivo fue estudiar la
participacion de las PLA2 en la regulacion de la biologia de la a-sinucleina y en la respuesta
neuronal a la sobrecarga de Fe. También investigamos el papel de los factores secretados por
la glia en la resolucion del dafio oxidativo por parte de las neuronas. Se estudio el estado
redox, la fosforilacion de a-sinucleina y la participacion de las isoformas de PLA2 citosélica
e independiente de calcio (cPLA2 e iPLA2, respectivamente) en la regulacién de estos
eventos. Las neuronas IMR-32 expuestas a una sobrecarga de Fe, bajo la forma del
compuesto denominado citrato amonio férrico (FAC), mostraron un aumento de los niveles
de expresion de iPLA2, concomitantemente con un aumento de los perdxidos lipidicos y las
EROs. El blogueo farmacoldgico de la actividad de iPLA2 aumento, ain mas, los niveles de
perdxidos lipidicos y el contenido de EROs. Por el contrario, la inhibicién conjunta de cPLA2
e iIPLA2 mostro el efecto opuesto al promover una disminucion de los marcadores de EO
asociados con una mayor viabilidad neuronal. Las neuronas estimuladas con Fe también
mostraron un aumento de la fosforilacion de a-sinucleina. La fosforilacion de a-sinucleina
fue blogueada por la inhibicién de la actividad de la iPLA2. Gran parte de estos resultados
también fueron corroborados por estudios en la linea celular de neuronas dopaminérgicas de

rata (N27).

Para estudiar el papel de la glia en la respuesta neuronal al Fe, se expusieron las células de
astroglioma C6 a FAC o su vehiculo, y los medios derivados de los astrocitos incubados en
estas condiciones se afiadieron, luego, a cultivos neuronales. En la caracterizacion de los
astrocitos expuestos a Fe, estos mostraron un aumento en el marcador glial S1008 y en los

niveles de peroxidacion lipidica, indicando una reactividad al EO. Los astrocitos fueron
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positivos para y-glutamilcisteina ligasa, enzima limitante de la reaccion de biosintesis de

glutation.

La respuesta de las neuronas a los medios condicionados de los astrocitos fue diferente
dependiendo del origen de la linea celular. Mientras que el medio condicionado de astrocitos
demostrd ser neuroprotector para las neuronas humanas IMR-32, el efecto contrario se

observo en las células dopaminergicas N27 derivadas de mesencéfalo de rata.

Los resultados del segundo capitulo de esta tesis muestran roles especificos para la iPLA2 en
cuanto a la neuroproteccion y modulacion de la fosforilacion de a-sinucleina en la respuesta

neuronal a la lesion inducida por Fe.

En conjunto los hallazgos de este trabajo de tesis contribuyen a dilucidar nuevos mecanismos
de accion de determinadas isoformas de la PLA2 y la PLD en procesos de injuria neuronal

asociados con la EP.
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SUMMARY

Parkinson's disease (PD) is the second most common neurodegenerative disorder worldwide.
This pathology is mainly caused by the degeneration and progressive death of the
dopaminergic neurons of the substantia nigra pars compacta (SNpc). Cell signaling in PD
has always been one of the most studied key aspects of the disease in an attempt not only to
understand its etiopathogenesis but also to find new therapeutic targets towards a more
specific treatment of this pathology. However, little is known to date about the role of
phospholipase D and A2 signaling (PLD and PLAZ2, respectively) in the neuronal response
to oxidative injury, beginning in the early stages of PD. The objective of this thesis work was
to begin to delineate the role played by the most important and studied isoforms of PLD and
PLAZ2 enzymes in the neuronal response to oxidative damage, when they were subjected to
the stimulus of 6-hydroxydopamine (6-OHDA) and to iron overload (Fe), two neurotoxic
agents widely used in the study of PD. Likewise, the relationship and impact of the latter on

the biology of a-synuclein were figured.

Neuronal exposure to 6-OHDA, a hydroxylated analog of dopamine, is a useful strategy to
study the molecular events associated with neuronal death in PD. 6-OHDA increases the
levels of cellular oxidants and impairs the mitochondrial respiratory chain, thus promoting
neuronal damage and death. Despite the extensive use of 6-OHDA in animal models, the
exact molecular events triggered by this neurotoxic at the neuronal level have not yet been
fully understood. Human IMR-32 neuroblastoma cells exposed to increasing concentrations
of 6-OHDA showed high levels of reactive oxygen species (ROS) and increased plasma

membrane permeability with concomitant decrease in cell viability.
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As part of the neuronal response to exposure to 6-OHDA, the translocation to the nucleus of
the p65 subunit of the nuclear factor enhancer of the kappa light chains of activated B cells
(NF-xB) was observed. The nuclear localization of NF-kB was also accompanied by an
increase in phosphorylation of the inhibitor of kappa B (IxB) as well as an increase in the
levels of mMRNA of cyclooxygenase-2 (COX-2) and prostaglandin E2 receptor 4 (RP4).
Although the canonical pathways involved in NF-kB modulation have been extensively
described, the hypothesis that 6-OHDA-induced injury can activate lipid signaling pathways
and, in turn, modulate the transcriptional response has been challenged here. The oxidative
stress generated in the cell by 6-OHDA triggered the activation of lipid signaling pathways
and produced an increase in the levels of phosphatidic acid (PA), diacylglycerol (DAG) and
free fatty acids in human neuroblastoma cells. Inhibition of PA production could prevent the
decrease in cell viability caused by 6-OHDA, the nuclear translocation of the p65 subunit of
NF-kB and the increase in the expression of COX-2 mRNA. Our results indicate that the
initiation of the inflammatory process triggered by 6-OHDA involves the activation of PA
signaling which, in turn, governs the subcellular localization of NF-xB and the expression of

COX-2 mRNA.

Iron accumulation and a-synuclein overexpression are characteristic features of several
neurodegenerative disorders. We have previously shown in our laboratory that oxidative
stress induced by Fe activates the release of fatty acids catalyzed by different isoforms of
PLAZ in the nervous system. In this work, our objective was to study the participation of
PLA2 in the regulation of a-synuclein biology and the redox response developed by neurons
in response to Fe overload. We also investigated the role of factors secreted by the glia in the

resolution of oxidative damage by neurons. The redox state, the phosphorylation of a-
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synuclein and the participation of the calcium-dependent and independent PLAZ2 isoforms
(cPLA2 and iPLAZ2, respectively) in the regulation of these events were studied. IMR-32
neurons exposed to Fe overload, in the form of the compound called ferric ammonium citrate
(FAC), showed an increase in iPLA2 expression levels, concomitantly with an increase in
lipid peroxides and ROS. The pharmacological blocking of iPLA2 activity further increased
the levels of lipid peroxides and the content of ROS. In contrast, cPLAZ2 inhibition showed
the opposite effect by promoting a decrease in oxidative stress markers associated with higher
neuronal viability. Fe-stimulated neurons also showed increased a-Synuclein
phosphorylation. The phosphorylation of a-synuclein was blocked by the inhibition of iPLA2
activity. Several of these results were also corroborated by studies in the rat dopaminergic

neuron cell line (N27).

To study the role of glia in the neuronal response to Fe, C6 astroglioma cells were subjected
to FAC or vehicle, and astrocyte-derived media was added to neuronal cultures of the same
species (N27). In the characterization of the astrocytes exposed to Fe, they showed an
increase in the glial marker S100B and the levels of lipid peroxidation, indicating a reactivity
to oxidative stress. Neurons incubated with the above-mentioned astrocyte-derived media
showed higher levels of oxidative damage than neurons exposed solely to Fe. Astrocytes
were positive for the rate-limiting step enzyme for glutathione biosynthesis. Taken together,
our results show specific roles for iPLA2 in terms of neuroprotection and modulation of a-

synuclein phosphorylation in the neuronal response to Fe-induced injury.

Together, the results of this thesis work contribute to elucidate new mechanisms of action of

certain isoforms of PLA2 and PLD in neuronal injury processes associated with PD.
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INTRODUCCION

1. Caracteristicas de la EP

La enfermedad de Parkinson (EP) representa el segundo desorden neurodegenerativo que
mas afecta a la poblacion mundial luego de la enfermedad de Alzheimer (EA),
manifestandose en alrededor del 1 % de las personas mayores de 60 afios (Elbaz et al. 2016;
Tysnes y Storstein 2017). La EP fue descripta por primera vez en 1817 por James Parkinson
como un sindrome asociado a lesiones neuropatoldgicas. Esta enfermedad se caracteriza
principalmente por una pérdida de las neuronas dopaminérgicas, localizadas especificamente
en una region del mesencéfalo cerebral llamada substantia nigra pars compacta (SNpc)

(Figura 1) (Goedert et al. 2013; Kordower et al. 2013; Plum et al. 2016).

Substantia nigra

l’& Substantia nigra reducida
) como se encuentraen la
enfermedad de Parkinson

Corte de la seccion del

mesencéfalo donde es

visible una parte de la
substantia nigra

Figura 1. Localizacion de las neuronas dopamineérgicas en la SNpc. Figura del cerebro en posicion ventral
indicando la posicion de la SNpc donde se encuentran las neuronas dopaminérgicas que conectan con el
estriado. Esta region presenta una coloracidn oscura debido a la presencia del pigmento neuromelanina presente
en esas neuronas dopaminérgicas. En los pacientes de la EP, en un estado avanzado de la enfermedad, la gran

pérdida de neuronas dopaminérgicas se ve reflejada por la desaparicion del area de pigmentacion oscura.
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Desde los estadios tempranos de la enfermedad, la pérdida de las neuronas dopaminérgicas
es acompafiada de la presencia de inclusiones citoplasmaticas eosindfilas llamadas cuerpos
de Lewy. Los cuerpos de Lewy se forman como producto final de una serie de fallas en
procesos celulares que terminan produciendo un plegamiento andmalo de neurofilamentos y
proteinas entre las cuales se encuentra la a-sinucleina, cuya participacion en la formacion de
estos cuerpos y en el curso de esta patologia se considera de relevancia (Uemura et al. 2018).
Las neuronas dopaminérgicas son responsables de la produccion y liberacion del
neurotransmisor dopamina. Esta via de sintesis utiliza como precursor a la tirosina, un
aminoacido que sufre una primera etapa de hidroxilacion a través de una enzima especial, la
tirosina hidroxilasa (TH), quien cataliza el remplazo de un hidrégeno por un oxhidrilo en el
carbono del anillo aroméatico. La TH va a convertir a esa tirosina en un aminoacido
intermediario, la dihidroxifenilalanina, que posteriormente va a ser convertida en el
neurotransmisor dopamina por eliminacion de un grupo carboxilo. Esta ultima reaccion es
llevada a cabo por una descarboxilasa. La TH constituye la enzima limitante en la reaccion
de la sintesis de dopamina y la actividad de esta enzima esta controlada principalmente por

la inhibicidn de sus productos finales (Juarez Olguin et al. 2016).

La dopamina ejerce importantes respuestas neuromoduladoras como el control de la
plasticidad sindptica en areas corticales y subcorticales del cerebro. Estas funciones
neuromoduladoras estan a su vez vinculadas con el control motor del organismo, entre las
cuales la via nigroestriatal juega un rol preponderante (Brichta y Greengard 2014; Chen y
Xie 2018) (Figura 2). Esta es la razon por la cual los sintomas clinicos de la EP estan
asociados con la rigidez, la bradicinesia, el temblor esencial o en reposo y la inestabilidad

postural. La principal problematica es que, al momento del diagndéstico, ya se ha perdido
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aproximadamente el 50-70 % de las neuronas dopaminérgicas (Bernheimer et al. 1973;
Rajput et al. 2008). Por esto, existe un gran interés en la busqueda de marcadores para el
diagnéstico temprano de la enfermedad. Las causas que desencadenan la EP son
multifactoriales: la méas frecuente es el deterioro fisiolégico y anatémico asociado con el
envejecimiento. Sin embargo, pueden existir predisposiciones genéticas, a partir de
mutaciones en genes que se consideran desencadenantes de esta patologia (Salari y Bagheri
2019). En el primer caso, el envejecimiento es acompafado por un incremento de las EROs,
que se acumulan en distintos érganos, entre los cuales esta el cerebro. Este aumento también
esta acompafado de una deficiencia en los sistemas de detoxificacion, como demuestra el

caso de que en cerebros de pacientes con EP, el glutation (GSH), que representa la molécula

L al sistema limbico \ f

——ala corteza
VTA

Substantl'af
nigra

Figura 2. Vias dopaminérgicas en el cerebro. La EP esta desarrollada por una alteracion en la via
nigroestriatal. Esta via surge de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc del mesencéfalo y llega a varios

nlcleos de los ganglios basales que conforman el estriado. Ademas existen otras dos vias, la mesolimbica y la
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mesocortical, que también utilizan como mensajero quimico a la dopamina. El mal funcionamiento de estas tres

vias esta implicado en el desarrollo de trastornos psicomotores. Extraido de Goedert 2001.

antioxidante mas importante para la desactivacion de las EROs, se encuentra disminuido. En
cerebros de pacientes seniles afectados de EP, se pudieron detectar altos niveles de deleciones
en el ADN mitocondrial de las neuronas de la SNpc causadas por las EROs. Esto conduce a
la expresion de formas mutantes de las subunidades que constituyen la cadena transportadora
de electrones, y también en el ARN de transferencia mitocondrial implicado en el transporte
del aminoacido leucina, exacerbando en conjunto la produccién de EROs. Este escenario
crearia entonces un circulo vicioso de mas dafio al ADN mitocondrial y otros componentes
mitocondriales incrementando la formacion de EROs. Ademas es propio del envejecimiento
el deterioro de la funcion mitocondrial (Abramov et al. 2010; Hubbard et al. 2012;

Kraytsberg et al. 2006; Surmeier et al. 2011).

Las neuronas dopaminérgicas de la SNpc son, ademas, particularmente susceptibles al EO
debido a que la metabolizacion de la dopamina puede producir compuestos neurotoxicos. La
dopamin-quinona (SQ°), por ejemplo, se produce cuando la dopamina se oxida
espontaneamente en el citosol, y es capaz de reaccionar con las proteinas que la rodean
modificando los enlaces covalentes de los residuos de cisteina. Dicha auto-oxidacion,
ademas, permite que se generen radicales superdxido (O2%) y peroxido de hidrogeno (H20,).
Otra manera que tiene la dopamina de reaccionar es por la desaminacion llevada a cabo por
la monoamino oxidasa, dando dos productos de reaccion: el acido 3,4 dihidroxifenilacético
y el H202, El O2° no es una molécula altamente reactiva, pero puede ser convertida en H20>
por la superéxido dismutasa (SOD), o en radicales de peroxinitrito (ONOQO*) en presencia de

oxido nitrico. EI H202 es una molécula altamente reactiva cuyos niveles son controlados a
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través de enzimas como la catalasa, dado que puede generar radicales libres oxhidrilos (OH*),
que son citotdxicos para la célula, en un grado mayor. Todos estos subproductos son
responsables de que, en condiciones de sobreproduccion, el GSH y las enzimas relacionadas
con su sintesis y reduccion de las formas oxidadas no alcancen a dar sostén a los mecanismos
antioxidantes de los que forman parte (Dias et al. 2013) (Figura 3). Debido a esta potencial
actividad neurotoxica, la dopamina es almacenada en vesiculas sinépticas, para ser
resguardada de la accion de la monoamino oxidasa y, ademas, para ser liberada en respuesta

a un potencial de accion.

A
. autooxidacion . ) ensamblaje .
Dopamina —— dopamin-quinonas neuromelanina
.
SOD ° catalasa 1
H,0,«—— 0,*+H,0, =225 H,0+%0,

radical peréxido de

superoxido hidrégeno
B

Superéxido dismutasa

Catalasa
s peroxidasa
csH-S-transferasa

/ /b’ 4 ) G
i \(é \\\ GSSG reductasa
/ @ ® A\ —
/‘ LipidOS PrOte(n?LABN~f*'/"X > SupeerVenC\a

L Muerte celular

Figura 3. La dopamina libre en el citoplasma representa una amenaza potencial. (A) La molécula de
dopamina, por su naturaleza, es una molécula muy reactiva. A pH fisiolégico (pH=7), tiende naturalmente a
auto-oxidarse, formando lo que se denominan dopamin-quinonas, que representan los blogues constitutivos de
la neuromelanina. En el proceso de auto-oxidacidon de la dopamina, se genera el radical libre O;* y su producto
de reaccion, el H,O,, que deben ser fuertemente controlados a través de la accion de las enzimas SOD y catalasa,

respectivamente. Ante situaciones de EO, va a aumentar la generacion de estas moléculas neurotoxicas, que no
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van a poder ser reducidas por los sistemas de defensa de la célula para lograr mantener el equilibrio 6xido-
reduccion. (B) El aumento de las especies reactivas genera un estado desbalanceado de la homeostasis de la
célula y va a inducir una situacién de EO que va a provocar el aumento de la oxidacion natural de la dopamina
por parte de las EROs, pero ademés va a aumentar la auto-oxidacion de las catecolaminas, en este caso
particular, de la dopamina, que va a producir la formacion del radical O,". De esta manera, se desencadena un
aumento en la produccion de SQ’, también va a producirse la liberacion y oxidacion de metales de transicion
como el Fe y el Cu, y va a aumentar también la produccién de perdxido de hidrogeno y de radical oxhidrilo.
Todo esto va a conducir al dafio de proteinas, fosfolipidos y acidos nucleicos a través de ataques nucleofilicos
sobre las cadenas expuestas. O,": radical superoxido, H,O,: peroxido de hidrégeno, OH*: radical oxhidrilo,
SOD: superoxido dismutasa, EO: estrés oxidativo, SQ*: dopamin-quinona, Fe: hierro, Cu: cobre, EROs:

especies reactivas de oxigeno, GSH: glutation reducido, GSSG: glutation oxidado.

Respecto de los factores genéticos relacionados con la EP, hasta ahora se han descrito al
menos 17 mutaciones en genes que son responsables de causar variantes de la enfermedad
en sus formas autosdmicas dominantes y recesivas. Estos incluyen mutaciones en la a-
sinucleina, parkina, ubiquitina carboxil terminal hidrolasa L1 (UCH-L1), deglicasa asociada
al parkinsonismo (DJ-1), fosfatidilinositol-3,4,5-trisfosfato 3-fosfatasa (PTEN) inducible por
quinasa 1 (PINK1), quinasa 2 repetida rica en leucina (LRRK2) y glucocerebrosidasa (GBA).
Todas estas mutaciones afectan diferentes procesos entre los cuales los mas estudiados son
el EO, la disfuncion del sistema proteosomal con la consecuente acumulacién de proteinas
mal plegadas y toxicas que no se pueden eliminar, la excitotoxicidad, la deplecién de energia

y la apoptosis (Abou-Sleiman et al. 2006) (Tabla 1).

Otro aspecto de relevancia en la EP son los factores ambientales, como el uso indiscriminado
y sin precaucion de pesticidas entre los que podemos mencionar el paraquat, la rotenona y
los ditiocarbamatos, entre muchos otros, que han sido causa de que poblaciones rurales

desarrollaran una sintomatologia en conformidad con esta enfermedad. Aunque estas toxinas
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acttian por diferentes mecanismos, todas tienen como punto en comun el ser generadoras de

EROs, lo cual produce como resultado un mayor EO (Blesa et al., 2012; Bové y Perier, 2012).

Inici_o _C!e
Posicion en | aparicion
Locus el mapa de la Herencia Gen/Proteina
cromosémico | enfermedad
(afios)
PARK1 491 40 Dominante SNCA/a-sinucleina
PARK?2 6025 20 Recesivo PARKZ2/parkina
PARK3 2pl3 60 Dominante Desconocido
PARKA4 421 30 Dominante Multifiiﬁﬁzig%f de o-
PARKS5 4pl4 ~50 Dominante UCH-L1
PARKG 1p35-37 ~40 Recesivo PINK1
PARKY 1p38 ~40 Recesivo PARK7/DJ-1
PARKS 12p 11.2-13.1 ~ 50 Dominante PARKS8/LRRK?2
PARK10 1p32 50-60 Dominante Desconocido
PARK11 2034 tardio Dominante Desconocido
- 1921 Susceptible GBA/glucocerebrosidasa
FTDP-17 17921 Susceptible MAPT /tau
SCA2 12g24 Dominante ATXNZ2/ataxina-2
SCA3 14924.3-g31 Dominante ATXN3/ataxina-3
- 2022-23 Desconocido NR4A2/Nurrl
- 5023.1-23.3 Susceptible SNCAIP/sinfilina-1

2p 12-13

Desconocido

Omi/HtrA2
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Tabla 1. Mutaciones responsables de las formas familiares de la EP. En la tabla se pueden apreciar las
principales mutaciones que constituyen las formas genéticas de la EP, representando un 5 % de los casos totales
de la patologia. Hay que remarcar, ademas, que existen ciertas mutaciones de genes mitocondriales relacionados
con la fision y la fusién mitocondrial y que, en condiciones fisioldgicas normales, estos procesos cumplen un
rol muy importante en el control de la transmisidn sindptica, en la cual también se halla implicada la a-

sinucleina. Extraido de Belin & Westerlund 2008.

Debido a la importancia a nivel global de la EP, se han generado una miriada de modelos que
intentan dilucidar los mecanismos que subyacen al desencadenamiento de los trastornos,
tanto a nivel molecular, celular como de comportamiento. Estos modelos se pueden clasificar,
a grandes rasgos, en dos categorias: los modelos genéticos y los farmacologicos. En los
modelos de manipulacion genética se encuentran, por una parte, la generacion de animales
transgénicos, en los cuales, mediante recombinacion homdloga entre el ADN mutante
introducido y el ADN cromosomico, se pueden suprimir los genes involucrados en la EP de
tal manera de anular su funcion. En lineas celulares, se utilizan vectores plasmidicos, que una
vez transfectados inducen la sobre-expresion de diversas proteinas relacionadas con la EP
tales como la a-sinucleina, DJ-1y UCH-L1 (Conde et al. 2018; Shen et al. 2016; W. J. Wang
et al. 2008). El uso de vectores virales que expresan genes en la SNpc también se ha
constituido en una herramienta clave para el estudio de la EP, dada la eficiencia en la
transferencia génica que presenta este modelo, sumado a la especificidad de la expresién de
la proteina en un determinado tipo celular. Otra forma es la interferencia por ARN (ARNI),
que consiste basicamente en la introduccion de un ARN de doble cadena cuya secuencia se
corresponda con la del ARNm de la proteina de interés y que induce la degradacién del
mismo. Dentro de los modelos farmacoldgicos, podemos mencionar la toxicidad inducida

por distintos agentes: 6-OHDA (que simula muchos de los efectos dafiinos ejercidos por la
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dopamina), 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina (MPTP) (que genera dafio
mitocondrial), pesticidas paraquat, maneb y rotenona, y el uso de metales de transicion como

Fe, manganeso (Mn) y cobre (Cu) (Kin et al. 2019; Salari y Bagheri 2019) (Figura 4).

En esta tesis se trabajé en modelos celulares expuestos a la neurotoxina 6-OHDA y a

sobrecarga con Fe como inductores de estrés oxidativo.

/ﬂodelos genéticamente Asticidas y agrotoxicos

modificados: Rotenona, Paraquat,

animales transgénicos, Maneb. Mancozeh
vectores plasmidicos, ’

ARNi,etc. ‘
«
/ Modelos

de estudio
de la EP

metales de transicion: Neurotoxicos:

Hierro, Cobre, 6-hidroxidopamina,
Manganeso MPTP

Figura 4. Modelos de estudio de la EP. Los modelos animales de la EP deben cumplir como requisito que
desarrollen al menos alguna caracteristica genotipica o fenotipica de la patologia, con miras a desarrollar, probar
y refinar las terapias dirigidas a pacientes. Estos modelos han supuesto un gran avance en el conocimiento de
los mecanismos involucrados en el desarrollo de la EP, asi como en la identificacion de las dianas terapéuticas,
por lo que siguen siendo utilizados hoy en dia. La informacion que se obtiene de esos estudios contribuye
ademas al conocimiento del funcionamiento celular. La principal limitante que existe hoy en dia es que la
mayoria de estos modelos solo tienen en cuenta uno de tres factores (ambiental, genético y envejecimiento) y,

por lo tanto, no reproducen la complejidad de las enfermedades. Sin embargo, estos modelos animales de la EP
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son los mas adecuados para el andlisis combinado de estos factores y la evaluacidn de su contribucion exacta

al desarrollo de la patologia.

2. Toxicidad mediada por 6-OHDA

La 6-OHDA es una neurotoxina ampliamente usada en modelos experimentales de la EP. Su
estructura es idéntica a la de la dopamina, con la excepcién de un grupo hidroxilo en el
carbono de la posicion 6 del anillo aromatico (Blandini y Armentero 2012) (Figura 5). Su
uso en modelos in vivo requiere de la administracion por inyeccidn estereotaxica en el area
del cuerpo estriado, la SNpc o el haz medial del cerebro anterior ya que, a diferencia de otras
toxinas comunmente usadas, como el MPTP, no es capaz de atravesar la barrera
hematoencefélica (Hernandez-Baltazar et al. 2013; Stanic et al. 2003; Venero et al. 2002).
Se ha visto que la administracion intracraneal de la 6-OHDA induce una degeneracion rapida
y casi completa de las neuronas TH positivas de la SNpc. El efecto selectivo del dafio de la
6-OHDA en las neuronas catecolaminérgicas se debe a su entrada a través de los
transportadores de monoaminas insertados en la membrana plasmatica de estas células
(Gonzéalez-Hernandez et al. 2004; Ljungdahl et al. 1971). Un sintoma caracteristico cuando
se inyecta esta toxina de forma unilateral en animales junto con la presencia de apomorfina

es la aparicion de un caminar inclinado en circulo (Mendez y Finn 1975).

NH, NH,

OH

HO HO
OH OH

Dopamina 6-Hidroxidopamina
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Figura 5. Estructuras de la dopaminay de la 6-OHDA utilizada para replicar caracteristicas de la EP en
modelos animales y cultivos celulares. La 6-OHDA es un analogo hidroxilado de la dopamina con una alta
afinidad por el transportador de dopamina, el cual transporta la toxina dentro de las neuronas dopaminérgicas.
En el caso de su uso para modelos animales, se requiere la inyeccidn local en atencién a que la 6-OHDA no es
capaz de atravesar la barrera hematoencéfalica, lo que conduce a una degeneracién masiva anterégrada de la

via nigroestriatal.

