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1. Esclerosis Multiple: una enfermedad neuroinflamatoria vy

neurodegenerativa.

La Esclerosis Multiple (EM) es una enfermedad inflamatoria y
desmielinizante del sistema nervioso central {(SNC). Afecta a unos 2,5 millones
de personas en el mundo {(Hauser y Oksenberg, 2006; Compston y Coles, 2008),
siendo la causa mas comun de discapacidad neuroldgica entre adultos jévenes.
Los primeros sintomas suelen aparecer entre los 20 y los 40 afios de edad,
incluyendo alteraciones sensoriales, neuritis optica y debilidad en las
extremidades. Conforme la enfermedad progresa aparecen nuevos sintomas
como la fatiga, la necesidad del uso de silla de ruedas, disfuncion de la vejiga y

deterioro cognitivo.

En funcién de la progresion de los sintomas clinicos pueden distinguirse
distintos subtipos de EM (figura 1). Un 80% de los pacientes sufren periodos
definidos de déficits neurolégicos seguidos de periodos de recuperacidn
{parcial), o EM remitente recurrente (EMRR) {Compston y Coles, 2008; Dutta y
Trapp, 2011). En un 65% de los pacientes con EMRR, la enfermedad evoluciona
a EM secundaria progresiva (EMSP) caracterizada por la acumulacién gradual
de déficits neuroldgicos. Por otro lado, aproximadamente un 20% de los
pacientes desarrollan una enfermedad caracterizada por un continuo declive
neurolégico sin recuperaciones desde el comienzo de |la misma, clasificada

como EM primaria progresiva (EMPP).

Se sabe que factores tanto genéticos como ambientales contribuyen
considerablemente a la susceptibilidad de padecer la enfermedad; sin embargo
todavia se desconocen las causas iniciales. Los estudios genéticos recientes han
conseguido identificar mas de 100 polimorfismos asociados con la EM,

principalmente genes que forman parte del complejo mayor de
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histocompatibilidad de clase I, llamados HLA-DR1S y HLADQS (Hauser vy

Oksenberg, 2006; Beecham et of, 2013). ¥ respecto a factores ambientales, se

ha demostrado gue fumar, los niveles de vitamina D e infecciones virales estan

directamente relacionados con la susceptibilidad de padecer la enfermedad

{Marrie 2004; Delorenze et af., 2006}, pero falta probar su papel patogénico.

Figura 1. Figura extraida de la: pagina web hit

technolopy. com/fprojects fingolimod/

wiww. drugdevelopment-

Principales formas de la EM en funcidn del desamrollo de déficits neuroldgicos y
dizcapacidad a Io largo del tiempo.

relapsing/remitting M5

|| :
|

Dtm:"’,-:'!li’y

— T

Disobility

hime

primary progressive MS

o

-
o

o~

Dizability

Tirmigs

secondary progressive M5

Blsakility

il

16



Histopatolégicamente, se pueden observar en los cerebros y médula
espinal de pacientes con EM lesiones focales (placas) desmielinizantes
predominantemente en sustancia blanca, pero también en sustancia gris de
ambas estructuras. Normalmente estas lesiones implican una ruptura de la
barrera hematoencefalica, inflamacién, desmielinizacién y pérdida de
oligodendrocitos, gliosis y degeneracién axonal (Dutta y Trapp, 2007