No obstante, en estudios in vitro, ya sea utilizando cultivos primarios de neuronas, lineas
celulares o cortes de hipocampo y de corteza cerebral, se pudo observar que, por el contrario,
no habia toxicidad selectiva hacia las neuronas catecolaminérgicas por parte de la 6-OHDA
(Storch et al. 2003; Massari et al. 2016). Hasta el momento, se sabe que la toxicidad ejercida
por la 6-OHDA estaria mediada por el incremento del EO. Una vez que se encuentra en el
citoplasma, la 6-OHDA se comporta de manera analoga a la dopamina: es rapidamente auto-
oxidada, promoviendo la formacion de EROs al reaccionar con el Fe intracelular, por medio
de lareaccion de Fenton, dando como producto final el radical libre OH*, altamente inestable,
que reaccionard con el ADN y las membranas celulares, conduciendo finalmente a un
incremento de la peroxidacion lipidica y activando el programa de muerte celular o apoptosis.
También la 6-OHDA oxidada puede acumularse en la mitocondria, inhibiendo la cadena
transportadora de electrones, poniendo en compromiso el sustento de energia para la célula.
Una tercera via en que la 6-OHDA puede ejercer su efecto neurotoxico es mediante la
generacion extracelular de EROs y quinonas que reaccionan con las proteinas ancladas a la
membrana, alterando su funcién bioldgica (Blum et al. 2000; Izumi et al. 2005; Simola et al.

2007) (Figura 6).

Este dafio generado por la 6-OHDA produce ademas una respuesta neuroinflamatoria, la cual

se ha demostrado que ocurre en pacientes y en modelos animales de la EP. La
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neuroinflamacion es inicialmente una respuesta protectora del cerebro, pero este proceso, sin
la debida resolucion, es perjudicial, llegando a impedir la regeneracion neuronal. La muerte
de neuronas dopaminérgicas libera proteinas oxidadas, lipidos y ADN en el espacio
extracelular, que son reconocidos por la microglia como moléculas dafiinas, causando su
activacion. La activacion de la microglia lleva, a su vez, a un incremento en la formacién de
citoquinas, un incremento en la produccién de EROs y especies reactivas de nitrégeno y una
menor secrecion de factores troficos responsables del normal mantenimiento de la viabilidad
neuronal (Herrera et al. 2000; Iravani et al. 2005, 2012; McNaught et al. 2002). En
consecuencia, la muerte neuronal disparada por la microglia induce una retroalimentacion
positiva, creando un ciclo vicioso neurotoxico (Block et al. 2007). En virtud de que el
mesencéfalo contiene mayor numero de células microgliales comparado con otras regiones
cerebrales, estas células son particularmente dafiinas para las neuronas dopaminérgicas en

situaciones de neurotoxicidad (Qian et al. 2010).
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Figura 6. Mecanismos de accion de la 6-OHDA. La neurotoxina 6-OHDA es ampliamente usada para inducir
modelos de la EP. Esta neurotoxina reproduce los principales procesos celulares involucrados en la EP, como
el EO, la neurodegeneracién, la neuroinflamacion y la muerte neuronal por apoptosis. Se cree que la 6-OHDA
produce dafio desde distintos compartimentos, como el extracelular, el mitocondrial y el citosélico. Esto se debe
a que, al igual que la dopamina, se auto-oxida muy rapidamente o se oxida por enzimas celulares, conduciendo
a la formacion abundante de EROs, que colapsan los mecanismos de defensa anti-oxidante y la degradacion
proteosomal de la célula, que finalmente llevan a una pérdida de la homeostasis celular y la muerte. DAT:
transportador de dopamina, MAO: monoamino oxidasa, H,O.: peroxido de hidrégeno, OH*: radical oxhidrilo,
6-OHDA: 6-hidroxidopamina, Fe?*: Fe ferroso, Fe®*: Fe férrico, ATP: adenosina trifosfato. Extraido de Blum

et al. 2001.

El proceso de neuroinflamacion se ha estudiado extensamente en modelos in vivo de la EP
inducida por la 6-OHDA en donde neuronas y celulas de la glia coexisten (Stott y Barker
2014; Walsh et al. 2011). Sin embargo, los interrogantes actuales acerca de las vias de
sefializacion neuronal que se encuentran afectadas por la presencia de la 6-OHDA se pueden
comprender mediante sistemas mas simplificados como el uso exclusivo de neuronas

cultivadas in vitro.

Es por ello que en la primera parte de este trabajo de tesis, trabajamos con cultivos de una
linea celular de neuroblastoma humano, IMR-32, que fueron expuestos a la 6-OHDA con el
fin de estudiar los eventos de sefializacién desencadenados por el EO que induce esta
neurotoxina. Las células IMR-32 expresan los transportadores de DA y son capaces, también,
de captar este neurotransmisor (Richards y Sadee 1986; Koutsilieri et al. 1996; McLaughlin
et al. 2006); por ende, constituyen un modelo in vitro que se considera apropiado para el
estudio de los efectos que pueda ejercer la 6-OHDA tanto a nivel extracelular como

intracelular en la respuesta neuronal.
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3. El Fe como inductor del dafio

El Fe es un elemento indispensable en la homeostasis de todos los tipos de células,
incluyendo las del cerebro. Esta presente en proteinas con y sin grupo hemo involucradas en
la sintesis de ADN vy el transporte de oxigeno y de electrones. Juega un papel muy importante
en la eritropoyesis, como un componente fundamental de la hemoglobina, y también en el
almacenamiento de oxigeno por medio de la produccion de mioglobina (Pantopoulos et al.
2012). La funcién bioldgica de este metal se basa en su potencial de 6xido-reduccién, ya que
le permite la transicion reversible del estado ferroso (Fe?*) al férrico (Fe®"), catalizando asi
las reacciones de transferencia de electrones. Sin embargo, esta propiedad redox puede
desencadenar reacciones perjudiciales con Oz y H20> a través de la reaccion de Haber-Weiss
y Fenton, que conducen a la formacién de radicales altamente reactivos y dafiinos tales como
OH". Si bien las EROs son un subproducto normal de la respiracion mitocondrial, y hasta
cierto punto esenciales para los organismos por lo que acabamos de describir, si se encuentran
en exceso y hay un desbalance con las respuestas antioxidantes, pueden conducir a dafio de
los componentes celulares, disfuncion y muerte celular. A causa de esto, los mecanismos
fisiolégicos de absorcion y distribucion de Fe se encuentran finamente regulados (Andrews

2008; Crichton 2001; Ganz 2013).

El cerebro es un érgano capaz de acumular Fe. De hecho, la sobrecarga de Fe ha sido asociada
con enfermedades hereditarias que han sido dadas a conocer con el nombre de sindromes de
neurodegeneracién con acumulacion de Fe (Tabla 2), caracterizadas principalmente por
sintomas extrapiramidales (Z. Bin Wang et al. 2019). La acumulacion de Fe también ocurre
en el cerebro de animales y humanos como consecuencia del envejecimiento. Las principales

areas cerebrales en las que se ha encontrado una notable acumulacién del metal corresponden
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al globo pélido, el nacleo rojo, el nicleo dentado del cerebelo y la SNpc (Gelman et al. 1999;
Hallgren y Sourander 1958; Hill y Switzer 1984; Koeppen 1995). Los niveles de Fe en el
globo pélido son similares a los del higado (Sullivan et al. 2009). Todavia no se sabe con
certeza por qué tanto Fe se almacena en el globo pélido y otros ganglios basales, pero es
posible que algunas neuronas especializadas de estas regiones cerebrales estén programadas
para transcribir grandes cantidades de ferritina, la principal proteina que almacena Fe en el
cerebro. Se generaria, entonces, en el sistema nervioso central (SNC), un depésito de
almacenamiento intracelular unido a la proteina ferritina, que seria analogo al depdsito
hepatico que sirve para que los hepatocitos lo distribuyan por medio de la circulacion

sistémica.

Ataxia de Friedreich

Neurodegeneracion asociada a pantotenato-quinasa
Neurodegeneracion asociada a la fosfolipasa A2G6
Neurodegeneracion asociada a hidroxilasa-2 de acidos grasos
Enfermedad de Kufor-Rakeb

Aceruloplasminemia

Neuroferritinopatia

Tabla 2. Trastornos de neurodegeneracion con acumulacion de Fe en el cerebro (NAHC). Este grupo de
enfermedades se caracterizan por depositos de Fe en el cerebro (principalmente en los ganglios basales),
conduciendo a un parkinsonismo progresivo, con espasticidad, distonia, degeneracion retiniana, atrofia optica

a menudo acompafiada de manifestaciones psiquiatricas y deterioro cognitivo.

Utilizando diversas técnicas de imagen para evaluar los cambios en los niveles de Fe que
ocurren conforme transcurren los afios, se ha demostrado que un incremento significativo se

presenta alrededor de los 40 afios en la SNpc. En laEP y EA, se ha demostrado un incremento
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en la acumulacion de Fe. Algunos de los postulados sugieren que, como a-sinucleina y la
proteina precursora del amiloide, claves en generar estos procesos neuropatolégicos,
presentan elementos de respuesta al Fe en su ARNm, un incremento de este metal asociado
con la edad produciria una sobre-expresion de estas proteinas, con la aparicion de los
procesos patoldgicos caracteristicos de ambas enfermedades (Dev y Babitt 2017). Por
ejemplo, los cerebros postmortem de pacientes con EP presentan niveles elevados de Fe en
la SNpc con relacion a los controles. Este aumento del Fe se ha relacionado con incrementos
en los niveles de malondialdehido (MDA) y de la peroxidacion lipidica. Por otro lado, la
neuromelanina, un pigmento especifico de este tipo de células, seria capaz de unirse al Fe 'y
quelarlo, estableciendo un vinculo de proteccion para las neuronas. A este respecto, aunque
el rol de la neuromelanina ain no es muy claro, se sugiere que actua mediante la uniény el
almacenamiento, para proteger a la célula de un exceso de este metal en su forma libre
(Zargba et al. 1995; Zecca et al. 2004). En la EP, parece que se encuentra disminuida esta
capacidad de almacenamiento de la neuromelanina, generando una acumulacion mayor de
Fe libre en la SNpc, un hecho que no se observa en otras areas del cerebro (Hagemeier et al.
2012; Rivera-Mancia et al. 2010). Este exceso de Fe libre en la SNpc, tanto en la forma Fe3*
como en la Fe?*, puede reaccionar con el O>* y el H20,, para generar radicales OH® como se
menciono anteriormente. Esto conlleva, finalmente, a un incremento en el EO y a la muerte
neuronal. A la inversa, otros autores han sugerido que los elevados niveles de neuromelanina
estan conectados a una mayor vulnerabilidad de las neuronas a la EP (Kastner et al. 1992) y
a un incremento de la toxicidad de la a-sinucleina en las neuronas dopaminérgicas (Li et al.

2012).



INTRODUCCION | 24

La a-sinucleina se expresa de manera abundante en amplias regiones del SNC. Es una
proteina soluble altamente enriquecida en las terminales pre-sinapticas de las neuronas. Sin
embargo, la acumulacion de a-sinucleina en la forma de agregados filamentosos
intracelulares, formando parte de los cuerpos de Lewy, ocurre en las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc. Esta es la caracteristica patognomonica de las formas
esporadicas y genéticas de la EP. Si bien la degeneracidn tiene comienzo y afecta solo a las
neuronas dopaminérgicas de la via nigroestriatal, los precipitados proteicos de a-sinucleina
presentan habilidades prionicas, “infectando” otras células y obligando a las proteinas
normales de otras regiones cerebrales a adoptar la conformacion aberrante. Esto explicaria
por qué, en un principio, estos pacientes presentan problemas asociados con la motricidad
fina que se relacionan con un deshalance en la sefializacion colinérgica/dopaminérgica
presente en el cuerpo estriado y, a medida que el dafio se extiende a otras zonas, los pacientes
son capaces de desarrollar una demencia (Masuda-Suzukake et al. 2013; Volpicelli-Daley y

Brundin 2018).

Se ha encontrado una clara asociacion entre la fosforilacion de la a-sinucleina y el aumento
de radicales libres, confirmando, de esta manera, que la proteina participaria del comienzo
de la degeneracion neuronal y continuaria, luego, exacerbando el estado de estrés
fisiopatoldgico al que se hallan sometidas las células de la SNpc. Su neurotoxicidad también
puede explicarse en estas condiciones, si consideramos que la transcripcion de la a-sinucleina
esta regulada por los niveles de Fe en la neurona (Friedlich et al. 2007; Olivares et al. 2009).
De hecho, se ha encontrado un elemento de respuesta al Fe en la regién 5 no traducida del
ARNm de esta proteina, lo que aporta una prueba significativa de una regulacion de la a-

sinucleina que es mediada por el Fe. En un estudio in vitro, se ha demostrado que la quelacion
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del Fe produce una regulacion negativa en la expresion de la a-sinucleina (Febbraro et al.
2012). Por otra parte, se ha demostrado que la a-sinucleina esta activamente involucrada en
el metabolismo del metal. Esto es debido a la capacidad de esta proteina de actuar como una
ferrirreductasa, ya que posee un sitio de unién en el extremo C-terminal donde tiene lugar la

reduccion del Fe* a Fe?* (Davies et al. 2011).

Por lo tanto, se postula que el contenido de Fe en las neuronas de la SNpc seria responsable
de la susceptibilidad a la muerte que ocurre en la EP, principalmente por la formacién de
EROs a través de la reaccion de Fenton, teniendo en consideracion la mayor susceptibilidad
que presentan estas neuronas por su asociacion con este metal, los mayores niveles de

expresion de la a-sinucleina y la dopamina, potenciando asi el EO (Figura 7).

También, los niveles de Fe pueden ser aumentados por el EO a través de varias vias,
incluyendo el incremento de la liberacion de Fe unido a la ferritina por el anién Oz, de las
proteinas que presentan grupos hemo como la hemoglobina y el citocromo c¢ por la
peroxidasa, y de las proteinas que poseen grupos Fe-S por el ONOO* (Berg et al. 2001;

Chinta y Andersen 2008; Kaur y Andersen 2004).
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Figura 7. Muerte celular mediada por Fe en la EP. Existe una menor capacidad de almacenamiento del Fe
en la EP debido a la disminucién en la expresion de ferritina y la degeneracion nigral de las neuronas que
contienen neuromelanina, causando un aumento de la concentracion libre de Fe?*, el cual es muy reactivo. Los
aumentos del Fe relacionados con la edad, sumado a una mayor permeabilidad de la barrera hematoencefalica,
provocan una mayor acumulacion de Fe. La formacion del Fe3* a partir del Fe?* libre, por medio de la reaccion
de Fenton, que es mediada por el H,O,, hace que se produzca el radical hidroxilo, muy toxico. El nivel
comprometido de GSH, por otro lado, exacerba los niveles de radicales libres, mientras que la desaminacion y
la auto-oxidacion de la dopamina produce mas H,O,. El estrés oxidativo posterior puede provocar una gama de
reacciones citotoxicas que incluyen el plegamiento anémalo de proteinas, la peroxidacion lipidica (que a su vez
puede causar agregacién de o-sinucleina), disfuncion mitocondrial y activacién de células gliales. Estos
diversos insultos pueden inducir la muerte celular por apoptosis, causando una mayor degeneracion. EP:
enfermedad de Parkinson, Fe: hierro, Fe?*: Fe ferroso, Fe**: Fe férrico, H,O,: peréxido de hidrogeno, OH':

radical oxhidrilo, GSH: glutation, a-syn: a-sinucleina. Extraido de Mounsey y Teismann 2012.
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4. El acido fosfatidico (PA) y las fosfolipasas: su participacion en los estados de
neuroinflamacion y neurodegeneracion

El cerebro constituye el o6rgano que, luego del tejido adiposo, presenta la mayor
concentracion de lipidos, representando los fosfolipidos el 6 % del peso seco de este érgano.
Hallazgos recientes sugieren que los lipidos juegan un papel muy importante en la EP
(Gémez-Soler et al. 2018; Hallett et al. 2019; Hernando et al. 2019). Se ha visto que los
cambios en la actividad de un grupo de enzimas conocidas como fosfolipasas, las que acttan
hidrolizando los fosfolipidos de membrana, estan relacionados con el dafio cerebral, la
apoptosis, el metabolismo fosfolipidico alterado y la neurodegeneracion (A. A. Farooqui y
Horrocks 2006). Es por esta razon que el estudio de estas enzimas reviste importancia en el

estudio de los mecanismos etiopatogénicos que operan en la EP.

Un glicerofosfolipido tipico estd compuesto por dos moléculas de acido graso (AG), uno
saturado y uno insaturado (resultando en un anclaje firme de la molécula lipidica en las
membranas celulares) esterificados al esqueleto glicerol y un grupo fosfato al que se unen
moléculas de diversa naturaleza y que aportan gran parte de la variabilidad de estos lipidos.
Las fosfolipasas son una familia de enzimas lipoliticas que catalizan la escision de los enlaces
éster dentro de los fosfolipidos. Pertenecen al grupo de las hidrolasas, ya que utilizan una
molécula de agua para transformar a sus substratos. La familia de fosfolipasas consta de
cuatro tipos principales (A, B, C y D), que se clasifican de acuerdo con la posicion en que
hidrolizan en el esqueleto del glicerol. Las fosfolipasas Al (PLAL) hidrolizan el enlace éster
entre el primer acilo y el glicerol, las PLA2 entre el segundo AG y el glicerol, las de tipo B

el enlace éster del primer acilo y del segundo acilo con el glicerol, las fosfolipasas C (PLC)
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entre el glicerol y el grupo fosfato y las PLD catalizan esta hidrdlisis entre el fosfato y el

grupo variable (Aloulou et al. 2012; Dennis 2015) (Figura 8).
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Figura 8. Esquema representando un glicerofosfolipido con los sitios de clivaje de las distintas
fosfolipasas. Las fosfolipasas son enzimas que hidrolizan los enlaces éster presentes en los glicerofosfolipidos.
Dependiendo del enlace éster que clivan se clasifican como Al, A2, C o D. Cada una de estas enzimas
relacionadas con el metabolismo lipidico genera moléculas de sefializacion, que participan en mdultiples
funciones celulares, algunas de ellas, aln desconocidas. Por ejemplo, la PLA2 genera un lisofosfolipido y un
AG, la PLC produce DAG vy la cabeza polar (con el fosfato), mientras que la PLD es responsable de la
generacion de PA junto con un grupo de cabeza polar. Este PA, a su vez puede ser vuelto a clivar por una PLA2,
para formar LPA, o ser reconvertido a DAG por la enzima denominada lipina. PLA1L: fosfolipasa A1, PLA2:
fosfolipasa A2, AG: &cido graso, PLC: fosfolipasa C, DAG: diacilglicerol, PLD: fosfolipasa D, PA: &cido

fosfatidico, LPA: &cido lisofosfatidico. Extraido de Joensuu et al. 2019.
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Las isoformas clésicas de la PLD (PLD1 y 2) hidrolizan el enlace fosfodiéster de la
fosfatidilcolina (PC), el fosfolipido predominante de la membrana. En este clivaje se produce
el PA y la colina libre. La actividad celular de la PLD puede ser regulada por varios
mecanismos. Estos incluyen una regulacion directa tanto mediante los fosfolipidos de
membrana como por cierto nimero de proteinas efectoras. Por ejemplo, se ha demostrado
que algunas GTPasas monoméricas como ARF y Rho, y algunas isoformas de la proteina
quinasa C (PKC), regulan la actividad de la PLD por medio interacciones intermoleculares
especificas. Por otro lado, los fosfolipidos pueden también regular en forma indirecta a la
PLD, ya que su regulacion por parte de la PKC y las GTPasas puede depender estrechamente

de la composicion fosfolipidica (Cazzolli et al. 2006).

Las PLD son enzimas asociadas a la membrana. Las dos isoformas que se estudiaron en esta
tesis fueron las clésicas, a saber, PLD1 y PLD2 que poseen distintos reguladores y

localizacion subcelular, pero que hidrolizan mayormente PC (Tabla 3).

Activacion, Localizacion Sitio . . -
Nombres Abrev. Sust. inhibicion subcelular catalitico Funciones Fisiol. / patofisiol.
Activadores: EA,
PKRCo, B1, B2, Defecto cardiaco
Arf, congénito,
Transduccion de i
Familia sefiales, C;anger .
RhoA, Reticulo (angiogénesis,
endoplasmico . Migracion metastasis, invasion
PKN Rheb, P ' I(:j)olsn?gfii?s celular, tumoral, respuesta
i ] € hipéxica),
FOSf([’)"lpasa PLDL  PC Ras (via Aparato de HKD Activacion de poxica)
indirecta), gt (HXK(X)4 Ras, Respuestas inmunes
Cofilina Ent(;(r);(i)orzas D) Trafico (autoinmunidad),
CtBP1/BARS subcelular Enfermedad
AMPK, trombética,
p90 RSK Regeneracion
Inhibidores: muscular,
AP3 Fibrosis tisular
Activadores: . Py
Fosfolipasa PL0D2 pC Membrana Dos copias Orgar(ljlezlamon EA,
Fosforilacién Ati del motivo 4
D2 PLD1C de Cdk5 plasmatica HKD citoesqueleto, Cancer

(angiogénesis,
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Fosforilacion (HXK(X)4 Control del metastasis, invasion
de Grb2, D) ciclo celular, tumoral, respuesta
., hipéxica),
PKCs Regulacion
o transcripcional, Funci6n inmune,
Inhibidores:
Aldolasa, Regulacion de Replicacion del virus
- la secrecion de la Influenza,
aActinina, vesicular
Enfermedad
CRMP-2, trombética
Munc18-1

Tabla 3. Semejanzas y diferencias de las isoformas clasicas de la PLD.

En mamiferos, la PLD es una enzima clave en la sefializacion celular cuya funcion se atribuye
principalmente a su producto de reaccion, el PA, y a mediadores lipidicos derivados del
mismo. El PA puede ser rdpidamente convertido en DAG o &cido lisofosfatidico (LPA) por
fosfohidrolasas del PA (PAP-1y PAP-2) o por las PLA1 y PLA2. Las fosfohidrolasas del
PA, comunmente llamadas lipinas, pueden convertir el PA en DAG, un mediador que se sabe
que activa a la PKC (Figura 9). No obstante, mediante un analisis integral de la composicion
de los DAG vy los PAs, se ha demostrado que es poco probable que el DAG derivado de la
actividad de la PLD active a la PKC, sugiriendo un rol de finalizacion de la sefial del PA
(Pettitt et al. 1997). Las isoformas de PLA2 (secretoria (SPLA2), iPLA2 y cPLA2) son

capaces de convertir el PA en LPA (Eder et al. 2000; Joensuu et al. 2019).
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Figura 9. Diferentes vias de formacion de PA. Las especies de PA (se muestra el 1-palmitoil-2-oleoil-sn-
glicero-3 fosfato) pueden formarse a partir del LPA, por la accién de las aciltransferasas, y del DAG, por la
accién de las DAGK. La accién de la PLD hidroliza la PC, para producir PA. Por el contrario, el PA puede
convertirse en LPA o DAG por la accién de las PLAL y 2 o las fosfohidrolasas de PA, respectivamente. PA:
acido fosfatidico, LPA: &cido lisofosfatidico, DAG: diacilglicerol, DAGK: diacilglicerol quinasas, PLD:
fosfolipasa D, PC: fosfatidilcolina, PLAL: fosfolipasa Al, PLA2: fosfolipasa A2. Extraido de Cazzolli et al.

2006.

El PA acta como un importante segundo mensajero, encontrandose de a poco nuevas
funciones que apoyan su rol sustancial en la respuesta de la célula a diferentes sefiales. Asi,
por ejemplo, se sabe que actla como activador de un gran nimero de quinasas claves en la
regulacion, incluyendo la fosfatidilinositol 4-fosfato 5-quinasa (P14P5K tipo 1), la diana de
rapamicina en células de mamifero (mTOR), la esfingosina quinasa 1 (SPHK1) y la proteina
quinasa Raf-1. También se ha hallado a estas Gltimas dos implicadas en translocarse a

regiones de la membrana enriquecidas en el PA derivado de la PLD (Delon et al. 2004; Rizzo
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et al. 1999). EI PA también es capaz de unirse a importantes enzimas de sefializacion como
la fosfodiesterasa especifica de AMPc y a la proteina fosfatasa-1 (PP1) (Grange et al. 2000;
Jones et al. 2005). Muchos estudios lo han implicado en el control de procesos biolégicos
como el reordenamiento del citoesqueleto, la proliferacion y supervivencia celular (Cazzolli

et al. 2006).

La regulacion del PA sobre la fosfatidilinositol-4-fosfato-5-quinasa (PIP45K) explica su
participacion en la estructura del citoesqueleto, ya que se sabe que el fosfatidilinositol-4,5-
bifosfato (PIP2), el producto de reaccion de esta enzima, tiene un rol bien definido en la
formacion de los filamentos de actina (Janmey y Lindberg 2004). Por otro lado, el PA recluta
a la quinasa Raf-1 para iniciar la respuesta proliferativa mediada por la sefializacion de las
proteinas quinasas activadas por mitdégenos (MAPK). También se ha descrito la promocion
de la supervivencia celular por parte del PA, la cual es mediada, en este caso, por mTOR y

la quinasa 1 S6 (S6K1) (Cazzolli et al. 2006).

Pero quizas el rol mas conocido del PA derivado de la PLD1 sea el de participar en el trafico
vesicular como la exocitosis y la endocitosis en la membrana plasmatica, en vesiculas de
Golgi y en vesiculas sinapticas (Huang et al. 2005). Por ejemplo, la translocacion del
transportador de glucosa (GLUT) 4 en vesiculas hacia la membrana plasmatica depende,
ademas de insulina, de la generacion de PA por la PLD1 (Emoto et al. 2000; Huang et al.
2005). De esta manera, la mayor actividad de la PLD1 permite una mayor captacion de
glucosa para las células por medio de una mayor exocitosis de las vesiculas y aumento de la
densidad de receptores GLUT4 en la membrana plasmatica. A la inversa, una menor
produccion de PA, resultado de una menor actividad de la PLD1, conlleva una menor

exocitosis e incorporacion de glucosa. El bloqueo no ocurre en el trafico de las vesiculas con
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GLUT4 o en su reclutamiento a la membrana plasmaética, sino en el proceso de fusién de la

vesicula a la membrana plasmaética.

La fusion de la membrana es un proceso de remodelacidn que requiere energia para superar
el poderoso efecto hidrofébico del nucleo de la bicapa lipidica y se han descrito muchas
proteinas y lipidos que facilitan este proceso de fusién (Chernomordik y Kozlov 2003, 2005;
H. T. McMahon y Gallop 2005). EI PA con carga negativa en el grupo de la cabeza polar y
cercana a las cadenas de acilo, generado en la cara citoplasmatica o interna de las membranas
, €S capaz de inducir una curvatura negativa de la membrana y un entorno que favorezca la
fusion (Kooijman et al. 2003). Esto, ademas, fue demostrado por la agregacion de
lisofosfatidilcolina (LPC), la cual induce una curvatura positiva de la membrana. El agregado
de LPC en la cara extracelular de la membrana evita el bloqueo en la exocitosis generado por
la inhibicién de la actividad de la PLD y la consecuente produccion de PA (Huang et al.
2005). Esto demuestra un mecanismo en el cual el PA derivado de la PLD regula la fusién

de las membranas (Figura 10).

curvatura negativa

curvatura positiva
inducida por PAy PLD

inducida por LPC exdgena
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fosfatidilcolina acido fosfatidico diacilglicerol lisofosfatidilcolina

Figura 10. Modelo del proceso de fusion vesicular mediado por la PLD. El dibujo muestra la fusion de la

membrana a través de un intermedio de hemifusion, detallando cémo la “forma” de los fosfolipidos (PC, PA,
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DAG, LPC) puede promover la curvatura necesaria para permitir la fusién completa de dos bicapas lipidicas
opuestas. EI PA derivado de la PLD podria inducir una curvatura negativa en la lamina interna de la membrana
citoplasmatica. La LPC afadida exdgenamente podria inducir una curvatura positiva en la lamina externa de la
membrana. PLD: fosfolipasa D, PC: fosfatidilcolina, PA: &cido fosfatidico, DAG: diacilglicerol, LPC:

lisofosfatidilcolina. Extraido de Cazzoli et al. 2006.

Si bien los aspectos mencionados describen el rol biolégico del PA en general, existen
evidencias que vinculan aspectos especificos de este lipido bioactivo en la patogenia de la
EP. Los primeros estudios que se realizaron demostraron que la PLD2 interaccionaba y era
inhibida por la a-sinucleina (Jenco et al. 1998). La sobre-expresion de esta isoforma en la
SNpc en modelos murinos, mediante transferencia génica viral, ha demostrado su
participacion en la pérdida de las neuronas dopaminérgicas. En este sistema, la a-sinucleina
es capaz de reducir la toxicidad in vivo provocada por la PLD2, al inhibir esta isoforma y, de
esta manera, la neurodegeneracion (Gorbatyuk et al. 2010). Esto sugiere que parte de las
consecuencias de una desregulacion en la funcion de la a-sinucleina se asocian con cambios
en la actividad de la PLD2. Algunos autores sugirieron que una de las funciones de la a-
sinucleina es modular el reciclado de vesiculas sindpticas mediante la inhibicién de la PLD2
(Ahn et al. 2002). La PLD2, al estar localizada en la membrana plasmatica, podria ser
importante en la formacion de vesiculas, ya que el PA tiene la capacidad de reclutar
moléculas adaptadoras que se encargan de dicho proceso (Liscovitch et al. 2000). Otros
estudios en ratones knockout para el gen de a-sinucleina demostraron un incremento en la
liberacion de las vesiculas sinapticas (Auluck et al. 2010). Sin embargo, un estudio reciente
sugiere que el PA, actuando como segundo mensajero, seria el responsable de inducir la
neurodegeneracion, es decir, jugaria un rol mas preponderante la actividad lipasa de la PLD2

(Mendez-Gomez et al. 2018). Investigaciones llevadas a cabo en nuestro laboratorio también
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han hallado roles similares de la a-sinucleina en la inhibicién de la isoforma 1 de la PLD
(Conde et al. 2018). Sin embargo, el rol de las isoformas clésicas de la PLD no estd aun

dilucidado en la EP.

Con respecto al segundo grupo de fosfolipasas que se estudiaron en esta tesis, las PLA2, se
cree que existen al menos 22 genes que codifican estas enzimas en mamiferos. Las PLA2
hidrolizan el AG de la posicion 2 del esqueleto de glicerol de los fosfolipidos, generando un
AG libre y un lisofosfolipido. A modo general, las isoformas de PLA2 en mamiferos difieren
con respecto a la distribucion tisular y celular, las especificidades de substrato y los

requerimientos de calcio (Ca®") (Tabla 4).

Clasificacion de las
PLA2

Organismos bioldgicos que los poseen Otros nombres Variedad
Isitios anatomicos donde suelen expresarse

Cobras y crotalos Secretoria
IB Pancreas humano y porcino Secretoria
A Sinovia humana y veneno de viboras caza Secretoria
ratones
1B Vibora de Gabén Secretoria
IIC Testiculos de murinos Secretoria
IID Pancreas y bazo humanos y murinos Secretoria
IIE Cerebro, corazén y dtero humanos y Secretoria
murinos
IIF Testiculos y embriones humanos y murinos Secretoria
11 Humanos, murinos, lagartos y abejas Secretoria
IVA Humano y murino cPLA2a Citosolica
IVB Humano cPLA2bp Citosdlica
IVC Humano cPLA2y Citosolica
IVD Humano y murino cPLA26 Citosolica
IVE Murino cPLA2c Citosolica
IVF Murino cPLA2C Citosolica
Y Corazon, pulmones y macréfagos humanos Secretoria
y murinos
VIA-| Humano y murino iPLA2 Citosolica
VIA-2 Humano y murino iPLA2b Citosolica
VIB Humano y murino iPLA2y Nembranal-microsomal
Nicrosomal
VIC Humano y iPLA26, NTE Nembranal
murino
(Neuropathy
Target
Esterase)
VID Humano iPLA2 épsilon,
adiponutrina Secretoria
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VIE Humano iPLA2 G, TTS-2.2 Secretoria
VIF Humano iPLA2y, GS2 Secretoria
VIIA Humano, murino, porcino, bovino Lp-PLA2 Secretoria
VIIB Humano, bovino PAF-AHII Citosolica
VIIA Humano PAF-
AHlb
(subunidad al) Citosolica
VIIIB Humano PAF-
AHlb
(subunidad a2) Citosolica
IX Veneno de vibora (conodipina N) Secretoria
X Leucocitos, timo y bazo humanos Secretoria
XIA Raices vegetales tuberculares PLA2-| Secretoria
XIB Raices vegetales tuberculares PLA2-II Secretoria
Xl Humano y murino Secretoria
Xl Parvovirus Secretoria
XIV Hongos y bacterias simbiéticas Secretoria
XV Humano, murino y bovino ACS, LPLA2, LLPL Lisosomal
XVI Tejido adiposo AdPLA, HREVIO7, Asociada con
HRASLSC, NY-REN- membrana,
65 intracelular
calcio-dependiente

Tabla 4. Clasificacion de las isoformas de PLA2. Las PLA2 se han podido clasificar por su funcionalidad y
localizacion celular y tisular en dos grandes tipos: citosélicas de alto peso molecular y secretorias de bajo peso
molecular. Por su dependencia de calcio en variedades: calcio-dependientes y calcio-independientes. Se utilizan
nameros romanos para los dieciséis (16) grupos, es decir, del I al XV1, con diversos subgrupos nominados con
letras mayusculas, comprometiendo la totalidad de enzimas conocidas en acariotas (virus), procariotas

(bacterias) y eucariotas (hongos, reptiles y mamiferos). Extraido de Alfonso et al. 2009.

Las isoformas identificadas hasta ahora en el cerebro incluyen los grupos IVA, IVB y IVC
de las cPLA2, los grupos lIA, I1C, lIE, V'y X de las SPLA2 dependientes de Ca?*, los grupos
VIA y VIB de las iPLA2 y la fosfolipasa selectiva para plasmaldgenos (PISEtn-PLA2)
(Hamaguchi et al. 2003; Hirashima et al. 1992; Kolko et al. 2006; Mancuso et al. 2000;

Molloy et al. 1998; Pickard et al. 1999; Rao et al. 2007; Strokin et al. 2007).

En este trabajo se hizo énfasis en el grupo de las cPLA2 e iPLA2, por la mayor participacion
que se ha observado de estas isoformas en la EP (A. A. Farooqui et al. 2006; Sharon et al.
2003). Las cPLA2 tienen preferencia por los fosfolipidos esterificados con &cido

araquiddnico (AA) sobre otros AG, y requieren Ca?* en concentraciones submicromolares
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para la union a la membrana. Debido a la presencia en el extremo N-terminal de un dominio
de union a fosfolipido dependiente de Ca?*, la cPLA2 transloca desde el citosol hacia las
membranas nucleares u otras membranas de una manera dependiente de este ion. En estas
membranas intracelulares o asociadas a ellas se hallan las enzimas que actdan corriente abajo
en esta via, responsables del metabolismo del AA a eicosanoides, incluyendo las
ciclooxigenasas (COX) y lipooxigenasas (LOX) (A. A. Farooqui y Horrocks 2006; T.

Farooqui y Farooqui 2011) (Figura 11).

El extremo C-terminal de la cPLAZ2 contiene el sitio de fosforilacion y el sitio responsable de
su actividad catalitica. Estos sitios podrian estar involucrados en la regulacion de su actividad
enzimatica. La activacion de cPLA2 puede ocurrir a través de la fosforilacion de residuos de
serina, principalmente en las serinas de la posicion 505 y 727, por MAPK y PKC
(Hirabayashi y Shimizu 2000). En membranas neuronales, la actividad de cPLA2 y la
liberacion de AA estan asociadas por distintos mecanismos con la biologia de

neurotransmisores como la dopamina, el glutamato y la serotonina.
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Figura 11. Rol de la cPLA2 en la via de sefializacion de la inflamacion. En células estimuladas, la unién del
Ca?* al dominio C2 de la fosfo-cPLA2 provoca la unién a la membrana (transloca del citosol a la membrana) y
la posterior liberacion hidrolitica de AA. En la figura se observa la quinasa que regula la cPLA2, que pertenece
al grupo de las MAPK. Dentro de estas, tanto p38, ERK1/2 como JNK son capaces de regular su actividad,
aunque no son las Gnicas. También otras quinasas que la regulan son PKA, receptores TKR via JAK/STAT, la
proteina quinasa Il dependiente de Ca?*/calmodulina y la quinasa de interaccion con MAPK. La regulacion de
la cPLA2 por una u otra quinasa va a depender del estimulo recibido (ligando), del estadio de desarrollo en el
que se encuentra el organismo y de la clase de tejido en la que actda. cPLAZ2: fosfolipasa A2 citosdlica, AA:
acido araquidénico, PLC: fosfolipasa C, PKC: proteina quinasa C, COX: ciclooxigenasa, DAG: diacilglicerol,
IPs: inositol trifosfato, MAPK: proteinas quinasas activadas por mitdgenos, ERK1/2: quinasas reguladas por
sefial extracelular, p38: MAP quinasa p38, JNK: quinasa c-Jun N-terminal, PKA: proteina quinasa A, TKR:
receptor tirosina quinasa, JAK: quinasa Jano, STAT: proteina transductora de sefial y activadora de la

transcripcion.

La respuesta a estos neurotransmisores involucra la liberacion de AA en el tejido cerebral
(A. A. Farooqui et al. 2000). Los eicosanoides, que comprenden a los leucotrienos,
prostaglandinas y tromboxanos, son mediadores lipidicos que pueden cruzar las membranas
celulares para actuar en otras células vecinas. Pueden actuar por medio de receptores
extracelulares e intracelulares especificos y asi modular las vias de transduccién de sefiales
y la transcripcion genica (A. A. Farooqui et al. 2002). Incluso podrian estar involucrados en

la sefializacion cruzada entre distintos tipos de células neuronales del cerebro.

En relacion a las iPLA2, existen dos miembros distintos de la familia de iPLA2, el grupo
VIA de iPLA2 y el grupo VIB de iPLA2. La iPLA2 VIA tiene un peso de 85-88 kDa, y
comparte con la iPLA2 VIB varias regiones conservadas en el extremo C-terminal, pero
presenta muy poca homologia con el extremo N-terminal. Las iPLA2 no requieren Ca?* para

su actividad, pero utilizan ATP para la estabilizacion, y son estimuladas por trombina y
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bradiquinina, pero inhibidas por bromoenolactona (Ackermann et al. 1995; Balsinde y
Balboa 2005; Strokin et al. 2003). Sin embargo, se conoce muy poco acerca de la regulacion
genética y molecular del grupo VI de las iPLA2, especialmente en el cerebro. Los primeros
estudios que se realizaron sugirieron una funcion de homeostasis por medio de la regulacién
del remodelamiento de la membrana. No obstante, actualmente es conocida la participacion
en forma significativa en la transduccion de sefiales, ya que media procesos relacionados con
el crecimiento celular, la diferenciacion, la secrecion de insulina, la oxidacion de AG y la

memoria (Ming et al. 2019; Ramanadham et al. 2015; Xie et al. 2019).

La iPLAZ2 es principalmente responsable de la liberacion del acido docosahexaenoico (DHA),
ubicado en la posicion 2 en el esqueleto de glicerol. Aunque se han atribuido muchas
funciones importantes al DHA en el cerebro (Calon y Cole 2007; Heird y Lapillonne 2005;
Salem et al. 2001), pocos estudios han hecho foco en si dichas funciones guardaban relacion
con su liberacion. Una parte del DHA liberado puede ser convertido en neuroprotectina D1
(NPD1) o resolvina D2 (RvD2), dos moléculas de sefalizacion involucradas en la
supervivencia celular y la resolucion de la inflamacion en el cerebro (Lukiw et al. 2005;
Schwab et al. 2007) (Figura 12). Ademas, el DHA libre inhibe la actividad de la PKC, y ha
sido implicado en la regulacion de las vias de sefializacion en el cerebro en que estan
implicados el factor de transcripcion NF-xB, la MAPK p38, Bcl-2 y Akt, mediando
respuestas de inflamacion, supervivencia y proliferacion en el cerebro (Akbar et al. 2005;
Keller et al. 1993; Lukiw et al. 2005; Marcheselli et al. 2003; Rao et al. 2007; Seung Kim et

al. 2001; Xu et al. 2019).

En la tabla 2 de las enfermedades NAHC, se puede apreciar una en particular, en la que el

gen PLA26G que codifica para la iPLA2 grupo VI, cuando se encuentra mutado, produce
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distrofia neuroaxonal y neurodegeneracion con una acumulacion de Fe en el cerebro,
causando la EP. Sin embargo, la relacion que existe entre el Fe, la iPLA2, y la a-sinucleina
no ha sido elucidada aun, por lo que en este trabajo de tesis el segundo objetivo particular

estuvo centrado en este aspecto.

Figura 12. Liberacién de DHA y su conversién en mediadores por la activacion del neuroreceptor
colinérgico/serotoninérgico. EI DHA, el cual es liberado por activacion del receptor de la via colinérgica o
serotoninérgica, es convertido a lipidos mediadores por la LOX. EI DHA, ademés, puede volver a ser re-
esterificado. Sin embargo, aln no se conoce del todo la funcién de los metales de transicion en la liberacién del
DHA vy los efectos en las patologias neurodegenerativas. iPLA2: fosfolipasa A2 independiente de Ca?*, DHA:
acido docosahexaenoico, LOX: lipooxigenasa, RvD2: resolvina D2, NPD1: neuroprotectina D1, Marl:
Maresina 1, CoA: coenzima A, AGPAT: acil-glicerol-fosfato-acil transferasa, ACSL.: acil-CoA sintetasa de

cadena larga. Extraido de Bazinet y Layé 2014.
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OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis fue estudiar la participacion de las PLA2 y de las PLD en los
eventos moleculares gatillados por EO inducido por el neurotéxico 6-OHDA o por

exposicion a Fe.

Los objetivos especificos fueron:

» Analizar y caracterizar distintos modelos experimentales in vitro de EP, utilizando
lineas celulares de: neuroblastoma humano (IMR-32), neuronas dopaminérgicas
(N27) y astroglioma (C6) de rata, expuestas a estimulos injuriantes tales como el
neurotoxico 6-OHDA vy la exposicion a Fe.

» Caracterizar el rol de las distintas isoformas de la PLA2 y de la PLD en la respuesta
al estimulo injuriante en los diferentes modelos en estudio.

» Estudiar el rol de determinadas isoformas de la PLA2 durante los eventos de EO y su
relacion con la fosforilacion de la a-sinucleina.

» Evaluar la respuesta neuronal al EO en presencia de medios condicionados

provenientes de cultivos astrociticos.
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MATERIALES

1. Reactivos
A continuacion, se detallan los reactivos utilizados durante el desarrollo de esta tesis:

= Coomasie brillant blue, 2-amino-2-hidroximetil-propan-1,3-diol (Tris),
glicina, dodecilsulfato de sodio (SDS), 2-mercaptoetanol, azul de bromofenol,
fluoruro de sodio, P-glicerofosfato de sodio, ortovanadato de sodio,
leupeptina, aprotinina, pepstatina, fluoruro de fenilmetilsulfonio (PMSF),
ditiotreitol (DTT), persulfato de amonio, bisacrilamida, bromuro de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio (MTT), é&cido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinetansulfénico (HEPES), cloruro de magnesio, Nonidet P-40 (NP-
40), acido etilendiaminotetraacético (EDTA), bicarbonato de sodio, cloruro
de calcio, dimetilsulfoxido (DMSO), seroalbdmina bovina (SAB), Triton X-
100, &cido tiobarbiturico (ATB), 6-OHDA, DL- propranolol, fueron obtenidos
de Sigma-Aldrich (Estados Unidos).

= Cloruro de sodio, cloruro de potasio, fosfato monopotasico, fosfato disédico,
de J. T. Baker (Estados Unidos).

= Glicerol, silica gel 60 H y silica gel 60 G, de Merck (Alemania).

= Acido acético, acetona, amoniaco, cloroformo, etanol, éter etilico,
isopropanol, metanol, n-hexano, tolueno, de Cientifica Nacional (Argentina).

= Antibidtico-antimicético, medio de cultivo de células DMEM (del inglés
Dulbecco’s Modified Eagle Medium), RPMI (del inglés Roswell Park

Memorial Institute) y tripsina, de Gibco (Estados Unidos).
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Placas radiogréaficas UltraCruz, VU0155069, CAY10594, R59022, U73122,
U0126, LY294002, ATK, BEL, PTK vy luteolina, de Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, Estados Unidos).

Tween 20, ECL Prime, de Amersham-GE Healthcare (Reino Unido).
Acrilamida, de AppliChem (Alemania).

N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamina (TEMED), de Promega (Madison, WI,
Estados Unidos).

Paraformaldehido, de Biopack (Argentina).

[*H]4cido oleico (9,2 Ci/mmol, [*H]JAO), de New England Nuclear-Dupont
(Boston, MA, Estados Unidos).

Nitrogeno, de AGA (Argentina).

Diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCDHF-DA), de Molecular Probes
(Estados Unidos).

Membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF) para transferencia
Western blot Immobilon-P (0,45 uM), de Millipore Corporation (Temecula,
CA, Estados Unidos).

Revelador marca Ilford, de Harman Technology Limited (Reino Unido).
Fijador universal marca Romek, de Gamaxa S.R.L (Argentina).

Leche en polvo descremada, de La Serenisima (Argentina).

Centelleador Preblended Dry Fluor 2a70, de Research Products International
Corp. (Estados Unidos).

Acido clorhidrico, de Carlo Erba (ltalia).



MATERIALES |44

Kit comercial para determinar la actividad de la enzima lactato
deshidrogenasa, LDH-P UV AA, gentilmente donado por Wiener Lab.
(Argentina).

TRIzol®, de Invitrogen (Argentina).

Random Primer hexamers y Mezcla Real para Real-Time PCR, de
Biodynamics (Argentina).

Inhibidor de RNasa y M-MLV Reverse Transcriptase, de Promega (Estados
Unidos).

Suero fetal bovino (SFB), de Internegocios (Argentina).

Hoechst [Catalogo: C-10339], de Thermo Fisher (Invitrogen, Argentina).
Anticuerpos: anti-p65 [sc-109] policlonal de conejo, anti-p-actina monoclonal
de raton [sc-47778], 1gG2a anti-ribonucleoproteina nuclear heterogénea
(hnRNP) monoclonal de raton [sc-32301], IgG policlonal de raton anti-conejo
conjugado con peroxidasa de rdbano (HRP, del inglés horseradish
peroxidase) [sc-2357], IgGk de ratoén conjugado con HRP [sc-516102], anti-
p65 monoclonal de raton [sc-8008], anti-raton 1gG2a policlonal de cabra [sc-
2970], anti-p-Akt policlonal de conejo [sc-7985], anti-p-ERK1/2 monoclonal
de raton [sc-7383], anti-PLD2 monoclonal de raton [sc-515744], anti-GFAP
monoclonal de raton [sc-33673], anti-GCLc monoclonal de ratén [sc-390811]
anti-iPLA2 grupo VI monoclonal de ratén [sc-376563] y anti-p-a-sinucleina
policlonal de conejo [sc-135638], fueron obtenidos de Santa Cruz
Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, CA, Estados Unidos). Anti-p-IkBa
monoclonal de raton [cs-9246S] y anti-S1003 monoclonal de conejo [cs-

D10G6] fueron obtenidos de Cell Signaling Technology (Beverly, MA,
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Estados Unidos). Anti-a-tubulina monoclonal de raton [CP06] fue obtenido
de Calbiochem (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO, Estados Unidos). Anti-
raton conjugado con Alexa Fluor 488 [A-11001] y anti-conejo conjugado con
Alexa Fluor 546 [A-11035] fueron obtenidos de Thermo Fisher (Invitrogen,
Argentina). Anti-conejo conjugado con Cy2 [111-225-144] fue obtenido de

Jackson Immunoresearch (Sero-immuno Diagnostics, GA, Estados Unidos).

Todos los demés reactivos y quimicos utilizados fueron de la mayor pureza

disponible.

1.2. Equipamiento.

Balanza de precision CAHN 21.

Balanza de precision OHAUS AS200.

Balanza de precision Sartorius, modelo 2006 MP.

Cabina de flujo laminar Heraeus Laminin Air, modelo ELB 2472.
Camara de transferencia Bio-Rad, modelo Mini Trans-Blot.
Cépsulas y frascos para cultivo celular, de Greiner Bio-One International
(GBO).

Centrifuga de mesa Beckman, modelo TJ-6.

Contador de centelleo liquido LKB-Wallac, modelo 1214 Rackbeta.
Cuba para electroforesis vertical Bio-Rad, modelo Mini-Protean 1.
Cubetas de vidrio y cuarzo Coler-Parmer Instrument Co.
Espectrofotometro UV-VIS-NIR Jasco, modelo V-630.
Espectrofotdometro UV-VIS PicoDrop, versién 4.0/21/03/11.

Estufa Fisher Isotemp. Oven 300 series.

Freezer de -20 °C Gafa, modelo FGV 1650.
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Freezer de -80 °C Forma Scientific, modelo 8423.

Fuente de alimentacion para electroforesis Bio-Rad, modelo Power Pack
Basic.

Medidor de pH Altronix, modelo TPXI.

Microcentrifuga Eppendorf, modelo 5415 R.

Microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse E-600 (Nikon, Melville, NY,
USA).

Rotor-Gene 6000 (Corbett Research, Australia).

Vortex Mistral.
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METODOS

1. Lineas celulares

Para esta tesis se utilizo como modelo de estudio la linea neuronal inmortalizada de
neuroblastoma humano, IMR-32, inicialmente establecida en la decada del “70 por
Tumilowicz y colaboradores (Tumilowicz et al. 1970). Estudios posteriores pudieron
demostrar que esta linea celular IMR-32 presentaba transportadores de dopamina y otros
transportadores vesiculares de monoaminas (Koutsilieri et al. 1996; Kereszturi et al. 2006;
McLaughlin et al. 2006). Por otro lado, se encontr6 que eran capaces de incorporar dopamina
y, asimismo, se ha demostrado la expresion basal de la enzima TH (Ross et al. 1981;
Thompson et al. 1982), involucrada en el paso limitante de la sintesis de catecolaminas,
catalizando la hidroxilacién de tirosina en dihidroxifenilalanina (Corso y Dudas 2014),
demostrando de esta manera la presencia de dopamina en estas neuronas (Gupta et al. 1985).
En base a las caracteristicas mencionadas, nos parecio apropiado establecer a las células
IMR-32 como un modelo idoneo en el estudio de los eventos de neurotoxicidad in vitro
asociados a la EP.

La segunda linea celular utilizada fue la de las neuronas N27 provenientes del mesencéfalo
de rata. Se optd por esta linea como un método alternativo y complementario de la linea IMR-
32 en los estudios realizados con el FAC. Estas neuronas, al igual que las IMR-32, presentan
propiedades de neuronas dopaminérgicas, como niveles de expresion de TH y del
transportador de dopamina, por lo que ha sido ampliamente utilizada como un modelo in
vitro para el estudio de la EP y para el estudio de la neurotoxicidad, el EO, la
neurodegeneracién y vias moleculares asociadas con estos procesos (Charli et al. 2016;

Hammond et al. 2015; Harischandra et al. 2015).
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La tercera linea correspondié a las células C6 de astroglioma de rata. Este linaje ya se ha
validado en estudios para medir los efectos neurotoxicos del Fe y la 6-OHDA (Raicevic et

al. 2005; Song et al. 2007), por lo que se considera Util en el estudio de la EP.

2. Cultivo celular

Las lineas celulares IMR-32 y C6 se mantuvieron en condiciones de esterilidad, cultivandose
en medio DMEM alta glucosa suplementado con SFB al 10 % (v/v), penicilina 100 U/ml,
estreptomicina 100 pg/ml y anfotericina B 0,25 pg/ml en un incubador a 37 °C en atmosfera
himeda y 5 % de CO.. La linea celular N27 se cultivd en idénticas condiciones pero
utilizando el medio RPMI. Cuando las células alcanzaron una confluencia de
aproximadamente un 90 %, se realizo el subcultivo de la linea. Se descarté el medio, se
realiz6 un lavado con buffer fosfato salino (PBS, del inglés, phosphate-buffered saline) (KCI
2,7 mM, KH2PO4 1,8 mM, NaCl 137 mM, Na2HPO4 10 mM, pH 7,4). Luego se incubaron
las células por 2-3 min a 37 °C con tripsina 1,5X; se agregd medio de cultivo suplementado
con SFB 10 % vy se transfirié todo a un tubo cénico de 15 ml. Este ultimo se centrifugd a
1000 rpm por 5 min; se descarto el sobrenadante y se afiadi6 DMEM o RPMI con SFB al 10
%, disgregando y homogeneizando el pellet mecanicamente con una pipeta. Esta suspension
celular se utilizo luego para su siembra en placas individuales o multipocillo de acuerdo a las

necesidades de cada experimento.

3. Tratamientos experimentales

Las células se incubaron hasta un 80-90 % de confluencia y todos los tratamientos se llevaron
a cabo en DMEM o RPMI sin SFB. Se procedio de la siguiente manera: se removio el medio
de las capsulas o placas y se reemplazé por medio nuevo y sin SFB, luego se afiadieron los

inhibidores o drogas en las concentraciones deseadas. En los controles, se agregé el vehiculo
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correspondiente. Las células se incubaron en esas condiciones por 12, 24, 48 o 72 h, de
acuerdo a la necesidad de los experimentos.

Los tratamientos en el capitulo 1 de esta tesis fueron los siguientes:

6-OHDA: se prepar6 una solucion madre con una concentracion de 50 mM en é&cido
ascorbico al 0,1 % en agua. La concentracion de uso en los distintos experimentos fue de 50,
75y 100 uM.

VU0155069: inhibidor farmacoldgico de la isoforma PLD1. Se prepar6 una solucion madre
con una concentracion de 20 mM en DMSO. La concentracion de uso en los distintos
experimentos fue de 5 uM.

CAY10594: inhibidor farmacoldgico de la isoforma PLD2. Se prepard una solucion madre
con una concentracion de 20 mM en DMSO. La concentracion de uso en los distintos
experimentos fue de 5 uM.

R59022: inhibidor farmacoldgico de las isoformas de diacilglicerol quinasas (DAGK). Se
prepard una solucion madre con una concentracion de 37 mM en DMSO. La concentracion
de uso en los distintos experimentos fue de 5 M.

U73122: inhibidor farmacologico de la PLC. Se prepard una solucién madre con una
concentracion de 20 mM en DMSO. La concentracion de uso en los distintos experimentos
fue de 5 uM.

U0126: inhibidor farmacoldgico de las quinasas MEK1/2. Se prepardé una solucion madre
con una concentracion de 40 mM en DMSO. La concentracion de uso en los distintos
experimentos fue de 10 uM.

LY294002: inhibidor farmacoldgico de la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI13K). Se preparé una
solucién madre con una concentracion de 25 mM en DMSO. La concentracion de uso en los

distintos experimentos fue de 10 pM.
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DL-Propranolol: inhibidor farmacoldgico de la lipina. Se prepar6 una solucién madre con
una concentracion de 35 mM en DMSO. La concentracion de uso en los distintos
experimentos fue de 50 pM.

ATK: inhibidor farmacoldégico de la cPLA2. Se prepar6 una solucion madre con una
concentracion de 56,7 mM en DMSO. La concentracién de uso en los distintos experimentos
fue de 10 pM.

BEL: inhibidor farmacoldgico de la iPLA2. Se preparé una solucion madre con una
concentracion de 43 mM en DMSO. La concentracion de uso en los distintos experimentos
fue de 10 pM.

Los tratamientos en el capitulo 2 de esta tesis fueron:

FAC: se prepar6 una solucion madre con una concentracion de 87 mM en agua 15 minutos
antes de cada experimento. La concentracion de uso en los distintos experimentos fue de 300,
500y 1000 pM.

CAY10594: inhibidor farmacolégico de la isoforma PLD2. Se prepard una solucion madre
con una concentracion de 20 mM en DMSO. La concentracion de uso en los distintos
experimentos fue de 5 uM.

BEL: inhibidor farmacoldgico de la iPLA2. Se preparé una solucion madre con una
concentracion de 43 mM en DMSO. La concentracion de uso en los distintos experimentos
fue de 10 pM.

PTK: inhibidor farmacoldgico de la cPLA2. Se prepar6 una solucién madre con una
concentracion de 53 mM en DMSO. La concentracion de uso en los distintos experimentos

fue de 45 pM.
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Luteolina: inhibidor farmacol6gico de la LOX-15. Se preparé una solucién madre con una
concentracion de 40 mM en DMSO. La concentracion de uso en los distintos experimentos
fue de 40 pM.

R59022: inhibidor farmacol6gico de las isoformas de diacilglicerol quinasas (DAGK). Se
prepard una solucion madre con una concentracion de 37 mM en DMSO. La concentracion
de uso en los distintos experimentos fue de 5 pM.

U73122: inhibidor farmacolégico de la PLC. Se prepar6 una solucion madre con una
concentracion de 20 mM en DMSO. La concentracién de uso en los distintos experimentos
fue de 5 uM.

U0126: inhibidor farmacoldgico de las quinasas MEK1/2. Se prepardé una solucion madre
con una concentracion de 40 mM en DMSO. La concentracion de uso en los distintos
experimentos fue de 10 uM.

LY294002: inhibidor farmacologico de la fosfatidilinositol 3-quinasa (P13K). Se prepard una
solucion madre con una concentracion de 25 mM en DMSO. La concentracion de uso en los

distintos experimentos fue de 10 puM.

4. Inmunocitoquimica (ICQ)

Las células se cultivaron en cubreobjetos de vidrio y el medio de crecimiento fue remplazado
por medio sin suero. Después del tratamiento (6-OHDA/FAC o vehiculo) durante 24 h, las
células se fijaron durante 20 minutos con paraformaldehido al 4 % en PBS. Para realizar la
inmunotincion, las células se permeabilizaron y se bloquearon los sitios inespecificos con
SAB al 2 % en PBS y Triton X-100 (0,1 %) durante 45 minutos a temperatura ambiente. Las
células se incubaron con el anticuerpo primario apropiado (1:50 en PBS, 2 % de SAB, 0,1 %

de Triton X-100; 1 h a temperatura ambiente). Después de tres lavados con PBS, las células
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se incubaron con el anticuerpo fluorescente secundario apropiado (1:300; 1 h a temperatura
ambiente) y el colorante Hoechst, para tincion nuclear. Luego de lavar con PBS, se montaron
los cubreobjetos sobre portaobjetos y se observaron los preparados, utilizando un
microscopio Nikon Eclipse E-600. La cuantificacion se realizo utilizando la plataforma FIJI
(Schneider et al. 2012) y se analizaron al menos 100 células para cada condicién, de tres
cultivos celulares independientes.

5. Experimentos de incorporacion de la dopamina

Los experimentos de incorporacion de la dopamina se realizaron conforme a lo descrito en
Koutsilieri et al. (1996), con ligeras modificaciones. Las células sembradas en placas de 24
pocillos se lavaron una vez con PBS y luego se incubaron durante 0, 15, 30, 60, 120 o 180
minutos con 16 nM de [*H]dopamina (32,6 Ci/mmol, [°’H]DA, Perkin Elmer, Waltham, MA,
USA) en un buffer compuesto por PBS, 1 mM de CaCl, y 1 mM de MgCl.. La reaccién de
incorporacion se detuvo al eliminar la solucion que contenia la dopamina radiomarcada y
enjuagar las células con el buffer de incubacion helado. Para liberar la [2H]DA, las células se
incubaron con 500 ul de etanol al 96 % (v/v) durante 30 minutos a 37 °C. Se afiadié una
alicuota a 5 ml de liquido de centelleo en viales y se evalu6 la radioactividad en un contador

de centelleo.

6. Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad celular se analiz6 mediante el ensayo de reduccion de MTT. Este método se
basa en la capacidad de las mitocondrias metabdlicamente activas de reducir las sales de
tetrazolio solubles en agua en sales de formazan insolubles. Esta reaccion se ve demostrada
por la presencia de una coloracion azul. Para realizar este ensayo, luego de los tratamientos,

las células sembradas en placas de 24 pocillos (8x10* células/pocillo) se incubaron durante 2
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h con el reactivo de MTT en una concentracion final de 0,5 mg/ml, a 37°C y con una
atmosfera humidificada al 5 % de CO.. Posteriormente, se retird el medio y se permitio que
los cristales de formazan se disolvieran durante el tiempo que fuera necesario con 200 pl de
buffer de solubilizacion [SDS al 20 % (pH 4,7)]. Después de esto, la coloracién se midio

espectrofotométricamente a 570 nm (Uranga et al. 2013).

7. Determinacion de los niveles de oxidantes intracelulares

Se evaluaron los niveles de oxidantes celulares utilizando la sonda DCDHF-DA. Esta sonda
es capaz de atravesar la membrana y, después de la oxidacion, se convierte en un compuesto
fluorescente.

Después de los tratamientos correspondientes, se descarté el medio y se afiadio medio
DMEM junto con la sonda DCDHF-DA en una concentracion final de 10 pM. Después de
30 minutos de incubacion a 37°C, se retird el medio, se lavaron las células con PBS vy,
posteriormente, se lisaron las muestras en 500 pl de un buffer constituido por PBS y NP-40
al 1 %. La fluorescencia en los lisados (Aex=495 nm, Aem=530 nm) se midié en un
espectrofluorimetro de microplaca, agregando 150 ul de lisado/pocillo. Los resultados se
normalizaron por el contenido de proteinas de cada lisado y se expresaron en unidades

arbitrarias (UA).

8. Evaluacion de la permeabilidad de la membrana plasmatica

La pérdida de la permeabilidad selectiva de la membrana plasmatica se evalu6 por medicion
espectrofotométrica de la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) liberada al
medio de incubacion luego del tratamiento experimental correspondiente. Luego de los
tratamientos, el medio de incubacion se centrifug6 a 1000 x g durante 10 minutos a 4°C. El

sobrenadante resultante se utiliz6 para determinar la actividad de la LDH, que se midio
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espectrofotométricamente usando el kit LDH-P UV AA (Wiener lab.), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se midio la tasa de conversion del dinucleétido de nicotinamida
adenina reducido a dinucledtido de nicotinamida adenina oxidado a 340 nm, a diferentes

tiempos (0, 30, 90, 150 y 210 segundos). Los resultados se expresaron como UA.

9. Ensayo de sustancias reactivas al 4cido tiobarbiturico (TBARS)

En una fase posterior a la reaccion de peroxidacion de los AG, se generan otros productos de
peroxidacion lipidica, tales como el MDA, 4-hidroxinonenal, entre otros. Esta reaccion
ocurre en un paso posterior a la formacion de dienos y trienos conjugados. En la
determinacion de peroxidacion lipidica por el ensayo de TBARS, se evalla
fundamentalmente la generacion de MDA (Adamczyk et al. 2006). Se tomaron alicuotas de
0,2 ml de las células levantadas en agua a 4°C, a las cuales se les agregd inmediatamente 0,5
ml de acido tricloroacético (TCA) al 30 % (p/v) de manera de frenar el proceso de
peroxidacion enzimatica al desnaturalizar las enzimas presentes en la muestra. Se agito
vigorosamente y, a continuacion, se agregé 0,05 ml de HCI 5N y 0,5 ml de ATB al 0,75 %
(p/v), luego de lo cual se procedio a agitar nuevamente. Tanto el TCA como el ATB fueron
preparados en agua ultrapura y este ultimo se prepard inmediatamente antes de su uso y se lo
conservé protegiéndolo de la luz hasta el momento de agregarlo. Los tubos se taparon y
fueron llevados a un bafio hirviente durante 15 minutos. Finalmente, las muestras se
centrifugaron a 1000 x g durante 10 minutos en la centrifuga de mesa Beckman TJ-6 y se
leyé la absorbancia de los sobrenadantes a 535 nm en el espectrofotometro. Los resultados
se expresaron como UA de absorbancia a 535 nm por mg de proteina [UA x mg proteina™]
0 como porcentaje del valor control, segln el caso, y se compararon con los valores obtenidos

en la condicién control.
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10.  Anélisis de Western blot (WB)

10.1 Extraccién de proteinas

Luego del tratamiento experimental correspondiente, las células se lavaron con PBS y se
levantaron de la capsula por raspado en 800 pl de PBS. La suspensién celular se recibio en
un microtubo. Para aumentar la recuperacion celular, se repitio el raspado en 500 ul de PBS
y se recibid en el mismo microtubo. Luego, se centrifugaron las muestras a 500 x g por 5 min
a4 °Cy se descarto el sobrenadante. El precipitado se resuspendid, de acuerdo al tamafio del
pellet obtenido, en un volumen de 80-120 pl de buffer RIPA (del inglés,
radioimmunoprecipitation assay buffer) 1x con inhibidores de proteasas (Tris-HCI 50 mM
pH 7,4; Triton X-100 1 % (v/v); NaCl 150 mM; deoxicolato de sodio 0,1 % (p/v); NaF 50
mM; B-glicerofosfato 2 mM; o-vanadato de sodio 0,2 mM; leupeptina 10 pug/ml; aprotinina
5 ug/ml; pepstatina 1 ug/ml; PMSF 0,5 mM; DTT 1 mM) y se incubo en hielo durante 1 h,
con agitacion cada 10 min. Una vez finalizada esta incubacion, se sonicaron las muestras en
3 ciclos de 30 segundos para favorecer la lisis celular. A continuacidn, el lisado se centrifugo
a 14000 x g durante 20 min a 4 °C y se recogio el sobrenadante, el cual se pas6 a un nuevo
microtubo, se midi6 su volumen y se tomé una alicuota para la cuantificacion de proteinas
por el método de Bradford (Bradford 1976). Los lisados celulares se combinaron con buffer
Laemmli 4x (Tris-HCI 0,25 M pH 6,8; SDS 8 % (p/v); glicerol 40 % (v/v); 2-mercaptoetanol
20 % (v/v) y azul de bromofenol 0,05 % (v/v)) en una relacion 3:1y se calentaron en bloque
seco a 100 °C por 5 min (Laemmli 1970). Las muestras se guardaron en freezer a -20 °C

hasta su uso.

10.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida
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Cantidades equivalentes de proteinas de los distintos lisados (30-50 pg) se sembraron y
separaron en geles de poliacrilamida de 10y 12,5 % con SDS (SDS-PAGE) (Laemmli 1970)
junto con marcadores de peso molecular. La corrida electroforética se realiz6 a voltaje
constante (70 V) y amperaje variable (verificando que este ultimo no sobrepasara los 20 mA)
durante aproximadamente 1 h, hasta que el indicador del frente de corrida llegé hasta el limite
inferior del gel. Como buffer de corrida se empleo: Tris 25 mM pH 8,8; glicina 192 mM,;

SDS 0,1 % (p/v).

10.3 Transferencia de las proteinas a membranas de PVDF

Las proteinas separadas electroforéticamente se transfirieron a una membrana de PVDF
previamente activada con metanol. La transferencia se realizé en una camara de transferencia
durante 45 min a voltaje constante (70 V) y amperaje variable (=350 mA) utilizando como

buffer de transferencia: Tris 25 mM pH 8,3; glicina 192 mM.

10.4 Blogueo de las membranas y tratamiento con anticuerpos

Las membranas de PVDF con las proteinas previamente transferidas se incubaron por 1 h a
temperatura ambiente en leche descremada al 5 % (p/v) en TBS-T (Tris-HCI 20 mM pH 7,4;
NaCl 150 mM; Tween 20 0,1 % (p/v)) para bloquear sitios de union inespecifica; se lavaron
3 veces en TBS-T por 5 min y se incubaron, posteriormente, con los respectivos anticuerpos
primarios por 2 h a temperatura ambiente y, luego de 3 lavados con TBS-T, con anticuerpos
secundarios conjugados con peroxidasas por 1 h a temperatura ambiente. Todos los
anticuerpos fueron preparados en SAB al 2 % (p/v) en TBS-T.

Los anticuerpos primarios utilizados en esta tesis y sus diluciones se detallan a continuacion:

= Policlonal de conejo anti-p65 (catalogo sc-109), dilucion 1:500

= Policlonal de conejo anti-p-Akt (catalogo sc-7985), dilucién 1:500
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= Monoclonal de raton anti-p-IxBa (catalogo ¢s-9246S), dilucién 1:500
= Monoclonal de raton anti-p-ERK1/2 (catalogo sc-7383), dilucién 1:500
= Monoclonal de raton anti-p-actina (catdlogo sc-477778), dilucion 1:500
= Monoclonal de raton anti-a-tubulina (catdlogo MilliporeSigma-CP06),
dilucion 1:500
= Monoclonal de raton anti-hnRNP (catalogo sc-32301), dilucién 1:500
Los anticuerpos secundarios utilizados en esta tesis y sus diluciones se detallan a
continuacion:
= Policlonal de cabra anti-conejo acoplado a HRP, (catalogo sc-2357), dilucion
1:1000
= Policlonal de cabra anti-raton acoplado a HRP, (catalogo sc-2005), dilucion
1:1000
10.5 Deteccion de inmunorreactividad
Luego de la incubacidon con el anticuerpo secundario, se procedio a lavar las
membranas 3 veces por 5 min con TBS-T y se revelaron las bandas inmunorreactivas en
cuarto oscuro con un kit comercial de quimioluminiscencia, exponiéndolas después a placas
autorradiogréaficas para visualizar las bandas de las proteinas de interés. La cuantificacion se

realizd con el programa ImageJ (Schindelin et al. 2012; Schneider et al. 2012).

11. Fraccionamiento subcelular

Se aislaron las fracciones nuclear y citoplasmatica de acuerdo a protocolos previos (Dignani
et al. 1983; Osborn et al. 1989). Luego de los tratamientos correspondientes, se descarto el
medio extracelular, se lavaron las células con PBS 1x, se rasparon y levantaron pasandolas a

microtubos. Luego de una centrifugacion a 800 x g por 10 min, el pellet se resuspendi6 en
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80-100 pl de buffer A (HEPES 20 mM pH 7,9; MgCl, 1,5 mM; KCI 10 mM; DTT 0,5 mM;
NP-40 0,1 %; leupeptina 2 pg/ul; aprotinina 1 ug/ul; pepstatina 1 pg/ul) y se incubd a 4 °C
por 10 min, se centrifugd a continuacién a 12000 x g por 2 min reservandose el sobrenadante
como fraccion citosdlica (FC). El pellet resultante se resuspendié luego en 40-50 ul de buffer
B (HEPES 10 mM pH 7,9; MgCl2 1,5 mM; NaCl 420 mM; DTT 0,5 mM; EDTA 0,2 mM,;
glicerol 25 %; PMSF 0,5 mM; leupeptina 2 pg/ul; aprotinina 1 pg/pl; pepstatina 1 pg/ul), se
incub6 a 4 °C por 20 min y se centrifugd a 10000 x g por 15 min, reservandose el
sobrenadante como fraccion nuclear (FN). Se separaron alicuotas de cada fraccion y se
determin® su concentracion proteica por el método de Bradford (Bradford 1976). Las

muestras fueron conservadas a -20 °C hasta su posterior uso para analisis por WB.

12.  Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

La cuantificacion de proteinas para la siembra de cantidades iguales en la técnica de WB para
normalizar resultados se realizo por el método de Bradford (Bradford 1976), el cual se basa
en el cambio de la absorbancia del colorante Coomassie Brilliant Blue G-250 al unirse a
proteinas. Los lisados de proteinas fueron mezclados con el reactivo de Bradford a
temperatura ambiente y luego de 5 min de reaccion se midid la absorbancia a 595 nm en
espectrofotometro. Los resultados se corrigieron con un blanco y se realiz6 una curva de

calibrado con estandares de SAB para la obtencion de las concentraciones de las muestras.

13.  Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR)

Se aislé el ARN total de las células de interés con el reactivo TRIzol de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Luego, el ARN aislado fue resuspendido en agua libre de

nucleasas y su concentracion y pureza medidas por la relacion A260:A280 en un
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espectrofotometro PicoDrop. EI ARN aislado fue reservado a una temperatura de -80 °C
hasta su uso.

Se realizo, a continuacion, la reaccion de transcripcion reversa. Para esto, se utilizaron
alicuotas de 2 pug de ARN total para sintetizar el ADNc correspondiente, incubandose con 1
pl de Random Primer hexamers, 1x de buffer de reaccion de transcriptasa reversa M-MLV,
0,5 mM de cada desoxirribonucleétido trifosfato (ANTP), 25 Ul de inhibidor de RNasas y
200 UI de transcriptasa reversa M-MLV, llevandose a un volumen final de 25 pl con agua
libre de RNasas (Campos et al. 2015). EI ADNCc obtenido se conservo a -20 °C hasta su uso.
Se procedid, luego, a realizar la amplificacion del ADNCc resultante por PCR cuantitativa en
tiempo real. La gRT-PCR se realizé en un volumen final de 15 pl. Para ello se utiliz6 un Real
Mix para Real-Time PCR y 0,4 uM de cada primer. Todos los pares de primers fueron
comprados en Life Technologies y las secuencias fueron: para COX-2 forward
CGCCTCCTTCAGCTCCACA y reverse CAGCAAGGATTTGCTGTATGGCT, para RP4
forward TGCTCTTCTTCAGCCTGTCC y reverse AGACTGCAAAGAGCGTGAGG, para
15-prostaglandina deshidrogenasa (15-PGDH) forward CATAGGCAGAGCCTTTGCAG y
reverse TCATCCAGGGCAGCTTTACA, y para RibolL32 forward
TGGAAGTGCTGCTGATGTGC vy reverse CACGATGGCTTTGCGGTTCT. Las
condiciones de la PCR utilizadas fueron: 50 ciclos de desnaturalizacién a 94 °C por 20
segundos, apareamiento y extension a 58 °C por 30 segundos y un paso de extension final a
72 °C por 30 segundos. Al finalizar la reaccion se obtuvieron valores de Ct (del inglés
threshold cycle) para cada condicion; estos valores obtenidos de 3 experimentos distintos
fueron normalizados utilizando el método 22t respecto del gen de referencia que fue
RiboL32. Al final de la fase de amplificacion, se realizd un andlisis de la curva de melting y

una electroforesis en gel de agarosa para confirmar el tamafio del producto. El nivel relativo
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de COX-2, RP4 y PGDH se expresé como el cambio relativo en la expresion génica (Livak

y Schmittgen 2001).

14.  Ensayo de actividad de la PLD

El premarcado de los lipidos celulares se realizé en un medio sin suero suplementado con
[*H]JAO (0,5 pCi/placa), AO (1,5 uM) y SAB sin lipidos (4 moles de AO/mol de SAB)
durante 24 h a 37°C. Luego, se descart6 el medio y las células se incubaron con 6-OHDA
durante 24 h. Luego, las células se incubaron con medio libre de suero (que contenia etanol
(2 % vol/vol)) durante 3h. La reaccidn se detuvo descartando el medio y las células se lavaron
3 veces con PBS y se rasparon con 800 pl de PBS. Los lipidos se extrajeron mediante el
método de Folch (Folch et al. 1957). El fosfatidiletanol (PEth), que se tom6 como referencia
para la produccion de PA a partir de la actividad de la PLD, se separ6 del extracto lipidico
mediante cromatografia en capa fina monodimensional sobre silicagel H y se desarroll6 en
cloroformo/metanol/acetona/acido  acético/agua  (50:15:15:10:5,  vol/vol)  hasta
aproximadamente el 70 % de la placa (Conde et al. 2018). La visualizacion del PEth en los
cromatogramas se realizd después de haber expuesto las placas a vapores de yodo. Las
manchas visualizadas en las placas se rasparon y se transfirieron a viales. Por Gltimo, se
afiadieron 0,2 ml de agua y 5 ml de Omnifluor al 4 % en tolueno/Triton X-100 (4:1, vol/vol)

y se midio la radiactividad de PEth en un contador de centelleo liquido.

15. Cuantificacién de fésforo

El contenido de fosforo en el extracto lipidico se determind por el método de Rouser et al.
(Rouser et al. 1970) de la siguiente manera: las alicuotas del extracto lipidico reservadas
anteriormente se colocaron en tubos de vidrio para la digestion de la materia organica; a cada

tubo se le agregaron 260 pl de acido perclérico y se permitio la digestion en bloque seco a
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180 °C por 1 h. En simultaneo, se realizaron un blanco de reactivos y una curva de calibrado
utilizando un estandar de fésforo (8 pug/ml). Luego de la digestion, se agregaron a los tubos
920 pl de agua tridestilada, 400 ul de molibdato de amonio 1,25 % (p/v) y 400 pl de acido
ascorbico 5 % (p/v) agitando luego de cada adicion. El desarrollo del color se observo luego
de incubar en bafio de agua hirviente por 5 min. La lectura de la absorbancia se realiz6 en un

espectrofotometro a 800 nm.

16. Analisis estadistico

Los datos presentados representan la media + desvio estandar de las muestras (SD) de, por
lo menos, 3 experimentos independientes. Las pruebas estadisticas utilizadas fueron ANOVA
de una via acompafado de la prueba de Bonferroni y el test t de Student. Los valores de p
menores a 0,05 se consideraron estadisticamente significativos y se utilizo *, ** o *** para
representar p < 0,05, p< 0,01y p <0,001, respectivamente. Los diferentes valores obtenidos
para 6-OHDA/FAC vy los diferentes inhibidores de drogas se analizaron con un ANOVA de

dos vias (6-OHDA/FAC x drogas).
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1. Caracterizacion del dafio inducido por 6-OHDA en neuronas IMR-32

La toxicidad inducida por la 6-OHDA desencadena alteraciones relacionadas con la
disfuncion mitocondrial acompafiada de un aumento en las EROs, lo que conduce a una
pérdida de la homeostasis neuronal. Como la 6-OHDA es un toxico mayormente utilizado en
modelos in vivo en roedores, poco se ha estudiado su efecto en cultivos celulares y si las
respuestas celulares reflejan ciertos eventos de toxicidad observados en animales. En primer
lugar, para validar el modelo de toxicidad neuronal en cultivo, se evalud la cinética de la
captacion de dopamina, utilizando [*H]DA, lo que demuestra que las células IMR-32 poseen

la maquinaria necesaria para la incorporacion de 6-OHDA (Figura 13).

0
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Figura 13. Medicion de la incorporacion de DA en neuronas IMR-32 a través de transportadores DAT
en funcion del tiempo. La incorporacion de dopamina radiomarcada se determin6 en funcion del tiempo. Se

midio la radiactividad incorporada.

Una vez establecido que las células de neuroblastoma humano IMR-32 son capaces de captar

dopamina, lo cual evidencia la existencia de transportadores funcionales para el
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neurotransmisor, se procedio a la caracterizacion de la lesion neuronal provocada por 6-
OHDA. Para ello, evaluamos la funcion mitocondrial como una medida de la viabilidad
celular a través del ensayo de MTT. Las células IMR-32 fueron expuestas a diferentes
concentraciones de 6-OHDA (0-100 uM), y luego se evalud la funcionalidad mitocondrial
tras agregar MTT luego de 24 h de incubacion. Como se muestra en la Figura 14A, la
funcionalidad mitocondrial disminuy6 en funcién de la concentracion de 6-OHDA. La
concentracion mas baja utilizada, 50 uM, disminuyé la viabilidad celular en un 38 % con
respecto a los controles, mientras que a 100 uM la pérdida de viabilidad celular fue de un 88
% con respecto a los controles. Las celulas IMR-32 tratadas con concentraciones crecientes
de 6-OHDA mostraron un aumento en los niveles de EROs (80 %, 230 % y 489 %,
respectivamente) con respecto a los controles (Figura 14B). El incremento en el contenido
celular de EROs estuvo acompafiado por una pérdida de integridad de la membrana
plasmatica, que fue medida como la liberacion de LDH. El dafio de la membrana plasmatica
se correspondid con la concentracion del neurotoxico (Figura 14C). Estos resultados nos
permiten concluir que la exposicion in vitro a 50 uM de 6-OHDA en las células de
neuroblastoma humano induce una lesion oxidativa leve. Teniendo en cuenta estos
resultados, se selecciond la concentracion de 50 uM de 6-OHDA para los experimentos que

se discutiran a continuacion.
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Figura 14. Caracterizacion del estado de EO en células IMR-32 expuestas a 6-OHDA. (A) Ensayo de
reduccion de MTT. Las células fueron tratadas con 6-OHDA (0-100 uM) o su vehiculo durante 24 h y se evalué
la viabilidad celular. (B) Determinacién de los niveles de oxidantes celulares. Las células fueron tratadas con
6-OHDA (0-100 uM) durante 24 h. Luego, las células se incubaron en presencia de DCDHF-DA 10 uM, y los
niveles de oxidantes celulares se cuantificaron por espectrofluorimetria. (C) Liberacién de LDH. Las células
fueron expuestas a 6-OHDA (0-100 uM) durante 24 h 'y se evalud la liberacién de LDH. EI ANOVA a una via

seguido del post-test de Bonferroni revel6 diferencias significativas. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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2. Respuesta de NF-kB a la toxicidad inducida por 6-OHDA in vitro

Como se demostrd anteriormente por nuestro laboratorio y por otros, el EO puede modular
diferentes vias de transduccion de sefiales que finalmente impactan en la actividad de
diversos factores de transcripcion sensibles al estado redox de la célula (Belfield et al. 2014;
Paul et al. 2018; Rodriguez Diez et al. 2013; Gabriela A. Salvador y Oteiza 2011; Uranga et
al. 2013, 2017). A continuacién, caracterizamos la implicancia de NF-kB en la respuesta
neuronal a 6-OHDA. La primera respuesta evaluada fue la localizacion subcelular de este
factor de transcripcion, dado que su localizacién nuclear es un prerrequisito para establecer
su implicancia en la respuesta al EO. No observamos cambios significativos en la
localizacion subcelular de la subunidad p65 de NF-kB después de 4 h de exposicion a 6-
OHDA (Figura 15A). Sin embargo, después de 24 h de exposicion a 6-OHDA, detectamos
un aumento de la localizacion nuclear de la subunidad p65 en comparacion con los controles

(aumento del 120 %) (Figura 15B).
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Figura 15. Localizacion subcelular de la subunidad p65 de NF-kB. Las células crecidas sobre cubreobjetos
fueron expuestas a 6-OHDA 50 uM o su vehiculo durante 4 (A) y 24 h (B), y se procesaron para
inmunocitoquimica usando anticuerpos contra la subunidad p65 de NF-kB (rojo). El Hoechst se utilizé como
marcador nuclear en todas las imagenes. EI ANOVA a una via seguido del post-test de Bonferroni revel6
diferencias significativas. * p<0,05.

La localizacion nuclear de p65 inducida por 6-OHDA también se confirmo por
fraccionamiento subcelular seguido de WB (Figura 16A). La fosforilacion de IxB, un
inhibidor de NF-kB, que es un requisito previo para la translocacion nuclear de NF-xB,
también se observd cuando las células se expusieron a 6-OHDA (Figura 16B). Nuestros
resultados demuestran que la exposicion in vitro de células de neuroblastoma a 6-OHDA

genera injuria oxidativa leve que desencadena la localizacion nuclear de NF-kB.
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Figura 16. Localizacién subcelular de la subunidad p65 de NF-kB y su relacion con la fosforilacion de
IkB. (A) Las fracciones subcelulares obtenidas de células expuestas a 6-OHDA 50 uM se analizaron mediante
WB usando anticuerpos contra p65. HnRNP se utiliz6 como marcador nuclear. Se utilizé B-tubulina como
control de carga. (B) Niveles de fosforilacion de kB en el control y las células tratadas con 6-OHDA 50 uM.
Se utilizo B-tubulina como control de carga. El test t de Student revel6 diferencias significativas. * p<0,05; **

p<0,01.

El signalosoma candnico implicado en la activacion de NF-kB incluye, no solo diferentes

quinasas de 1B, sino también las proteinas MAPK y la via PI3K/Akt (Kochumon et al.
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2018). Por ello, lo primero que se realizé fue estudiar la relacion de la 6-OHDA con la forma
fosforilada de Akt, la cual bajo esta modificacion post-traduccional es capaz de translocar a
compartimentos internos como el nucleo y el citosol. Akt es fosforilada secuencialmente por
la quinasa dependiente de fosfoinositol-1 (PDK-1) en el residuo de treonina ubicado en la
posicién 308 y por el complejo rictor-mTOR en la serina ubicada en la posicion 473
(Manning y Toker 2017). La exposicion a 6-OHDA provoco un aumento de la forma
fosforilada de Akt en la fraccion nuclear en relacion a la condicion control (Figura 17A),
indicando que el EO inducido por la 6-OHDA activa esta quinasa. A su vez, la inhibicién de
PI3K, responsable del reclutamiento inicial de Akt a la membrana celular para su activacion,
produjo una disminucion de mayor magnitud en la viabilidad mitocondrial en presencia de

6-OHDA que cuando se agregaba Unicamente la neurotoxina (Figura 17B).
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Figura 17. Localizacion subcelular de p-Akt y efecto de la inhibicion farmacolégica de PI3K sobre la
viabilidad celular. (A) Las fracciones subcelulares obtenidas de células expuestas a 6-OHDA 50 uM se
analizaron mediante WB usando anticuerpos contra p-Akt. HnRNP se utiliz6 como marcador nuclear. Se utiliz6
B-tubulina como control de carga. El test t de Student revel6 diferencias significativas (B) Ensayo de reduccion
de MTT tras la exposicion al inhibidor de PI3K junto con la 6-OHDA. El test de ANOVA doble (6-OHDA x

LY294002) detect6 una interaccidn significativa. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Con estos resultados a la vista, quisimos evaluar si ocurria algo semejante con las quinasas
ERK1/2, pertenecientes a la familia MAPK, que también median respuestas de proliferacion
y supervivencia junto con la via PI3K/Akt. No obstante, la fosforilacion de estas quinasas,
no mostrd cambios significativos tras la exposicion a 6-OHDA en relacion al control (Figura
18A). A su vez cuando se realizaron ensayos de viabilidad por MTT en presencia del
inhibidor de las quinasas MEK1/2, corriente arriba de ERK1/2, no se encontraron cambios

significativos en los valores de funcionalidad mitocondrial (Figura 18B).
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Figura 18. Evaluacion de la fosforilacion de ERK1/2 y efecto de su inhibicion farmacolégica sobre la

viabilidad celular. (A) Niveles de fosforilacion de ERK1/2 en el control y en células tratadas con 6-OHDA 50
MUM. Se utilizdé a-tubulina como control de carga. El test t de Student no revel6 diferencias significativas. (B)
Ensayo de reduccién de MTT tras la exposicién al inhibidor U0126. El test de ANOVA doble (6-OHDA x

U0126) no detectd una interaccion significativa. *** p<0,001.
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3. Sefalizacion lipidica en células de neuroblastoma con 6-OHDA

Ademas de las vias candnicas exhaustivamente descriptas que regulan la actividad de NF-
kB, en el laboratorio hemos demostrado previamente que diferentes mediadores de la
respuesta inflamatoria, cuya expresion depende de este factor de transcripcion, pueden ser
modulados por mensajeros lipidicos (Mateos et al. 2014; Rodriguez Diez et al. 2013). Es por
ello que en el contexto de citotoxicidad inducida por 6-OHDA investigamos si la sefializacion
mediada por lipidos constituia un mecanismo de respuesta y si a su vez estaba involucrada
en la modulacion de NF-kB y, en consecuencia, en el destino neuronal. Para este proposito,
marcamos previamente los cultivos neuronales con [*H]JAQY, después de la exposicion a 6-
OHDA, medimos la produccién de mensajeros lipidicos generados por la hidrolisis de
fosfolipidos a traves de las actividades de diversas fosfolipasas. Dichas enzimas generan
mensajeros que son caracteristicos, los que, participan en diversas respuestas celulares tales
como supervivencia, proliferacion, trafico de vesiculas, apoptosis, etc. La PLD es
responsable de producir PA a partir de la PC, la PLAZ2 libera distintos AG segun la isoforma

que participe, y la PLC es la encargada de generar DAG e inositol trifosfato (IP3).

El PA es un lipido bioactivo que participa no solo en la sintesis de novo de los lipidos por la
via de Kennedy sino también en los eventos de sefializacion cuando es producido por la
hidrolisis de la PC catalizada por las PLD clésicas 1y 2 (Raben y Barber 2017). Las PLC
convierten el PIP2 en DAG e IP3 (Cocco et al. 2015; D. Kim et al. 1997; Sakai et al. 2010;
Trexler y Taraska 2017). Las PLAZ2 constituyen una gran familia de hidrolasas de fosfolipidos
que liberan el AG en la posicion sn-2 del esqueleto de glicerofosfolipido (Aizawa et al. 2016;

Robichaud y Surette 2015).
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Para evaluar la participacion de la via de la PLD en la respuesta neuronal a 6-OHDA,
utilizamos el ensayo de transfosfatidilacion, que es una caracteristica exclusiva de la
actividad de las PLD clésicas 1 y 2 (G. A. Salvador y Giusto 1998). La reaccion de
transfosfatidilacion se produce en presencia de alcoholes primarios que remplazan al H>O en
el ataque nucleofilico en la descomposicion de los fosfolipidos y produce fosfatidilalcoholes
en lugar de PA. Para este ensayo, se incubaron células premarcadas con [*H]AO en presencia
de etanol, como alcohol primario, y la produccién de PEth se midi6 como un marcador de la
produccion de PA por PLD. Las células IMR-32 expuestas a 6-OHDA maostraron niveles
aumentados de PEth (incremento del 40 % con respecto a los controles), lo que sugiere que
este mensajero lipidico es producido por la via de la PLD en respuesta al neurotoxico (Figura
19A). Para determinar el papel del PA producido por la PLD en el destino neuronal,
evaluamos la viabilidad celular en presencia de inhibidores farmacolégicos de la PLD1 y la
PLD2. La inhibicién farmacolégica de ambas isoformas (inhibidor de PLD1 e inhibidor de
PLD?2) fue capaz de prevenir la disminucién inducida por la 6-OHDA en la viabilidad celular,
demostrando asi que el PA participa en la promocion del dafio neuronal desencadenado por

la 6-OHDA (Figura 19B).
A B

%

*kk

20000+

10000+

o
(6]
1
TUo
Be
=N
4?"-
KR
L
R

del total de PL)

Actividad de PLD
(dpm PEth/ ug P

Reduccién MTT (UA)

0 0.0

6-OHDA(M M) 0 50 PLD1i+PLD2i - + - +
6-OHDA (uM) 0 50




RESULTADOS-CAPITULO 1|73

Figura 19. Medicion de la actividad de PLD y ensayo de viabilidad mitocondrial en presencia de
inhibidores farmacoldgicos de isoformas clasicas de PLD en células tratadas con 6-OHDA. (A) Las células
se trataron con 6-OHDA 50 UM o su vehiculo durante 24 h y se determinaron los niveles de generacién de
PEth. El test t de Student reveld diferencias significativas. (B) Ensayo de reduccion de MTT tras la exposicion
a los inhibidores de la PLD1 y PLD2. El test de ANOVA doble (6-OHDA x PLD1i-PLD2i) detect6 una

interaccion significativa. ** p<0,01; *** p<0,001.

La exposicion a 6-OHDA también pudo desencadenar un incremento en los niveles de DAG
en las células de neuroblastoma (Figura 20A). Bajo las mismas condiciones de ensayo (es
decir en la presencia de etanol) la produccién de DAG puede ser generada por la activacién

de la PLC. Sin embargo, los ensayos de viabilidad en presencia del inhibidor de PLC,

U73122, no afectaron la viabilidad celular en presencia de 6-OHDA (Figura 20B).

Otra posibilidad de produccién de PA es a través de la fosforilacion del DAG catalizada por
la enzima DAGK. Para evaluar la participacion de DAGK en la respuesta neuronal a 6-

OHDA, utilizamos R59022 como inhibidor de la fosforilacion del DAG. La inhibicion de la
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Figura 20. Medicién de la produccion de DAG y ensayo de viabilidad mitocondrial en presencia del
inhibidor farmacoldgico de la enzima PLC en células tratadas con 6-OHDA. (A) Las células fueron
tratadas con 6-OHDA 50 uM o su vehiculo durante 24 h'y se determinaron los niveles de produccion de DAG.

El test t de Student reveld diferencias significativas. (B) Ensayo de reduccion de MTT al inhibir la PLC. Las
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células se trataron con 6-OHDA 50 uM (o su vehiculo) en presencia de U73122 (o su vehiculo) durante 24 hy

se evalud la viabilidad celular. El test de ANOVA doble (6-OHDA x U73122) no detectd una interaccion
significativa. *** p<0,001.

DAGK no produjo cambios en el efecto de la 6-OHDA sobre la viabilidad celular (Figura
21A). El PA producido por la PLD puede hidrolizarse por accion de la PAP a DAG. El uso
de DL-propranolol, que bloguea la actividad de la PAP, constituye una herramienta
farmacoldgica para aumentar los niveles de PA. Bajo condiciones experimentales control, el
DL-propranolol disminuyd la viabilidad celular, lo que demuestra que el desequilibrio en los
niveles de PA desencadenado por la inhibicion de la hidrdlisis de PA puede promover el dafio
celular. Ademas, las células de neuroblastoma expuestas a 6-OHDA y coincubadas con DL-
propranolol mostraron una muerte celular ain mayor (Figura 21B). Estos resultados
corroboran que el PA producido por las PLD estaria involucrado en la promocion del dafio

neuronal cuando las células estan expuestas a 6-OHDA.
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Figura 21. Efecto de la fosforilacién de DAG vy la desfosforilacion de PA en la viabilidad celular. (A)
Ensayo de reduccion de MTT luego de la inhibicidn de la DAGK. Las células se trataron con 50 uM de 6-
OHDA (o su vehiculo) en presencia de R59022 (o su vehiculo) durante 24 h y se evalu6 la viabilidad celular.
El test de ANOVA doble (6-OHDA x R59022) no detectd una interaccion significativa. (B) Ensayo de

reduccion de MTT después de la inhibicion de la fosfatasa de PA. Las células se sometieron a 50 uM de 6-
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OHDA (o su vehiculo) en la presencia de DL-propranolol (o su vehiculo) durante 24 h y se evalo la viabilidad

celular. El test de ANOVA doble (6-OHDA x Propranolol) detecté una interaccion significativa. *** p<0,001.

La liberacion de AG también fue estimulada por la exposicion a 6-OHDA (Figura 22A).
Diferentes isoformas de PLA2 participan en la liberacion de AG especificos que intervienen
en la promocion o la resolucion del proceso inflamatorio. En general, la enzima cPLA2
escinde el AA proporcionando asi el sustrato para la COX-2 y la consecuente produccion de
prostaglandinas. Por otro lado, la iPLA2 libera DHA, el sustrato principal para la sintesis de
lipidos bioactivos conocidos como resolvinas, cuya funcién especifica es la limitacion y
resolucion del proceso inflamatorio (A. A. Farooqui y Horrocks 2004; Ramanadham et al.
2015). Los inhibidores especificos de las isoformas de PLA2 (iPLA2 y cPLA2) se usaron

para determinar la naturaleza y el rol de la liberacion de los AG inducida por 6-OHDA.

La inhibicion de iPLA2 por BEL en células tratadas con 6-OHDA disminuyé la viabilidad
celular, lo que sugiere que el AG liberado por esta enzima estd proporcionando sustratos con
bioactividad protectora (Figura 22B). Frente a eso, el ATK (inhibidor de cPLAZ2) fue capaz
de aumentar la viabilidad celular que seria compatible con la liberacion de AA, que es el

principal sustrato para la generacion de prostaglandinas con accion pro-inflamatoria (Figura

220).
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Figura 22. Liberacion de AG vy roles de las PLA2. (A) Las células se trataron con 50 uM de 6-OHDA o su
vehiculo durante 24 h y se determinaron los niveles de AG libres intracelulares. El test t de Student revel6
diferencias significativas. (B) Ensayo de reduccion de MTT tras la inhibicion de iPLA2. Las células fueron
tratadas con 50 uM de 6-OHDA (o su vehiculo) en presencia de BEL (o su vehiculo) durante 24 h y se evaluo
la viabilidad celular. EI test de ANOVA doble (6-OHDA x BEL) detect6 una interaccion significativa. (C)
Ensayo de reduccion de MTT tras la inhibicion de cPLA2. Las células fueron tratadas con 50 uM de 6-OHDA
(o su vehiculo) en presencia de ATK (o su vehiculo) durante 24 h y se evalud la viabilidad celular. El test de

ANOVA doble (6-OHDA x ATK) no detectd una interaccion significativa. *** p<0,001.

4. Regulacién de genes modulados por NF-kB frente al estimulo de 6-OHDA

Luego, investigamos la expresion de genes regulados por NF-kB y asociados con la respuesta
inflamatoria. En este caso, quisimos evaluar también esta respuesta a las 12 horas de
exposicion, para observar si ya se evidenciaba la respuesta desde horas antes. La exposicion
neuronal a 6-OHDA fue capaz de inducir un aumento en los niveles de ARNm de COX-2y
15-PGDH después de 12 y 24 h de exposicion (Figura 23A y B). También detectamos una
mayor expresion de ARNm del receptor RP4 de prostaglandina, que esta involucrado en la
respuesta autocrina de los prostanoides en procesos inflamatorios (Figura 23C). Como se

mostré previamente en la Figura 17A, el aumento en la expresion de COX-2 se correlacion6
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con un aumento en la liberacién de AG inducida por la 6-OHDA. Estos resultados
demuestran que la injuria provocada por la 6-OHDA es capaz de activar componentes
moleculares relacionados con la produccion de mediadores lipidicos asociados con la cascada
inflamatoria y también la liberacion de AG, siendo estos ultimos los sustratos necesarios para

la generacion de prostaglandinas a través de la accion de la COX-2.
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Figura 23. Regulacion de genes modulados por NF-kB frente al estimulo de 6-OHDA. (A-C) Las células

se trataron con 6-OHDA 50 uM (o su vehiculo) durante 12 y 24 h 'y se evaluaron los niveles de expresion de
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COX-2 (A), 15-PGDH (B) y RP4 (C) por gRT-PCR. El ANOVA a una via seguido del post-test de Bonferroni

reveld diferencias significativas. * p<0,05; *** p<0,001.

5. Rol de la sefializacién lipidica en la localizacion subcelular de NF-kB

La localizacién nuclear de los factores de transcripcién es una condicién necesaria y
excluyente para la regulacién transcripcional. Habiendo determinado la activacién de NF-xB
junto con el aumento de PA en respuesta a la injuria por 6-OHDA, decidimos investigar la
relacion entre la activacion de PLD y la localizacion subcelular de este factor de
transcripcion. La inhibicion farmacoldgica de PLD1 fue capaz de prevenir la translocacion

de la subunidad p65 de NF-kB en respuesta a la exposicion de la 6-OHDA (Figura 24).
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Figura 24. Efecto de la inhibicion de PLD1 sobre la localizacion subcelular de p65 de NF-kB. Las células
sembradas sobre cubreobjetos fueron expuestas a 6-OHDA 50 uM (o su vehiculo) y el inhibidor de PLD1 (o su

vehiculo) durante 24 h, y se procesaron para inmunocitoquimica usando anticuerpos contra p65. Se utiliz6
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Hoechst como marcador nuclear en todas las iméagenes. El test de ANOVA doble (6-OHDA x PLD1i) detectd

una interaccion significativa. * p<0,05.

Ademas, la pérdida en la viabilidad celular inducida por 6-OHDA se recuperé parcialmente
en presencia del inhibidor de la PLD1 (Figura 25A). La interaccion significativa (inhibidor
de PLD1 x 6-OHDA) para los ensayos de viabilidad y translocacion nuclear de NF-xB
demostré que el PA producido por la PLD1 participa en la regulacién de la actividad
transcripcional y la supervivencia celular en células tratadas con 6-OHDA. La inhibicion de
la PLD1 sin embargo no resulté en un cambio sobre la expresion del ARNm de COX-2

cuando las células se trataron con 6-OHDA (Figura 25B).
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Figura 25. Efectos de la inhibicion de la produccién de PA por la PLD1 en la viabilidad celular y la
expresion de COX-2. (A) Ensayo de reduccion de MTT luego de la inhibicién de la PLD1. El test de ANOVA
doble (6-OHDA x PLDL1i) no detect6 una interaccion significativa. (B) Las células se trataron con 6-OHDA 50
uM (o su vehiculo) y el inhibidor de la enzima PLD1 (o su vehiculo) durante 24 h y se evaluaron los niveles de

expresion del ARNm de COX-2 por gRT-PCR. El test de ANOVA doble (6-OHDA x PLD1i) no detectd una

interaccion significativa. *** p<0,001.

La inhibicion de la PLD2 también impidio la translocacién nuclear de la subunidad p65 de

NF-kB en presencia de 6-OHDA (Figura 26).
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Figura 26. Efecto de la inhibicion de PLD2 sobre la localizacion subcelular de p65 de NF-kB. Las células
sembradas sobre cubreobjetos fueron expuestas a 6-OHDA 50 uM (o su vehiculo) y el inhibidor de PLD2 (o su
vehiculo) durante 24 h, y se procesaron para inmunocitoquimica usando anticuerpos contra p65. Se utiliz6
Hoechst como marcador nuclear en todas las imagenes. El test de ANOVA doble (6-OHDA x PLD2i) detectd

una interaccién significativa. ** p<0,01.

La inhibicion de la PLD2 restablecio la viabilidad celular a niveles cercanos al control en
neuronas tratadas con 6-OHDA (Figura 27A). La inhibicion farmacoldgica de la PLD2
suprimio el aumento en la expresion del ARNm de COX-2 inducido por la 6-OHDA (Figura
27B). Lainteraccion significativa (inhibidor de PLD2 x 6-OHDA) en la translocacién nuclear
de NF-kB y los valores del ARNm de COX-2 demostraron que el PA producido por laPLD2
participa en la regulacion de la actividad transcripcional relacionada con la respuesta

inflamatoria en las células tratadas con 6-OHDA.
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Figura 27. Efectos de la inhibicion de la produccion de PA por la PLD2 en la viabilidad celular y la
expresion de COX-2. (A) Ensayo de reduccion de MTT luego de la inhibicion de la PLD2. El test de ANOVA
doble (6-OHDA x PLD2i) no detecté una interaccién significativa. (B) Las células se trataron con 6-OHDA 50
uM (o su vehiculo) y el inhibidor de la enzima PLD2 (o su vehiculo) durante 24 h'y se evaluaron los niveles de
expresion del ARNm de COX-2 por gRT-PCR. El test de ANOVA doble (6-OHDA x PLD2i) detecté una

interaccion significativa. *** p<0,001.
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Los hallazgos obtenidos en el primer capitulo de la tesis sefialan el papel clave que cumple
el PA, un lipido con propiedades bioactivas originado a partir de la hidrolisis de la PC
mediada por la actividad catalitica de las isoformas clasicas 1 y 2 de la PLD. En respuesta a
la induccion de la toxicidad provocada por la 6-OHDA in vitro, demostramos un aumento en
el PA generado a través de una mayor actividad catalitica de PLD. Esta mayor actividad
regula de manera estrecha la localizacion subcelular del factor de transcripcién NF-xB, que

es clave en la regulacion génica de los procesos inflamatorios.

La 6-OHDA, por su parte, es una neurotoxina ampliamente utilizada tanto en modelos
murinos in vivo como en cultivos in vitro, imitando parte de los mecanismos involucrados en
la muerte neuronal de la EP y otras enfermedades neurodegenerativas asociadas con la
disfuncion mitocondrial y el aumento del EO (Michel y Hefti 1990; Storch et al. 2003; Bové
y Perier 2012; Massari et al. 2016). Los efectos toxicos provocados por la 6-OHDA se deben
principalmente a su capacidad de generacion de radicales libres tanto extracelularmente como
después de su absorcion por la célula. Nuestros resultados indican que la exposicion in vitro
a la 6-OHDA en células de neuroblastoma humano fue capaz de conducir a la pérdida de
actividad metabdlica mitocondrial (ensayo de MTT), asi como el aumento de los niveles
celulares de EROs acompafiado de la pérdida de integridad de la membrana (ensayo de
liberacion de LDH). En este sistema, el MTT representa una medida directa de la muerte
celular, ya que se correlaciona con los ensayos de viabilidad de azul tripan y de formacion

de colonias (Davis y Maher 1994).

Nuestros hallazgos coinciden con lo reportado en la bibliografia, en donde se sefiala a la 6-

OHDA como un inductor potente del EO en virtud del dafio que ejerce, principalmente de
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tipo oxidativo. Por ejemplo, se ha podido demostrar en multiples estudios el dafio por parte
de esta neurotoxina en la cadena respiratoria mitocondrial, lo que lleva a una disminucion de
los niveles de ATP (Blum et al. 2001) asociada al aumento de EROs, junto con la alteracion
de varios pardmetros relacionados con la detoxificacion de las sustancias oxidantes, como
por ejemplo la actividad de la catalasa, enzima clave en aumentar la tasa de degradacion del
H>0O: en células del sistema nervioso. También se sabe que la 6-OHDA es capaz de disminuir
los niveles de GSH, el cual es necesario para producir en las neuronas una mayor velocidad
de degradacion del H2O- por parte de la enzima glutation peroxidasa (Desagher et al. 1996).
Por este motivo, el efecto de la 6-OHDA ha sido relacionado con una disminucion de la
actividad de esta enzima, resultado de una dependencia respecto a los niveles de GSH para
su correcto funcionamiento (Magalingam et al. 2014). Esto explica en parte por que las
neuronas catecolaminégicas de la SNpc son mas susceptibles al EO, sumado a los menores
niveles de expresion de glutation peroxidasa, que junto con la desregulacion del
procesamiento y almacenamiento de las catecolaminas, asociado a la vejez, puede
desencadenar fendmenos apoptoticos en esta region (Dias et al. 2013). EI menor nivel de
expresion de esta enzima estaria también relacionado con una baja concentracion intracelular
de GSH en estas neuronas (Collins et al. 2012). Ademas, se han detectado niveles ain
menores de GSH en neuronas nigrales en pacientes con EP, en relacion a individuos controles

(Pearce et al. 1997).

En base a estos hallazgos y al hecho de que las células de neuroblastoma IMR-32 expresan
el sistema dopaminérgico y son capaces de captar dopamina (Ross et al. 1981; Koutsilieri et
al. 1996; McLaughlin et al. 2006), se puede suponer que este modelo in vitro es adecuado

para estudiar los primeros eventos de sefializacion desencadenados en las neuronas, tanto por
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los efectos intracelulares como extracelulares que ejerce la 6-OHDA. Ademas, al no ser
celulas dopaminérgicas tipicas, la linea celular de neuroblastoma IMR-32 expuesta a 6-
OHDA proporciona un modelo in vitro alternativo, que es conveniente para el estudio de los

eventos de neurotoxicidad.

Los procesos neuroinflamatorios son una caracteristica de la degeneracién neuronal en la EP.
La activacion desregulada de NF-kB se reconoce como una de las principales causas de
enfermedades inflamatorias crdnicas tales como la diabetes, la obesidad, las enfermedades
cardiovasculares, pulmonares, etc. (Zhang et al. 2017). Por ejemplo, en modelos animales de
fibrosis hepética inducida por hipoxia durante el suefio asociada a la obesidad se ha
encontrado que los niveles de NF-kB y del receptor de tipo Toll4, marcador clave de las
respuestas inflamatorias, se hallan elevados en relacion a los grupos control (Kang et al.
2017). En un modelo de demencia vascular, se ha demostrado que la astrogliosis que ocurre
en la materia blanca, responsable de la degeneracion walleriana, implica una activacion del
factor NF-xB (Saggu et al. 2016). Asimismo, es de destacar el papel que juegan muchos
productos naturales, la mayoria de ellos de naturaleza polifendlica, que son responsables de
suprimir o atenuar la inflamacion causante de muchas enfermedades, actuando como
inhibidores directos de las vias que involucran a NF-kB (Killeen et al. 2014). Por otra parte,
en patologias neurodegenerativas, la via que involucra a NF-xkB ha sido mayormente
estudiada en ceélulas de la microglia durante la diferenciacién al fenotipo M1 pro-
inflamatorio, en la cual, luego de la unién del patégeno o la sustancia extrafa al receptor de
tipo Toll, este activa a NF-xB junto con la via de MAPK, contribuyendo a la liberacion de

citoquinas pro-inflamatorias (IL-1p, IL-6) (Corrigan et al. 2016). Sin embargo, queda adn
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por establecer cudl es el rol que presenta este factor de transcripcion en las neuronas y su

relacion con respecto a los procesos deletéreos desencadenados en la EP.

Por esta razon, es importante abordar el estudio de los mecanismos subyacentes a la
activacion de NF-xB y su papel como mediador pro-inflamatorio (Shih et al. 2015). La
localizacion nuclear de las subunidades de NF-kB constituye un requisito para la regulacion
de su actividad transcripcional. Como parte de la respuesta neuronal a la toxicidad inducida
por la 6-OHDA, observamos la translocacion nuclear de la subunidad p65 de NF-xB y la
regulacion positiva concomitante de los niveles de ARNm de COX-2. El gen de COX-2 es
regulado por NF-kB y la proteina resultante de su expresion cataliza la produccion de
prostaglandinas, derivados oxigenados del AA. Las prostaglandinas junto con los
tromboxanos y eicosanoides, productos bioldgicos de la actividad de COX-2, son los
mediadores lipidicos encargados de promover la respuesta inflamatoria. En las células en
reposo, el AA y DHA se esterifican en fosfolipidos de membrana, pero después de un
estimulo perjudicial, se liberan por accion de las enzimas cPLA2 e iPLA2, respectivamente.
La forma libre de estos AG sirve y actla como sustrato de agentes pro-inflamatorios y anti-

inflamatorios (Wong et al. 2009).

El rol fundamental que cumple esta clase de AG en estos fendmenos se ve reflejado por el
hecho de que los medicamentos anti-inflamatorios no esteroidales, que son los mayormente
prescritos para aliviar el dolor y la inflamacion, actdan sobre la COX-2 y, de esta manera,
inhiben la formacion de AA (Sala et al. 2018). Lo mismo puede decirse del DHA, un AG
esencial que es reconocido como un componente dietético beneficioso y como una fuente de
mediadores de la resolucion de la inflamacion, como las resolvinas, protectinas y maresinas

(Kuda 2017). Por lo tanto, esto nos sefiala que estas vias enzimaticas son importantes para
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estudiar los fendmenos de produccion de mediadores de inflamacion. Nuestros resultados
indican que los eventos concatenados para el inicio de la respuesta inflamatoria, que
comprenden la translocacion nuclear de NF-xB, la regulacion de COX-2 y la activacion de
las PLAZ2, se producen por la exposicion in vitro de células de neuroblastoma humano a 6-

OHDA.

Los mediadores lipidicos producidos por la actividad de COX-2 actiian como ligandos para
diferentes tipos de receptores de membrana. La prostaglandina E2 es uno de los principales
productos de la actividad de COX-2, y puede ejercer efectos tanto pro-inflamatorios como
anti-inflamatorios, promoviendo, de esta manera, respuestas toxicas y protectoras en los
tejidos neuronales (Andrade da Costa et al. 2009; Milatovic et al. 2011). Los RP son
receptores acoplados a proteinas G que constituyen un area emergente en la busqueda de
nuevas terapias especificas para varias enfermedades. La prostaglandina E2 es capaz de
activar los distintos tipos de receptores RP que existen en el organismo (RP1-RP4). Sin
embargo, la expresion de RP4 se ha descrito en diferentes areas del SNC y, especificamente,
en las neuronas (Milatovic et al. 2011). Se ha demostrado que la activacion de RP4, después
de la union del ligando, ejerce efectos toxicos o de promocion de la supervivencia en varios

modelos experimentales de enfermedades neuroldgicas (Andreasson 2010).

El aumento de la expresion de RP4 observado en las células de neuroblastoma humano
expuestas a 6-OHDA sugiere que la respuesta neuronal al tdxico comprende una respuesta
autocrina acoplada a COX-2. Resultados anteriores de nuestro laboratorio demuestran la
activacién de la misma cascada como respuesta al EO en el tejido retiniano, donde coexisten
las células neuronales y gliales (Rodriguez Diez et al. 2012, 2013). Aqui, mostramos que las

células de neuroblastoma humano son capaces de expresar componentes cruciales de la
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cascada autocrina inflamatoria en ausencia de células gliales cuando estan expuestas a la 6-
OHDA. Nuestros resultados sugieren que este modelo in vitro es adecuado para el estudio de
eventos exclusivos de sefializacion neuronal involucrados en la respuesta a la toxicidad de 6-

OHDA y relacionados con la respuesta inflamatoria.

Las fosfolipasas son una clase de enzimas implicadas en la regulacién de procesos esenciales
para el mantenimiento de la funcionalidad y arquitectura celulares a través del clivaje de
glicerofosfolipidos y la generacién de segundos mensajeros. Estas funciones incluyen su
participacion en procesos fisioldgicos como el ciclo celular, la diferenciacion, la
remodelacion de los lipidos y la homeostasis de membrana. Por ello es que su desregulacion
se ha relacionado a diversos estados patologicos como la aterosclerosis, la neurodegeneracion
y la alergia (Miiller et al. 2017; Nolin et al. 2019; Sun et al. 2004; Vasquez et al. 2018;
Violette et al. 1990). En condiciones de EO, la activacion de fosfolipasas promueve la
generacion de varios mensajeros lipidicos que cumplen roles esenciales en las funciones
celulares mediante la modulacion de varios mecanismos moleculares (Dennis 2015b). Por
esta razdn, se hace un esfuerzo considerable en la caracterizacion y profundizacion de los
eventos celulares mediados por fosfolipasas y sus productos con el objetivo de buscar
estrategias terapéuticas especificas para varios tratamientos de enfermedades (Fan et al.

2018; Schaeffer et al. 2009).

En nuestro caso, observamos que junto con la liberacion de AG ejercida por accion de las
PLA2, la 6-OHDA pudo desencadenar un aumento en la produccion de PA, que fue
cuantificado como la formacion de PEth por el ensayo de transfostaditilacion, donde el PEth
se produce Unicamente por la actividad de la PLD en presencia de alcoholes primarios

(etanol) y es un reflejo preciso de los valores de PA generados por esta enzima. La PLD1y
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PLD2 son enzimas muy importantes por su participacion en la produccion de PA luego de
diferentes estimulos celulares. Hasta hoy en dia la via de las PLD se conoce por su activacion
por agentes como el estrés, los factores de crecimiento y la insulina. ElI PA es un lipido
bioactivo que gobierna una gran cantidad de funciones celulares a través de la regulacion de
proteinas involucradas en el metabolismo celular, el crecimiento y la progresion del ciclo
celular. PLD/PA regula diferentes pasos del tréfico de vesiculas, incluida la activacion de
redes de sefializacion, la gemacion de vesiculas desde el trans-Golgi y la fusion de vesiculas.
La generacion de PA dependiente de PLD, seguida de una activacion de PI14P5K, aumenta
los niveles de PIP2, necesarios para la exocitosis. La PAP puede convertir el PA en DAG,
que en si mismo es un lipido altamente fusogenico. Junto con Akt y las formas atipicas de
PKC ( y A, la PLD participa en la regulacion del transporte de glucosa dependiente de
insulina; en particular, regula la translocacion de los transportadores de glucosa (Glut) desde

el reticulo endoplasmico a la membrana plasmatica (Farese 2002).

Ademas, se considera que la PLD es un efector clave para la determinacion del destino celular
relacionado con la supervivencia/apoptosis. En este sentido, estudios genéticos y
farmacologicos recientes han propuesto a las PLD como blancos de interés para el
tratamiento de enfermedades humanas, contandose entre estas diversos trastornos
neurodegenerativos (H. A. Brown et al. 2017). Aqui mostramos que la exposicién a 6-OHDA
desencadena la generacion de PA mediada por PLD en células de neuroblastoma humano.
La inhibicidn farmacologica de PLD1 o PLD2 indica que ambas enzimas estan involucradas
en la promocién del dafio neuronal (Conde et al. 2018; Mateos et al. 2014). Ademas, el PA
producido por PLD1 y PLD2 estd implicado en la localizacién nuclear de la subunidad p65

de NF-xB. Nuestros resultados sugieren que el aumento de PA provocado por 6-OHDA a
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través de la activacion de PLD1 y PLD2 gobierna los mecanismos de transduccion de sefiales
que determinan la translocacion de NF-xB desde el citosol al nucleo, promoviendo asi el
estricto requisito previo para la regulacion transcripcional. El tratamiento con el inhibidor de
la PLD1 y la 6-OHDA en los ensayos de viabilidad sugiere que la sefializacion de PLD1
regula a NF-kB, lo que podria estar relacionado con la activacion transcripcional de genes
relacionados con la muerte celular. Sin embargo, solo la inhibicién de PLD2 pudo bloquear
el aumento en los niveles de ARNm de COX-2 inducidos por la 6-OHDA. Estos resultados
sugieren que el PA que es producido por PLD1 y PLD2 puede gobernar la localizacién
subcelular de NF-xB y que este lipido bioactivo participa no solo en la regulacion de la
respuesta inflamatoria (via PLD2) sino también en la promocion de la muerte celular (via
PLD1). El papel diferencial de ambas isoenzimas de PLD probablemente esté relacionado
con su diferente localizacion subcelular y, en consecuencia, el efecto que produce el PA en
los diferentes compartimentos (Freyberg et al. 2001; Hancock 2007a). Que el PA pueda
resultar toxico para la célula cuando es producido en exceso también ha sido confirmado por
estudios en donde fue particularmente dificil generar lineas celulares estables que expresen
PLD exogena, posiblemente como consecuencia de la toxicidad del PA (Freyberg et al.

2001).

Por lo tanto, el PA derivado de PLD estaria siendo parte del conjunto de sefiales pro-
inflamatorias desencadenadas por la 6-OHDA. Sin embargo, también encontramos un papel
protector de la iPLA2 (enzima involucrada en la resolucion del proceso inflamatorio) contra
la lesion de 6-OHDA. Esto nos permite hipotetizar que un equilibrio entre las sefiales pro-
inflamatorias y anti-inflamatorias deberia finalmente determinar el destino celular durante

los eventos de neurotoxicidad.
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Por otro lado, el estimulo de 6-OHDA produjo un incremento en la concentracion intracelular
de DAG. Estos DAG que son generados por la PLC y PLD presentan una composicion de
AG distinta que los diferencia en su funcionalidad. Se cree que el PA, el producto inicial de
la PLD, luego de actuar como un segundo mensajero, es convertido a DAG, atenuando la
sefial. En nuestros ensayos, esto parece haber quedado demostrado de manera clara cuando,
al inhibir la PAP por el DL-propranolol, la muerte de las neuronas fue mayor, indicando que
esa falta de derivacion del PA hacia el DAG seria la responsable de mantener el efecto
neurotoxico de la 6-OHDA a través de una produccion de PA. Por otro lado, tnicamente los
DAG poli-insaturados generados por PLC y los PA saturados/mono-insaturados sirven como

sefializadores bajo condiciones fisiologicas y de estrés (Pettitt et al. 1997).

El aumento de los DAG obtenidos en nuestros resultados puede estar relacionado con la
activacion de PLD, ya que las dos isoformas de PLD son activadas por PKC, la cual necesita

DAG para su funcionamiento (Gomez-Cambronero 2014).

Finalmente, que los niveles de fosforilacion de ERK1/2 se mantuvieran iguales y no hubiera
cambios en los valores de viabilidad, nos indica que el papel de la activacién de PLD no
juega un rol fundamental en esta via. Esto nos sefiala que esta via es mas propia y conservada
donde se descubrié inicialmente, a saber, en la formacion de vesiculas producidas por la
unién de insulina a sus receptores tirosina quinasa, donde la PLD produce el PA que permite
el reclutamiento de RAf-1 habilitando el proceso de endocitosis y posterior activacion de la
via de MAPK (Hancock 2007; Rizzo et al. 1999). Al parecer, en nuestro caso, la 6-OHDA
estaria activando la PLD por otro mecanismo que no involucraa MAPK. La otra via a la cual
se ha asociado a la PLD es la via canonica PLD/Akt/mTOR, vinculada principalmente a

procesos de supervivencia celular. Descrita inicialmente en hepatocitos, se ha observado que
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el estimulo con insulina en estas células resulta en la activacion de PLD corriente arriba de
PI3K y Akt (Babenko y Kharchenko 2015). En nuestros experimentos, encontramos que la
6-OHDA activa la via de sefializacion PI3K/Akt y que la inhibicion de la misma conduce a
una menor muerte neuronal en presencia de la neurotoxina que en su ausencia, todo lo cual
indica que esta via tendria un rol importante en la toxicidad de la de 6-OHDA, algo semejante
a lo que observamos en el rol de PLD. Estos resultados nos sefialan que, ademas de la
actividad PLD/PA, en la regulacion de la muerte neuronal también estaria actuando la via

PI3K/Akt.

En conjunto, nuestros resultados proporcionan una evidencia no descrita previamente acerca
de los mecanismos subyacentes a la respuesta neuronal al neurotoxico 6-OHDA en un
modelo in vitro. Estos resultados podrian ser el punto de partida para la basqueda de nuevas
estrategias terapéuticas para la modulacion de NF-xB basadas en la sefializacion de PA para

el tratamiento de procesos inflamatorios relacionados con enfermedades neurodegenerativas.
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Figura 53. Esquema que muestra los eventos concatenados que ocurren en células de neuroblastoma
humano expuestas a 6-OHDA. 6-OHDA: 6-hidroxidopamina, 15-PGDH: 15-prostaglandina deshidrogenasa,
COX-2: ciclooxigenasa-2, RP4: receptor de prostaglandinas, LDH: lactato deshidrogenasa, NF«B: factor
nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas, PLD: fosfolipasa D, EROs: especies

reactivas de oxigeno.
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RESULTADOS-CAPITULO Il

1. Caracterizacion de la respuesta neuronal inducida por FAC

Para evaluar la injuria producida por la exposicion a Fe, se trabajé con la linea celular IMR-
32y con un compuesto coordinado del metal, el FAC. En una primera instancia, se evaluo la
funcionalidad mitocondrial en células expuestas a FAC. Para ello, las células se incubaron
en presencia de distintas concentraciones de FAC (0,3-1 mM) y durante diferentes tiempos
(12-72 h), para luego evaluar la reduccion del MTT. Como se observa en la Figura 28A, el
FAC produjo un incremento en la viabilidad mitocondrial practicamente en todas las
condiciones (con 12 h de exposicion a FAC 0,3 mM: 130 %, FAC 0,5 mM: 119 %, FAC 1
mM: 122 %; a las 24 h de exposicion a FAC 0,3 mM: 130 %, FAC 0,5 mM: 124 %, FAC 1
mM: 116 %; con 48 h de incubacion con FAC 0,3 mM: 168 %, FAC 0,5 mM: 162 %, FAC
1 mM: 99 %; a las 72 h de exposicion a FAC 0,3 mM: 130 %, 0,5 mM: 122 %) en relacién
al control (100 %). Solo a partir de las 72 h, la exposicion a FAC 1 mM disminuyo la

viabilidad en las mitocondrias a casi la mitad (55 %) respecto de los valores del control.

La exposicion a Fe también ha sido relacionada con un incremento en la produccién de
perdxidos lipidicos. Por lo tanto, para evaluar este efecto en el modelo experimental en
estudio, las células se incubaron con diferentes concentraciones de FAC (0,3-1 mM) durante
distintos periodos de tiempo (12-72 h) para luego determinar los niveles de TBARS (Figura
28B). Luego de 12 h de incubacién, los valores de TBARS superaron el valor de las
condiciones control (FAC 0,3 mM: 276 %, FAC 0,5 mM: 249 %, FAC 1 mM: 192 %),
alcanzando el maximo incremento a las 24 h, llegando en promedio a practicamente
triplicarse en relacion a las condiciones control (0,3 mM: 421 %, 0,5 mM: 383 %, 1 mM: 289

%). No obstante, este aumento continu6 siendo significativo para todos los tiempos de
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incubacién (con 48 h de exposicion a FAC 0,3 mM: 412 %, FAC 0,5 mM: 383 %, FAC 1
mM: 91 %; a las 72 h de exposicion a FAC 0,3 mM: 226 %, FAC 0,5 mM: 172 %, FAC 1

mM: 195 %) indicando que la exposicion a FAC fue capaz de generar un insulto oxidativo

constante.
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Figura 28. Caracterizacion del dafio oxidativo inducido por FAC. Determinacion de la reduccion del MTT
(A) y evaluacion de los peréxidos lipidicos por el ensayo de TBARS (B) en neuronas IMR-32 expuestas a
distintas concentraciones de FAC (0,3; 0,5y 1 mM) durante distintos tiempos de incubacion (12-72 h). El test

de ANOVA a una via revel6 diferencias significativas. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Para validar los resultados obtenidos en la linea celular IMR-32 de origen humano, también
se evalud el efecto de la exposicion a FAC en neuronas dopaminérgicas N27 de rata. La
exposicion a FAC por 24 h no produjo cambios en la viabilidad neuronal (FAC 0,5 mM: 107
%, FAC 1 mM: 98 %) (Figura 29A), aunque si incrementos en los niveles de peroxidos

lipidicos (FAC 1 mM: 239 %), con respecto a la condicion control (Figura 29B).
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Figura 29. Caracterizacion del dafio oxidativo inducido por FAC. Determinacion de la reduccion de MTT
(A) y de los niveles de peroxidacion lipidica mediante la técnica de TBARS (B) en neuronas dopaminérgicas
N27 expuestas a FAC (0,5 y 1 mM) durante 24 h. El test t de Student revel6 diferencias significativas. **

p<0,01.

En base a los resultados obtenidos, y con el objetivo de evaluar la respuesta celular al
incremento de perdxidos lipidicos, se selecciond la condicion de exposicion a 0,5 mM y 1
mM de FAC por 24 h para las células IMR-32 de neuroblastoma humano y dopamineérgicas

N27, respectivamente.

2. Activacion y roles de las fosfolipasas en respuesta a la injuria oxidativa
desencadenada por FAC

Si bien la exposicién a FAC fue capaz de incrementar los niveles de peroxidacion lipidica,
esto no provocd una mayor susceptibilidad mitocondrial. Por este motivo, continuamos
nuestro estudio en este modelo experimental, ya que el mismo representd una buena
herramienta para evaluar las respuestas adaptativas a la injuria oxidativa. Esto nos llevo a
hipotetizar que en la respuesta al dafio oxidativo mediado por el FAC podrian estar

involucradas las vias de remodelacién de fosfolipidos de manera de mantener la homeostasis
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lipidica. Para establecer un paralelismo con los datos obtenidos en el capitulo | de esta tesis,
y de acuerdo al objetivo general de la misma, evaluamos a continuacion el rol de laPLD2 en
este paradigma experimental. La decision de evaluar la isoforma 2 de la PLD se basé en los
resultados obtenidos en el capitulo I, donde demostramos que este isotipo esta involucrado

en la cascada NF-kB/COX-2/PLAZ2.

Primeramente, se evalud la expresién de la PLD2 frente a la exposicion al FAC por
inmunocitoquimica. En respuesta a FAC 0,5 mM, se observé una mayor intensidad de
fluorescencia de la PLD2 tanto en el citosol (142 %) como en el nlcleo (147 %), lo que

indicaria un aumento de la expresion de la enzima con respecto al control (Figura 30).
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Figura 30. Evaluacion de la expresion de la enzima PLD2 en el dafio oxidativo inducido por FAC en las
neuronas IMR-32. Se evalu la expresion de esta proteina mediante inmunocitoquimica. El test de ANOVA a

una via revelé diferencias significativas. * p<0,05; *** p<0,001.

A continuacién, evaluamos la expresion de iPLA2 grupo VI (una de las principales
isoenzimas de la PLA2 implicada en la remodelacién de membrana), para determinar si la
misma participaba en la respuesta al estrés desencadenado por Fe. Las imagenes de
inmunofluorescencia obtenidas luego de exponer las células 24 h a 0,5 mM de FAC

mostraron un incremento del 183 % en la expresion de iPLA2 con respecto a los controles
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(Figura 31A). El aumento de la expresion de la iPLA2 también se pudo corroborar en las

neuronas dopaminérgicas N27 (Figura 31B).
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Figura 31. Evaluacién de la expresion de la iPLA2 grupo VI en neuronas IMR-32 y N27. Esta evaluacion
se realiz6 por microscopia de fluorescencia en neuronas expuestas al insulto oxidativo mediado por FAC 0,5
mM en las neuronas IMR-32 (A) y 1 mM para las N27 (B) durante 24 h. El test de ANOVA a una via reveld

diferencias significativas. ** p<0,01; *** p<0,001.

Con el propésito de evaluar si el PA producido por la PLD2 estaba implicado en la regulacion
de la iPLA2, como en el caso de la respuesta frente a 6-OHDA, utilizamos el inhibidor

farmacolégico de PLD2 (CAY10594) para evaluar la expresion de la iPLA2 grupo VI en
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respuesta a la exposicion a FAC. La figura muestra que la inhibicién de la PLD2 no genero

cambios en el nivel de expresion de la iPLA2 (Figura 32).

De manera reciproca, se analiz6 por inmunofluorescencia la expresion de PLD2 en presencia
del inhibidor farmacoldgico de la iPLA2 (BEL). El objetivo de esto Ultimo fue determinar la
posible participacion de la iPLA2 en la regulacion de la expresion de la PLD2. La exposicion
a FAC produjo un incremento en los niveles de expresion de PLD2 (Figura 33), al igual que
lo observado en la Figura 30. Sin embargo, esta expresion no sufrié ningin cambio cuando
se incubd con BEL, lo que nos sefiala, que no parece haber una regulacion reciproca y/o

directa entre los niveles de expresion de ambas enzimas.
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Figura 32. Evaluacién de la expresion de la iPLA2 en presencia del inhibidor de PLD2. Las células IMR-
32 fueron expuestas al inhibidor de la enzima PLD2 (CAY10594, 5 uM) 30 minutos antes de la exposicién al
FAC 0,5 mM, dejandose incubar durante 24 h. El test de ANOVA doble (FAC x PLD2i) no detectd una

interaccion significativa. *** p<0.001.
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Figura 33. Expresion de la PLD2. Las células IMR-32 fueron expuestas al inhibidor de la enzima iPLA2

(BEL, 10 uM) 30 minutos antes de la exposicién al FAC 0,5 mM, dejandose incubar durante 24 h. El test de

ANOVA doble (FAC x BEL) no detectd una interaccion significativa. *** p<0.001.

A su vez, para evaluar el rol de la PLD2 e iPLA2 en el paradigma oxidativo inducido por
FAC, utilizamos los inhibidores farmacologicos especificos para ambas enzimas vy, a

continuacion, cuantificamos la produccion de peroxidos lipidicos.

La Figura 34A sefiala que al inhibir la PLD2 los perdxidos lipidicos se redujeron
significativamente en un 57 % en presencia del FAC. Por otro lado, la exposicion conjunta a
FAC y BEL, el inhibidor farmacolégico de iPLA2, produjo un incremento en los niveles de
perdxidos lipidicos, que fue un 120 % mayor con respecto a las células incubadas Unicamente

con FAC (Figura 34B).
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Figura 34. Evaluacion de la participacion de la PLD2 e iPLA2 grupo VI en la injuria oxidativa inducida
por FAC. Esta evaluacion se llevo a cabo en neuronas IMR-32 previamente expuestas al inhibidor de ambas
isoformas (CAY10594, 5 uM (A); BEL, 10 uM (B)) o su vehiculo (DMSQ) durante 30 minutos, seguido del
tratamiento con FAC (0,5 mM) durante 24 h. A partir de estos tratamientos se midieron los peréxidos lipidicos
por el ensayo de TBARS. El test de ANOVA doble (FAC x PLD2i/FAC x BEL) detectd una interaccion
significativa. * p<0,05; ** p<0,01.

El uso de BEL sefala el rol neuroprotector de la iPLA2 en el dafio oxidativo, ya que su
inhibicion aumento la cantidad de perdxidos lipidicos producidos por la célula en este estado
de desbalance redox, en contraposicion a lo que ocurre con la PLD2. Estos resultados se
corresponden, ademas, con aquellos expuestos en el capitulo I, en donde la inhibicién de

iPLA2, produjo una mayor muerte neuronal, un efecto contrario al de ambas isoformas de la

PLD.

El EO también puede desencadenar la activacion de la cPLA2. La cPLA2 libera
mayoritariamente AA (20:4n-6), que a través de la via de COX-2 es metabolizado a
eicosanoides (prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos). Por lo tanto, para indagar si la
cPLA2 cumplia algun rol en la respuesta a la exposicion a FAC, se utilizo el inhibidor

farmacoldgico de la cPLA2 a concentraciones que también provocaban la inhibicion de
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iPLA2 (45 uM, PTK). Como se observa en la Figura 35A la produccion de EROs, al inhibir

ambas enzimas, fue un 60 % menor en relacion a la exposicion a FAC solo.

La inhibicion de la actividad de cPLA2 en conjunto con la de iPLA2 en presencia de FAC
dio como resultado menores niveles de peroxidos lipidicos, 113 % menor en comparacion
con la condicién sin el inhibidor (Figura 35B). Esto nos permite deducir que el efecto global
de inhibir ambas isoformas de la PLA2 promoveria el dafio oxidativo al igual que la PLD2,

todos resultados en concordancia con lo concluido para el dafio con 6-OHDA en el capitulo
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Figura 35. Evaluacion de la participacion de la cPLA2 e iPLA2 en la injuria oxidativa inducida por FAC.
Se llevd a cabo en neuronas IMR-32 previamente expuestas al inhibidor de cPLA2 e iPLA2 (PTK, 45 uM) o
su vehiculo (DMSO) durante 30 minutos, seguido del tratamiento con FAC (0,5 mM) durante 24 h. A partir de
estos tratamientos, se midieron las EROs a través del ensayo de la DCDHF-DA (A) y los peroxidos lipidicos
por el ensayo de TBARS (B). El test de ANOVA doble (FAC x PTK) detectd una interaccion significativa. *

p<0,05; ** p<0,01.

El AA liberado por cPLA2 también puede ser sustrato de la LOX-15, que cataliza la adicion
de una molécula de O en el carbono de la posicion 15 para generar lipoxinas. Utilizando

luteolina, un compuesto natural con propiedades antioxidantes e inhibitorias de LOX-15,
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evaluamos la respuesta celular a la exposicion a FAC (B. McMahon y Godson 2004). La
presencia de luteolina fue capaz de disminuir las EROs en presencia de FAC, hecho que
podria estar asociado a la supresion de la actividad de LOX-15 (Figura 36A). El nivel de
peroxidos lipidicos siguidé la misma tendencia que se observo en la medicion de EROs
(Figura 36B). De esta manera, la via de la cPLA2, probablemente ligada a la accion conjunta
de la LOX-15, estaria participando en el incremento del EO a través del aumento de las EROs

inducido por la exposicion al Fe.
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Figura 36. Evaluacién de la participacion de la LOX-15en la injuria oxidativa inducida por FAC. Esta
evaluacion se llevé a cabo en neuronas IMR-32 previamente expuestas al inhibidor de la LOX-15 (luteolina, 40
uM) o su vehiculo (DMSO) durante 25 minutos, seguido del tratamiento con FAC (0,5 mM) durante 24 h. A
partir de estos tratamientos, se midieron las EROs por el ensayo de la DCDHF-DA (A) y los perdxidos lipidicos
por el ensayo de TBARS (B). El test de ANOVA doble (FAC x luteolina) detectd una interaccién significativa.

* p<0,05; ** p<0,01.

Con el objetivo de profundizar el estudio de la neurotoxicidad mediada por Fe y evaluar si
esta implicaba vias de sefializacion involucradas en la supervivencia y proliferacion similares

a las que se activaban frente a la 6-OHDA, utilizamos, a continuacion, algunos inhibidores
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descritos en el capitulo I de esta tesis y realizamos los correspondientes ensayos de viabilidad

mitocondrial por la técnica de MTT, al igual que en el capitulo anterior.

Primero, estudiamos aquellas vias canoénicas relacionadas con los procesos de proliferacion
y crecimiento (MAPK) y supervivencia (PI3K/AKkt). La incubacion con el inhibidor U0126,
demostré6 que la inhibicion de MAPK no afectaba la funcionalidad mitocondrial,
demostrando asi que esta via no se encuentra activada en los procesos oxidativos generados
por FAC (Figura 37A). Esto, ademas, fue corroborado cuando fue inhibida laPLC (U73122),
cuya activacion involucra la produccion de DAG, que a su vez activa a c-Raf/MEK/ERK a
través de su unién con Ras. En efecto, la inhibicion de la PLC no alter6 la viabilidad
mitocondrial en presencia de FAC (Figura 37B). Con respecto a la via PI3K/Akt, su
inhibicion en presencia de FAC no provocd cambios significativos en la viabilidad

mitocondrial (Figura 37C).
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Figura 37. Efectos de la inhibicién de las MAPK, PLC y PI3K en la viabilidad celular. Se realizé el ensayo

de reduccién de MTT tras haber inhibido las MAPK con 10 uM de U0126 (A), la PLC con 10 uM de U73122

(B) y la PI3K con 10 pM de LY294002 (C). El test de ANOVA doble (FAC x U0126/FAC x U73122/FAC x
LY294002) no detectd una interaccion significativa.

La inhibicion de la PLD2 en presencia de FAC indujo un aumento en la viabilidad
mitocondrial (Figura 38A). Sin embargo, la inhibicion de las DAGK, involucradas también
en la formacion de PA a partir de la fosforilacion del DAG, no produjo cambios significativos
(Figura 38B). Estos datos evidencian que en el dafio inducido por el FAC hay una
participacion del PA a cargo de esta isoforma, algo semejante a lo observado en el capitulo
I, en donde demostramos la participacion de las dos isoformas como responsables de la

promocion del dafio inducido por la 6-OHDA.
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Figura 38. Efecto de la inhibicion de la produccién de PA sobre la viabilidad celular. Ensayo de reduccion
de MTT tras la inhibicidn de la enzima PLD2 con 5 uM de CAY10594(A) y las enzimas DAGK con 5 uM de

R59022 (B). El test de ANOVA doble (FAC x CAY10594) detectd una interaccidn significativa. * p<0,05; **

p<0,01; *** p<0,001.

La viabilidad mitocondrial también mantuvo una clara dependencia de la actividad de las

PLA2 frente a la injuria por 6-OHDA. Por este motivo decidimos estudiarla y evaluar su
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participacion en la viabilidad mitocondrial en presencia de FAC. La inhibicion conjunta de
la cPLA2 e iPLA2 por PTK generd un aumento en la funcionalidad mitocondrial respecto de
la condicién con FAC solo (Figura 39A). Ademas, encontramos un importante rol de la
iPLA2 en el mantenimiento de la viabilidad mitocondrial, dada la pérdida cuasi completa de
la funcionalidad mitocondrial en presencia de BEL (Figura 39B). Esto indica que la célula

depende muy estrechamente del funcionamiento correcto del subtipo iPLA2.
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Figura 39. Efecto de la inhibicidn de cPLA2 e iPLA2 sobre la viabilidad celular. Ensayo de reduccion de
MTT tras la inhibicién de la enzima cPLA2 con 45 uM de PTK(A) e iPLA2 grupo VI con 10 uM de BEL (B).

El test de ANOVA doble (FAC x PTK/FAC x BEL) detect6 una interaccion significativa. * p<0,05; ** p<0,01;
*** n<0,001.

Estos resultados obtenidos demuestran que las vias implicadas en los mecanismos de
respuesta a ambos agentes injuriantes (6-OHDA y FAC) son comunes y probablemente

constituyan un elemento de respuesta canénico al EO.

3. Modulacioén de la fosforilacién de a-sinucleina

Estudios in vitro han demostrado que la exposicion a ciertos metales podria producir cambios
en la conformacion de la a-sinucleina (D. R. Brown 2007), acelerando su fosforilacion.

Considerando el rol preponderante que juega el Fe y su relacion con la dopamina en el
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metabolismo oxidativo en la EP, nos parecié adecuado investigar la relacion entre la
exposicion a FAC y la fosforilacion de la a-sinucleina. Por ende, se evalud la fosforilacion
en Ser 129 de esta proteina. Luego de 24 h de exposicion a 0,5 mM de FAC, la fosforilacién
de la a-sinucleina fue claramente afectada (Figura 40A), mostrando un perfil inverso al
observado en los controles, ya que en estos, los mayores niveles de fosforilacion se
observaban en el compartimento nuclear, mientras que en presencia de FAC existia un mayor
nivel de fosforilacion en el compartimento citosolico. No obstante el cambio en la
localizacion, la cuantificacion muestra que los niveles totales de fosforilacién fueron mucho
mayores en las células que estaban expuestas al FAC, con un incremento del 63 % en el
nucleo y 188 % en el citosol. Estos resultados también fueron corroborados en las neuronas
N27 en presencia de 1 mM de FAC durante 24 h, con incrementos en nucleo y en el citosol
también significativos (Figura 40B). Estos hallazgos indican claramente que la exposicién a

FAC induce la fosforilacién de la a-sinucleina.
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Figura 40. Fosforilacién de la proteina a-sinucleina en presencia de FAC. Evaluacion realizada en neuronas
expuestas a insulto oxidativo mediado por FAC durante 24 h. (A) Fosforilacion de la proteina a-sinucleina en
neuronas IMR-32, analizada por microscopia de fluorescencia. (B) Fosforilacion de la proteina a-sinucleina en
neuronas N27, analizada por microscopia de fluorescencia. El test de ANOVA a una via reveld diferencias
significativas. ** p<0,01; *** p<0,001.

La participacion de la cPLA2, iPLA2 y la PLD2 en respuesta a la injuria oxidativa disparada
por Fe pareciera ocurrir a través de distintos mecanismos. Por consiguiente, a fin de
identificar si la activacion de estas enzimas estaba involucrada en el cambio de la
fosforilacion del residuo Ser 129 de la o-sinucleina, se evaluaron los niveles de p-o-

sinucleina en presencia de FAC y de los inhibidores correspondientes a cada una de estas

enzimas (BEL, PTK, CAY10594).

En neuronas expuestas a 0,5 mM de FAC, la inhibicion de iPLA2 previno el aumento de la
fosforilacion de a-sinucleina (Figura 41A). La disminucion en la fosforilacion de la ao-
sinucleina también se observ6 cuando se inhibieron la cPLA2 e iPLA2 con 45 uM de PTK,

con un descenso tanto en el nacleo (43 %) como en el citosol (52 %) (Figura 41B).

Estos resultados pusieron de relieve algunas diferencias entre la inhibicion de las dos PLA2.
Primero, que la inhibicion de iPLA2 en presencia de FAC produjo una menor intensidad de
la fosforilacidn de a-sinucleina en el citosol (con un 48 % menor a la fosforilacion observada
en neuronas expuestas al FAC unicamente) (Figura 41A), mientras que cuando la inhibicion
se efectuaba sobre la cPLA2 e iPLAZ2, este descenso en los niveles de fosforilacion ocurria
tanto en los compartimentos citosélicos y nucleares. Por otra parte, a diferencia de la

inhibicion conjunta de la cPLA2 e iPLA2, la inhibicion de la enzima iPLA2 en ausencia de
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FAC significd una distribucion diferente, con un mayor porcentaje de la fosforilacion de la

a-sinucleina en el ndcleo en comparacion con los controles tratados con vehiculo.
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Figura 41. Fosforilacion de la a-sinucleina en presencia de FAC e inhibidores de iPLA2. Las células IMR-
32 fueron expuestas al inhibidor de la enzima iPLA2 grupo VI (BEL, 10 puM) (A) y de lacPLA2 e iPLA2 grupo
VI (PTK, 45 uM) (B) 30 minutos antes de la exposicién al FAC 0,5 mM, dejandose incubar durante 24 h. El

test de ANOVA doble (FAC x BEL/FAC x PTK) detect una interaccion significativa. ** p<0,01; *** p<0,001.

La inhibicién de las enzimas iPLA2, y cPLA2 e iPLA2 en las neuronas N27 expuestas a FAC
1 mM produjo resultados similares a lo observado en las células IMR-32 con respecto a los

niveles de fosforilacion de la a-sinucleina. (Figura 42A'y B).

Con respecto a la isoforma 2 de la PLD, la inhibicion con 5 uM de CAY10594, no logrd
alterar el aumento observado en la fosforilacion de a-sinucleina observado en presencia de
FAC (Figura 43).
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Figura 42. Fosforilacion de la e-sinucleina en presencia de FAC y de BEL y PTK en neuronas N27. Las

células N27 fueron expuestas al inhibidor de la enzima iPLA2 grupo VI (BEL, 10 uM) (A) y de la cPLA2 e
iPLA2 (PTK, 45 uM) (B) 30 minutos antes de la exposicion al FAC 1 mM, dejandose incubar durante 24 h. El

test de ANOVA doble (FAC x BEL/FAC x PTK) detectd una interaccion significativa. ** p<0,01; *** p<0,001.
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Figura 43. Fosforilacion de la a-sinucleina en presencia de FAC e inhibidor de PLD2. Las células IMR-32
fueron expuestas al inhibidor de la enzima PLD2 30 minutos antes de la exposicion a FAC 0,5 mM durante 24

h. El test de ANOVA doble (FAC x PLD2i) no detectd una interaccion significativa. *** p<0,001.

4. Efectos de medios condicionados de células astrogliales expuestas al FAC sobre
cultivos neuronales

Dado que uno de los aspectos claves de la neuroinflamacidn en la patofisiologia de la EP es
la presencia de astrocitos reactivos, profundizamos nuestro estudio sobre la injuria neuronal
inducida por Fe a través del uso de medios condicionados provenientes de células astrogliales
expuestas a FAC. El objetivo de esta estrategia experimental fue estudiar la sefializacion

cruzada entre las neuronas y los astrocitos.

En primer lugar, caracterizamos la respuesta astrocitica al Fe, a través de marcadores de
astrogliosis propios de estas celulas y disparadores de la respuesta antioxidante. Empezamos
evaluando la expresion de la proteina &cida fibrilar glial (GFAP) en los astrocitos. La GFAP
es una proteina correspondiente a los filamentos intermedios del citoesqueleto, con un
diametro de 8-9 nm y que esta presente principalmente en los astrocitos. La GFAP parece no
tener una contribucion especial en el sistema nervioso en condiciones normales, pero juega
un papel vital en la formacion de la cicatriz glial y la activacion de los astrocitos (Eng et al.
2000; Pekny et al. 1995; Pekny y Pekna 2004). Es sabido que esta ultima inhibe la respuesta
inflamatoria después de una injuria, limitando efectivamente el dafio mediante la
circunscripcion a una region controlada (Faulkner et al. 2004). Cuando los astrocitos fueron
tratados con FAC 0,5 mM, los niveles de expresion de GFAP fueron similares a los de la

condicion control (Figura 44).
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Figura 44. Evaluacion de la expresion de GFAP en el estimulo inducido por FAC. Marcacion con el

anticuerpo fluorescente dirigido contra la proteina GFAP, y cuantificacion de la expresion cuando las células
C6 de astrocitos fueron expuestas a FAC 0,5 mM o su vehiculo durante 24 h. El test de ANOVA a una via no

revelé diferencias significativas.

A continuacion, decidimos estudiar otro tipo de proteina implicada en la activacion de los
astrocitos. Para ello evaluamos la expresion de p65, la subunidad mayor de NF-kB, un factor
de transcripcion responsable de regular genes pro-inflamatorios cuya expresion en los
astrocitos es patognomonica de la activacion de este tipo celular. De acuerdo con la Figura
45, no existe un incremento en la sefial de la subunidad p65, ni se observan cambios en su

localizacion subcelular tras la incubacion en presencia de FAC.
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Figura 45. Evaluacion de la expresion de la subunidad p65 del NF-kB en astrocitos C6. Esta evaluacion se

realiz6 por microscopia de fluorescencia en neuronas expuestas al insulto oxidativo mediado por FAC (0,5 mM)

durante 24 h. El test de ANOVA a una via no revel6 diferencias significativas.
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Siguiendo con la caracterizacion de la respuesta al FAC en la expresion de distintos
marcadores inherentes a los astrocitos, evaluamos la expresion de la proteina derivada de la
glia S100B, la cual puede actuar como un mitégeno o un factor neurotrdfico, estimulando la
proliferacion de las células de la glia o la diferenciacion de las neuronas inmaduras cuando
es liberada por la astroglia (Reeves et al. 1994). En este caso, al exponer los astrocitos a
FAC 0,5 mM, pudimos detectar que el ntcleo contaba con un nivel mayor de expresion de

S100p que en las células sin tratar (40 % mas en relacion al control) (Figura 46). Esto podria

indicar que el Fe estaria estimulando una respuesta proliferativa para los astrocitos.
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evaluacién se realizd por microscopia de fluorescencia en neuronas expuestas con FAC (0,5 mM) durante 24

h. El test de ANOVA a una via revel6 diferencias significativas. * p<0,05.

In vivo, los diferentes tipos de células del cerebro permanecen en un estrecho contacto entre
si. Entre los astrocitos y las neuronas, se produce un intenso intercambio metabdlico. Se ha
demostrado que en presencia de células astrogliales las neuronas estan protegidas contra el
H>0O, fundamentalmente por la participacion del GSH. Cabe sefialar que las neuronas
sintetizan GSH a partir de un precursor, el dipéptido y-glutamilcisteina (yGluCis), el cual es
provisto por los astrocitos. Por este motivo, evaluamos la presencia de la enzima y-

glutamilcisteina ligasa (GCL) en astrocitos. Esta enzima es la encargada de sintetizar el
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dipéptido que finalmente es provisto a las neuronas. Cabe sefialar que este dipéptido puede
ser incorporado directamente a las neuronas o bien puede ser clivado (en el espacio
intercelular) en sus dos aminoécidos constitutivos, los cuales son incorporados por los
transportadores EAACL y Xc™ (Johnson et al. 2012). En nuestros experimentos, observamos
que la exposicion de los astrocitos a FAC 0,5 mM durante 24 h produjo un aumento de un

104 % en los niveles de expresion de esta enzima (Figura 47).
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Figura 47. Efecto del FAC en la expresién de GCLc en células C6 de astrocitos. Las células fueron
incubadas 24 h con FAC 0,5 mM, y a continuacion se procedié a evaluar los niveles de expresion de la
subunidad catalitica de la enzima GCL. Para ello, mediante inmunocitoquimica, se marcé la enzima con un
anticuerpo secundario especifico unido a un fluoréforo verde y se visualizé la sefial en un microscopio de

fluorescencia. El test t de Student revelé diferencias significativas. * p<0,05.

Para evaluar la viabilidad mitocondrial, expusimos a estas células gliales a FAC 0,5 mM
durante 24 h. No se observaron cambios entre la condicion control y la tratada con FAC
(Figura 48A). Al igual que con lo efectuado en las neuronas, evaluamos la formacién de
EROs a través del ensayo de la DCDHF-DA vy la formacién de peroxidos lipidicos por el
ensayo de TBARS. Los astrocitos mostraron una respuesta similar a las neuronas, dada por
el incremento tanto de las EROs (Figura 48B) como de los perdxidos lipidicos (Figura 48C),

en un 445 % y un 139 % en relacién al control, respectivamente.
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Figura 48. Caracterizacion del dafio oxidativo inducido por FAC. Determinacion de la reduccion de MTT
(A), formacion de EROs por el ensayo de la DCDHF-DA (B) y niveles de peroxidacion lipidica mediante la
técnica de TBARS (C) en células astrociticas C6 expuestas a FAC 0,5 mM durante 24 h. El test t de Student

revel¢ diferencias significativas. ** p<0,01.

Para determinar el efecto que producirian los astrocitos incubados con FAC sobre las
neuronas, decidimos incubar las neuronas en presencia del medio proveniente de astrocitos
expuestos durante 24 h a FAC (medio condicionado de astrocitos) y comparar con neuronas
a las cuales no se les adiciond este medio, pero que si fueron incubadas 24 h con FAC. El
mismo procedimiento fue efectuado en las situaciones control, difiriendo en que el medio
condicionado, en vez de recibir FAC, fue incubado con su vehiculo, lo mismo que los
controles en los que no se agrego el medio condicionado. Luego del tratamiento referido,

procedimos a evaluar los marcadores de dafio oxidativo anteriormente descritos.

Lo que se observo fue que la exposicion de las neuronas al medio condicionado proveniente
de los astrocitos C6 previamente tratados con FAC 0,5 mM durante 24 h disminuyd
significativamente los niveles de EROs en un 29 % (Figura 49A) y de peroxidos lipidicos
en un 50 % (Figura 49B) en relacion a los grupos de neuronas que no recibieron este
tratamiento, sino que fueron incubadas 24 h con FAC agregado en el medio neuronal en el

cual fueron sembradas.
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Figura 49. Efecto del medio condicionado de astrocitos C6 en la injuria oxidativa de las neuronas IMR-
32. Determinacién de los peréxidos lipidicos por medio del ensayo de TBARS (A) y las sustancias oxidantes
con la sonda DCDHF-DA (B) luego de la exposicién de las neuronas con o sin medios condicionados de
astrocitos en presencia y ausencia de FAC 0,5 mM, luego de 24 h de exposicion. El test de ANOVA doble
(FAC x medio condicionado) detect6 una interaccion significativa. * p<0,05.

Para continuar el estudio sobre el rol del medio condicionado de los astrocitos con FAC en
las células IMR-32, decidimos evaluar como se hallaban los niveles de fosforilacion de a-
sinucleina. Cabe destacar que la fosforilacion de la a-sinucleina en su residuo 129 es
necesaria para su degradacion y recambio en respuesta a una acumulacion perjudicial para la
célula. Los estudios de inmunocitoquimica revelaron que cuando las neuronas IMR-32
fueron expuestas durante 24 h al medio condicionado de los astrocitos en presencia de FAC,
los niveles de fosforilacion en el residuo Ser 129 fueron reducidos en un 37 % en el
compartimiento citosolico, en comparacion con las neuronas incubadas con FAC unicamente
(Figura 50). Por otro lado, en el ndcleo se observo un aumento del 105 % en la fosforilacion,

cuando se agregaban los medios condicionados con FAC.
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Figura 50. Evaluacion del efecto de los medios condicionados de astrocitos en la fosforilacion de a-
sinucleina de las neuronas. Las neuronas IMR-32 fueron incubadas en presencia o ausencia de medios
provenientes de las células C6 de astrocitos, en presencia o ausencia de FAC, y se determinaron los niveles de
fosforilacion de la a-sinucleina por microscopia de fluorescencia. El test de ANOVA doble (FAC x medio

condicionado) detect6 una interaccidn significativa. * p<0,05; *** p<0,001.

Para finalizar, quisimos corroborar la respuesta al EO frente a los medios condicionados
utilizando neuronas N27, porque tanto estas neuronas como las células astrocitarias, son
provenientes de rata, y de esta manera asegurarnos una mayor confiabilidad y seguridad en
la interpretacion de los resultados. A partir de esto, nos enfocamos principalmente en estudiar
como marcador de dafio oxidativo el grado de peroxidacion lipidica en la célula. La
exposicion de las neuronas N27 al medio condicionado de astrocitos incubados con FAC 0,5
mM durante 24 h no produjo cambios en los niveles de perdxidos lipidicos neuronales
(Figura 51A). Por otro lado, tampoco se observaron diferencias significativas en los niveles

de EROs ni de perdxidos lipidicos en las neuronas incubadas con el medio condicionado
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proveniente de astrocitos incubados con FAC en relacion a los grupos de neuronas incubadas

con FAC que no recibieron este tratamiento (Figura 51B).
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Figura 51. Efecto del medio condicionado de astrocitos C6 en la injuria oxidativa de las neuronas N27.
Determinacion de los peréxidos lipidicos por medio del ensayo de TBARS (A) y las sustancias oxidantes con
la sonda DCDHF-DA (B) luego de la exposicion de las neuronas con o sin medios condicionados de astrocitos
en presencia y ausencia de FAC 0,5 mM, luego de 24 h de exposicion. El test de ANOVA doble (FAC x medio
condicionado) no detect6 una interaccion significativa. * p<0,05.

Dado que esta concentracion no parecia afectar a las neuronas N27, decidimos incubar los
astrocitos en presencia de FAC 1 mM, concentracion que utilizamos para efectuar los
experimentos con estas células. La exposicion de las neuronas N27 a medios condicionados
de astrocitos incubados con FAC 1 mM generd un incremento en los niveles de perdxidos
lipidicos (176 %), con respecto a las células N27 incubadas con FAC en ausencia del medio
condicionado de astrocitos (139 %) (Figura 52). Esto nos sugiere que la respuesta que
ocasiona el FAC en los astrocitos es otro factor que contribuye a aumentar el EO presente en

las neuronas.
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Figura 52. Efecto del medio condicionado de astrocitos C6 en la injuria oxidativa de las neuronas N27.

Determinacion de los perdxidos lipidicos por medio del ensayo de TBARS luego de la exposicién de las
neuronas con o sin medios condicionados de astrocitos en presencia y ausencia de FAC 1 mM, luego de 24 h
de exposicion. El test de ANOVA doble (FAC x medio condicionado) detect6 una interaccion significativa. *
p<0,05; ***p<0,001.

Por otra parte, es importante mencionar que los astrocitos de la linea C6 son derivados de
rata al igual que las neuronas dopaminérgicas N27. Esto podria implicar que las diferencias
observadas en la respuesta a los medios condicionados entre las neuronas IMR-32 y la N27
podria deberse a factores intrinsecos de cada especie. Es por ello que para terminar de

dilucidar estos mecanismos son necesarios experimentos adicionales.
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DISCUSION-CAPITULO 11

La disfuncion de la homeostasis de iones metalicos (Fe, Cu, Zn) acompafiada de EO es un
factor clave en la etiopatogenia de las enfermedades neurodegenerativas tales como la EP
(Dexter et al. 1989). La acumulacion de Fe se ha observado en cerebros de pacientes con EP,
donde hay un incremento especifico de este metal en la SNpc y en el globo pélido lateral (J.
Y. Wang et al. 2016). Este metal, cuando esta en exceso, si no es almacenado por la ferritina
en su estado libre, se convierte en un catalizador potente para la formacion de especies
oxidantes y, de esta manera, incrementa el EO, con el consecuente dafio a distintos
componentes celulares (Ward et al. 2014). En relacion a esto, se ha encontrado en la SNpc
de pacientes con EP que el nucleo de ferritina que une Fe es mucho mas denso, con mayor
cantidad de estos iones metalicos unidos a esta proteina, con respecto a sujetos sanos. Esto
sugeriria un mecanismo de proteccion celular frente al EO debido a la acumulacion de Fe

(Zecca et al. 2001).

En nuestro estudio in vitro, cuando las células IMR-32 fueron expuestas a concentraciones
crecientes de FAC (0,3-1 mM) por diferentes periodos de tiempo no presentaron dafio
mitocondrial. Al contrario, en la mayoria de los tratamientos las células fueron capaces de
responder a esta sobrecarga de Fe con un incremento en la funcionalidad mitocondrial.
Resultados similares fueron observados en otros estudios utilizando células de diferente
linaje, como las del epitelio pigmentario de la retina, expuestas al mismo compuesto
(Voloboueva et al. 2007). No obstante, los niveles de perdxidos lipidicos registraron un
aumento en la mayoria de las condiciones, indicando que la exposicién a FAC dispara un
fendmeno pro-oxidante sin alteracion de la viabilidad mitocondrial. Similares observaciones

se obtuvieron en neuronas dopaminérgicas N27 al ser expuestas a FAC. Esto representa una
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diferencia con las observaciones realizadas para la 6-OHDA (capitulo 1), ya que el dafio que
causa esta neurotoxina es mas exacerbado y provoca deterioro en la funcionalidad

mitocondrial.

El cerebro presenta altas concentraciones de AG poli-insaturados tales como el AAy el DHA
que, al presentar mayor numero de dobles ligaduras, son méas susceptibles a la peroxidacion
lipidica, constituyendo un factor importante para la integridad de las membranas celulares.
Un mecanismo de reparacion clave es el recambio de los AG peroxidados que estan
esterificados en los fosfolipidos de manera de mantener las caracteristicas fisicoquimicas de
las membranas. La liberacion de los AG peroxidados es catalizada por diferentes isoenzimas
de la PLA2. La iPLA2 VI participa en la liberacion de AG poli-insaturados, entre ellos el
DHA (22:6n-3), uno de los mayoritarios en cerebro (Schwab et al. 2007; Strokin et al. 2003,
2007), pudiendo ser su activacion una respuesta neuroprotectora frente al incremento de EO.
En nuestro modelo experimental, la exposicion a FAC produjo un aumento en la expresion
de iPLAZ2. Es sabido que mutaciones en esta enzima desencadenan un conjunto de trastornos,
dentro de lo que se conoce con el nombre de enfermedades de neurodegeneracion asociada a
fosfolipasa iIPLA2VI, que estan vinculadas a una acumulacion de Fe en el cerebro,
produciendo sintomas de tipo Parkinsoniano, en donde cada mutacion desencadena un
fenotipo particular en cuanto a rasgos inherentes de deficiencia motora (Guo et al. 2018).
Ademas, esta isoforma es considerada un factor importante en la EP, ya que la pérdida de su
funcién ha sido asociada con una forma temprana de Parkinsonismo. Esta Gltima cursa con
un claro deterioro motor y cognitivo, resultado de una pérdida de la capacidad de la iPLA2

en proteger a las mitocondrias contra estimulos apoptdticos en las neuronas dopaminérgicas,
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sumado a una mayor expresion de los transportadores de Fe presentes en la membrana

plasmética (Beck et al. 2015; Grazia et al. 2017; Gui et al. 2013).

Otra de nuestras observaciones es el aumento de los niveles de oxidantes celulares y
peroxidos lipidicos frente a la inhibicién farmacoldgica de la iPLA2. Esto indicaria que esta
enzima, a través de la liberacién de AG, en mayor parte DHA, promueve mecanismos de
neuroproteccion. Los derivados lipidicos que se producen por la metabolizacion del DHA se
Illaman, en su conjunto, docosanoides (Bazan et al. 2011). Estos metabolitos, no solo
antagonizan el efecto de los eicosanoides, sino que cumplen la funcion de regular
negativamente la expresion de citoquinas pro-inflamatorias, asi como también modular el
trafico de leucocitos (Schwab et al. 2007). Entre las actividades anti-inflamatorias del DHA
podemos encontrar la inhibicion de la actividad y la expresion de la COX-2 y del NF-«kB,
entre otras (Soon et al. 2009). Asimismo, se ha observado que la suplementacion con DHA
en modelos experimentales de EP protege a las neuronas dopaminérgicas a través de la

inhibicion de mecanismos inflamatorios (Cansev et al. 2008).

Por otro lado, encontramos que el uso del inhibidor PTK a concentraciones capaces de inhibir
tanto la cPLA2 como la iPLA2 contrarresta la generacion de oxidantes celulares y peroxidos
lipidicos en nuestro modelo experimental en presencia de FAC. Sin embargo, la contrastacion
de los resultados obtenidos con BEL nos permite deducir que la iPLA2 cumpliria un rol
opuesto al de la cPLA2. Cabe sefialar que, como mencionamos en el capitulo anterior, la via
de la cPLA2 produce precursores de importantes mediadores lipidicos pro-inflamatorios
como las prostaglandinas (A. A. Farooqui et al. 2007). En relacion a esto, la activacion de la
cPLAZ2 por la exposicién a FAC podria aumentar la biodisponibilidad de AA y preparar el

escenario para una mayor produccién de EROs, como se ha visto en otros modelos de la EP
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y conforme a lo reportado sobre el mecanismo de accion de esta enzima (C. Kim et al. 2008;
Lee et al. 2010). Los efectos de la luteolina, inhibidor de LOX-15, fueron similares a los
ocasionados por la inhibicion de la cPLA2. Esto estaria indicando que la produccion de los
hidroperoxidos lipidicos formados a partir de los AG poli-insaturados estaria siendo inhibida
a través de este compuesto. Estos resultados estarian en concordancia con reportes previos,
los cuales demuestran que la activacién de la LOX-15 esta asociada con un aumento en los
niveles de perdxidos lipidicos y, por ende, a la muerte celular por apoptosis en neuronas
expuestas a toxicidad por glutamato o por inactivacion de la enzima glutation peroxidasa 4
(Seiler et al. 2008; Tobaben et al. 2011). No podemos dejar de mencionar que la luteolina es
un potente antioxidante y por lo tanto sus efectos en nuestro sistema experimental podrian

ser debidos a esta propiedad también.

Para complementar los resultados obtenidos con las PLA2 y establecer una correlacion con
los hallazgos del capitulo I, también caracterizamos las vias de produccion de PA en
respuesta a la exposicion a FAC. La presencia de FAC causd un aumento en la expresion de
la PLD2, enzima que en nuestro modelo experimental demostré un rol citotéxico, con
participacion en la generacion de peroxidos lipidicos celulares, no solo en presencia de FAC,
sino tambien en presencia de 6-OHDA (capitulo 1). La actividad citotoxica de la PLD2 ha
sido demostrada en relacion a otras enfermedades neurodegenerativas que, de manera similar
ala EP, cursan con la participacion esencial de proteinas amiloidogénicas en su etiopatogenia

(Oliveira et al. 2010).

Seguidamente, evaluamos la posible interrelacion entre la PLD2 y la iPLA2. Algunos
estudios han aportado datos que indicarian que, al menos de manera indirecta, podria ocurrir

una regulacién estrecha entre ambas. Nuestros resultados demuestran que la inhibicion
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farmacoldgica de PLD2 no afecta la expresion de la iPLA2 inducida por FAC y, del mismo
modo, la inhibicion de la iPLA2 no provoca cambios en la expresion de PLD2. Por ello,
concluimos que ambas enzimas tienen roles independientes una de la otra en la respuesta al

EO inducido por FAC.

El Fe también ha sido descrito como un modulador de la a-sinucleina. La acumulacion y
agregacion patoldgica de esta proteina es uno de los signos patognomanicos de la EP. Una
caracteristica de la a-sinucleina es que esta sujeta a la fosforilacién de residuos serina,
treonina y tirosina en su extremo C-terminal (Fujiwara et al. 2002; Negro et al. 2002; Okochi
et al. 2000; Pronin et al. 2000). A su vez, esta misma region es donde esta proteina
interacciona con los iones metalicos, ademas de otras proteinas y ligandos (D. R. Brown
2007; Giasson et al. 2003; Hoyer et al. 2004). Diversos estudios en cerebros humanos
postmortem han revelado que la a-sinucleina de los cuerpos de Lewy se encuentra
hiperfosforilada en el residuo Ser 129. La fosforilacion en este sitio también es observada en
estadios previos a la formacion de los cuerpos de Lewy, aparentemente relacionada con el
avance de la enfermedad (Anderson et al. 2006; Saito et al. 2003). Otros datos obtenidos
tanto in vitro como in vivo apoyan la hipotesis de un efecto inhibitorio de la fosforilacion en
Ser 129 sobre la unién de la a-sinucleina a la membrana (Kuwahara et al. 2012). Para
investigar la posible participacion de las cPLA2 e iPLA2 en la regulacién de la fosforilacion
de a-sinucleina, utilizamos los inhibidores previamente mencionados y evaluamos la
modificacion post-traduccional del residuo Ser 129 de la a-sinucleina. Asi demostramos que
la inhibicion de ambas isoformas de PLA2 causa una disminucion en la fosforilacion de la a-

sinucleina en presencia de FAC. Estos resultados fueron confirmados tanto en las neuronas
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IMR-32 como en las N27, hecho que sugiere la conservacion de la respuesta en tipos

neuronales diferentes.

Cabe sefialar que la inhibicion de iPLA2 per se, sin el agregado de FAC, es capaz de aumentar
significativamente la presencia de la forma fosforilada de la a-sinucleina en el nucleo,
mientras que la inhibicion de la cPLA2 no altera de manera significativa los niveles de
fosforilacion de la a-sinucleina con respecto a los controles. Sin embargo, tanto la inhibicion
de cPLA2 como la de iPLA2 en presencia de FAC produce una disminucion de la forma
fosforilada de la a-sinucleina en el citosol. Estos resultados sefialan que ambas isoformas
contribuyen a la fosforilacion desencadenada por FAC. Esto nos indica que los mayores
niveles de fosforilacion de la a-sinucleina requieren tanto del estimulo de Fe como de la

accion de la cPLA2 e iPLA2 y que posiblemente estén relacionadas con la liberacion de AG.

Dado que la fosforilacion de la a-sinucleina en el residuo Ser 129 se considera un mecanismo
de etiquetado, destinado a enviar a esta proteina a la degradacion protesomal y lisosomal
(Machiya et al. 2010), nuestros resultados sugieren que la fosforilacion de la a-sinucleina en
el citosol mediada por las enzimas cPLA2 e iPLA2 podria entonces jugar un rol
neuroprotector, conduciendo a la a-sinucleina a la degradacion proteosomal y/o lisosomal
mediada por la via del autofagosoma. En esta misma linea de hallazgos, se ha determinado
que la sobre-expresion de la polo-quinasa 2 (PLK2), enzima que cataliza la fosforilacion de
a-sinucleina en el residuo Ser 129, induce una mayor degradacién de la a-sinucleina por la
via lisosoma-autofagosoma (Oueslati et al. 2013). Por otra parte, otros trabajos sostienen que
la fosforilacién en ensayos in vitro inhibe la fibrilogénesis y que los oligdmeros y las fibrillas
son buenos sustratos para la accion de diversas quinasas, en especial PLK2, pero también

otras como las caseina quinasas y las quinasas receptoras acopladas a proteina G, sugiriendo
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que este evento podria ocurrir después de la formacion de los cuerpos de Lewy (Paleologou
et al. 2008; Waxman y Giasson 2011). Es plausible que la fosforilacion en el residuo Ser129
sea un proceso activo de defensa contra la agregacién de la a-sinucleina. Sin embargo, otros
estudios han sugerido que el reclutamiento de la forma fosforilada de a-sinucleina en el
nucleo estaria relacionada con la reparacion del ADN y una menor toxicidad que la forma

citosdlica (Pinho et al. 2019; Schaser et al. 2019).

También se ha destacado la importancia de los AG en relacion a la capacidad que tienen de
inducir cambios en la fosforilacién, asi como distintos agregados oligoméricos de la a-
sinucleina, generando un cambio en sus propiedades estructurales y funcionales (Fecchio et
al. 2018). En efecto, ensayos in vitro han demostrado que el DHA, y en menor medida el
AA, son capaces de inducir la oligomerizacion de la a-sinucleina. Ademas, el DHA es capaz
de gobernar los estados conformacionales de la a-sinucleina, alterando la relacion entre la
forma libre y asociada a membrana, por la capacidad de este AG de favorecer la estructura
de a-hélice (Alza et al. 2019). También se ha demostrado que la suplementacion con DHA
en células de oligodendroglia es capaz de producir un incremento en la fosforilacion del
residuo Ser 129 de la a-sinucleina, asociando esta modificacion post-traduccional con una
mayor propension a la agregacion de la proteina (Riedel et al. 2011). Esto es congruente, en
parte, con los resultados obtenidos respecto al rol de la cPLA2 e iPLA2 en la fosforilacion
de la a-sinucleina y su posible contribucion a los cambios conformacionales que pudieran

existir en nuestro modelo.

Por otro lado, la actividad de la PLD2 no parece ser directamente responsable de los cambios
en la fosforilacion de la a-sinucleina. No obstante, en un trabajo publicado por nuestro

laboratorio en la linea celular IMR-32 con sobreexpresion estable de la a-sinucleina, se pudo
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observar una menor expresion de PLD1, lo que indica también que existe una dependencia

entre esta isoformay la proteina mencionada (Conde et al. 2018).

Por otra parte, los niveles de Fe de los astrocitos se han visto incrementados en ciertas
neuropatologias como la aceruloplasminemia, a nivel de los pies astrocitarios perivasculares,
mientras que en la EP en la regién de la SNpc se ha encontrado una elevada astrogliosis
(Rouault 2013; Sofroniew y Vinters 2010). En nuestros experimentos, el efecto del exceso
del Fe, al igual que lo observado en las neuronas, no produjo un franco dafio mitocondrial en
los astrocitos, aunque si un incremento considerable en las especies oxidantes y peroxidos
lipidicos. Al evaluar un marcador especifico de la astroglia reactiva, como el GFAP, no
encontramos cambios con respecto a las condiciones control. Tampoco hubo cambios en la
translocacion nuclear de la subunidad p65 del factor de transcripcion NF-kB. Sin embargo,
detectamos un aumento del factor neurotrofico S100p en respuesta al Fe. El factor S100p es,
ademas, secretado por los astrocitos, o puede incluso liberarse de las células dafadas y
detectarse en el espacio extracelular o en el torrente sanguineo. Durante la Gltima década,
S100p se ha considerado como un candidato a ser biomarcador periférico de la permeabilidad
de la barrera hematoencefalica y de la lesion al SNC. Los niveles elevados de S100p reflejan
con precision la presencia de afecciones neuropatoldgicas que incluyen lesiones traumaticas
en la cabeza o enfermedades neurodegenerativas (Michetti et al. 2012). Por lo tanto, este
aumento de S100pB en respuesta al Fe representa un dato que consideramos muy valioso, ya

que podria estar indicando una respuesta de activacién astrocitica.

Por otro lado, pudimos observar en respuesta al Fe un aumento en los niveles de expresion
de la GCL, la enzima limitante en la sintesis de GSH, en células C6. El GSH sintetizado

podria ser liberado por los astrocitos y, previo clivaje en el espacio extracelular, ingresar a
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las neuronas por los transportadores EAAC1 en la forma de cisteina o como el dipéptido
cisteina-glicina (Johnson et al. 2012). Ademas, el Fe en su forma libre dentro de las neuronas
es capaz de causar una disminucion de los niveles de GSH, principalmente por el dafio
oxidativo que realiza a través de la reaccion de Fenton, obligando a este tripéptido a ser
utilizado en mayor medida por las enzimas detoxificadoras como la GPx y a neutralizar las
proteinas dafiadas por medio de la S-glutationilacién, un mecanismo protector de la célula,
que impide una oxidacion excesiva del residuo cisteina de las proteinas mediante la
formacion de puentes disulfuro entre la proteina y el GSH (Johnson et al. 2012; Ndayisaba

et al. 2019; Uranga et al. 2013).

La incubacion durante 24 h de las neuronas IMR-32 con los medios condicionados
provenientes de astrocitos ocasiono una disminucion en los niveles de las especies oxidantes
y peroxidos lipidicos, con respecto a las neuronas expuestas al Fe. Este efecto neuroprotector
de los astrocitos podria estar relacionado con la produccion de GSH y su liberacion al medio
extracelular. Esto es coincidente con los hallazgos de Cao y colaboradores que han observado
que los medios condicionados provenientes de astrocitos generan una proteccion de las
neuronas contra el dafio oxidativo producido por rotenona, a través de una recuperacion en
los niveles de GSH (Cao et al. 2007). Las neuronas expuestas a los medios condicionados
con Fe mostraron, ademas, una menor fosforilacion de a-sinucleina en el citosol, lo cual
indica en cierta medida que la bateria de mediadores moleculares que liberan los astrocitos
podria provocar un restablecimiento de la proteostasis de las formas de a-sinucleina que
pudieran haberse mal plegado y etiquetado para su degradacion, o que la expresion se hubiera

atenuado (Febbraro et al. 2012; Kupershmidt et al. 2012).
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Finalmente, cuando quisimos estudiar el efecto de los medios condicionados de astrocitos en
las neuronas dopaminérgicas N27, observamos que los resultados que se produjeron fueron
totalmente opuestos. En este caso, cuando incubamos el medio condicionado de los astrocitos
en presencia de 1 mM de FAC en neuronas de la misma especie (rata), los niveles de los
peroxidos lipidicos aumentaron con respecto a aquellas neuronas cuyo medio no se recambid
por el de los astrocitos. Estos resultados, contrarios a los reportados en las células IMR-32,
podrian estar indicando el hecho de que tal vez existan proteinas liberadas por los astrocitos

que ejercerian una respuesta dependiente de especie en las neuronas N27.

Gran parte de los estudios que demuestran el rol neuroprotector del medio condicionado de
los astrocitos sefialan que este es mediado por el suministro de la molécula antioxidante GSH,
asi como la cisteina, que constituye el precursor para la sintesis de este tripéptido (Cao et al.
2007; X. F. Wang y Cynader 2000). Por ejemplo, en neuronas expuestas a toxicidad por
etanol, la recuperacion en los valores de viabilidad, luego de la exposicion de medios
condicionados de astrocitos, es posible gracias al mantenimiento de los niveles de GSH en
estas células (Lamarche et al. 2004). Ademas, se ha demostrado que neuronas expuestas a
deprivacion de glucosa por falta de oxigeno, un modelo de isquemia in vitro, se recuperan
debido al GSH que es suministrado por el medio condicionado de astrocitos o cuando se co-
cultivan ambos tipos celulares (Griffin et al. 2005). Sin embargo, estos estudios, a diferencia

de los realizados en esta tesis, no parten de un dafio o un estimulo en los astrocitos.

Concluyendo, podemos decir que el Fe provoca un estado de EO a través de un franco
incremento de los perdxidos lipidicos y EROs, con aumento de la expresion de fosfolipasas

tales como la iPLA2 y PLD2 y un incremento en la fosforilacion de la a-sinucleina en el
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residuo Ser 129. Nuestros resultados destacan un novedoso rol de la iPLA2 frente al EO

inducido por Fe en relacion a la biologia de la a-sinucleina.
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Figura 54. Esquema que representa la accion del Fe mediada por el compuesto FAC. Nuestro modelo
propuesto postula que el FAC induciria un aumento de Fe, el cual seria responsable de producir un estado de
EO, generado por el incremento de EROs y perédxidos lipidicos, jugando un papel importante, en este
incremento, la PLD2. A su vez la accién de la iPLA2, seria neuroprotectora, atenuando la formacién de las
sustancias oxidantes y peroxidos lipidicos, junto con un aumento en la fosforilacion de la a-sinucleina. A su
vez, el correcto funcionamiento de las mitocondrias depende de la enzima iPLA2, mientras que la PLD2
regularia de forma negativa la actividad mitocondrial, pudiendo ser en parte responsable, a través de su aumento
de expresion, del incremento del EO desencadenado por FAC. FAC: citrato amonio férrico, EROs: especies
reactivas de oxigeno, LOOH: perdxidos lipidicos, iPLA2: fosfolipasa A2 independiente de calcio, PLD2:

fosfolipasa D2, p-a-sin: fosfo-a-sinucleina, flecha truncada: inhibicion, flecha con rayas: estimulacién. Las
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estructuras tridimensionales, que corresponden a la de las proteinas sefialadas, fueron extraidas de los siguientes

sitios web: string-db.org y swissmodel.expasy.org
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CONCLUSIONES

Utilizando distintos modelos celulares que mimetizan condiciones presentes en el ambiente
neuronal en la EP, en este trabajo de tesis logramos demostrar que:
= La exposicion neuronal a 6-OHDA conduce al aumento de la produccion de PA

debido a la activacion de las isoformas clésicas PLD1 y PLD2.

= |a activacion de ambas isoformas de la PLD estd asociada con la translocacién

nuclear de NF-xB y con la pérdida de viabilidad celular inducida por 6-OHDA.

= Laactivacion de la PLD2 inducida por la exposicion a 6-OHDA esta relacionada con

el aumento de expresion de COX-2.

= La exposicion a FAC induce el aumento de la expresion de iPLA2 y de la PLD2 en

células de neuroblastoma humano y en neuronas dopaminérgicas de rata.

= La iPLA2 cumple un rol neuroprotector contra el EO y, ademéas, modula la

fosforilacion de la a-sinucleina inducida por la exposicion a Fe.

CONCLUSION GENERAL

= Nuestros hallazgos aportan evidencias acerca de roles noveles para las isoformas de

PLD y PLA2 en los procesos neurodegenerativos relacionados con la EP.
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ABREVIATURAS

[*H]AO
[*H]DA
AA
ADN
AG
ARN
ARNi
ATB
CoX
CPLA2
DAG
DAGK
DCDHF-DA
DHA
DMSO
dNTP
DTT
EA
EDTA
EO

EP

ERK1/2

[*H]4cido oleico
[*H]dopamina

Acido araquidénico
Acido desoxirribonucleico
Acido graso

Acido ribonucleico

ARN de interferencia
Acido tiobarbitarico
Ciclooxigenasa
Fosfolipasa A2 citosolica
Diacilglicerol

Diacilglicerol quinasas

Diclorodihidrofluoresceina diacetato

Acido docosahexaenoico

Dimetilsulféxido

Desoxirribonucledtido trifosfato

Ditiotreitol

Enfermedad de Alzheimer

Acido etilendiaminotetraacético

Estrés oxidativo

Enfermedad de Parkinson

Quinasas reguladas por sefal extracelular 1y 2
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EROs
FAC
FAHN
Fe

FeZ+
Fe®*
FC

FN
vGluCis
GBA
GCL
GFAP
GLUT
GSH
HCI
HEPES
hnRNP
HRP
ICQ
IxB
IP3
iPLA2

IRE
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Especies reactivas de oxigeno

Citrato amonio férrico

Neurodegeneracion asociada a hidroxilasa-2 de &cidos grasos
Hierro

Hierro en estado ferroso

Hierro en estado férrico

Fraccion citosélica (Fraccionamiento subcelular)
Fraccion nuclear (Fraccionamiento subcelular)

y glutamil cisteina

Glucocerebrosidasa

y glutamilcisteina ligasa

Proteina acida fibrilar glial

Transportador de glucosa

Glutation reducido

Acido clorhidrico

Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetansulfénico
Ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares
Peroxidasa de rabano

Inmunocitoquimica

Inhibidor de kappa B

Inositol trifosfato

Fosfolipasa A2 independiente de calcio

Elementos de respuesta al hierro
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KRD Enfermedad de Kufor-Rakeb

LDH Lactato deshidrogenasa

LOX Lipooxigenasa

LPA Acido lisofosfatidico

LPC Lisofosfatidilcolina

LRRK2 Quinasa 2 repetida rica en leucina

MAPK Proteinas quinasas activadas por mitdgenos

MDA Malondialdehido

MPTP 1-metil-4-fenil-1,2,3, 6 tetrahidropiridina

mTOR Diana de rapamicina en células de mamifero

MTT Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio

NAHC Trastornos de neurodegeneracion con acumulacion de Fe en el cerebro

NF-«xB Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas

NP-40 Nonidet P-40

NPD1 Neuroprotectina D1

PA Acido fosfatidico

PAP-1 Fosfohidrolasa 1 del PA

PAP-2 Fosfohidrolasa 2 del PA

PBS Buffer fosfato salino

PC Fosfatidilcolina

PDK-1 Quinasa dependiente de fosfoinositol-1

PE Fosfatidiletanolamina



PEth
PI
PI3K
PI4P5K tipo |
PIP2
PINK1
PKAN
PKC
PLAL
PLA2
PLAN
PLC
PLD
PLD1
PLD2
PLK2
PISEtn-PLA2
PMSF
PP-1
PVDF
RP
RP4

RvD2

Fosfatidiletanol

Fosfatidilinositol

Fosfatidilinositol 3-quinasa
Fosfatidilinositol 4-fosfato 5-quinasa
Fosfatidilinositol-4,5-bifosfato

PTEN inducible por quinasa 1
Neurodegeneracion asociada a pantotenato-quinasa
Proteina quinasa C

Fosfolipasa Al

Fosfolipasa A2

Neurodegeneracion Asociada a la Fosfolipasa A2G6
Fosfolipasa C

Fosfolipasa D

Isoforma 1 de PLD

Isoforma 2 de PLD

Polo-quinasa 2

Fosfolipasa selectiva para plasmaldgenos
Fluoruro de fenilmetilsulfonio

Proteina fosfatasa-1

Difluoruro de polivinilideno

Receptores E-prostanoides

Receptor 4 de prostaglandina E2

Resolvina D2
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S6K1 Quinasa 1 S6
SAB Seroalbimina bovina
SDS Dodecilsulfato de sodio

SDS-PAGE Electroforesis en geles de poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio

SFB Suero fetal bovino

SNC Sistema nervioso central

SNpc Substantia nigra pars compacta

SOD Superoxido dismutasa

SPHK1 Esfingosina quinasa 1

SPLA2 Fosfolipasa A2 secretoria dependientes de calcio
TBARS Sustancias reactivas al acido tiobarbiturico
TBS-T Buffer Tris salino con tween 20

TCA Acido tricloroacético

TEMED N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamina

TH Tirosina hidroxilasa

Tris 2-amino-2-hidroximetil-propan-1,3-diol
UCH-L1 Ubiquitina carboxil terminal hidrolasa L1
0y* Radical superoxido

H202 Perdxido de hidrogeno

ONOO* Radical peroxinitrito

OH* Radical oxhidrilo

5UTR Region 5” no traducida

6-OHDA 6-hidroxidopamina
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15-PGDH 15-prostaglandina deshidrogenasa



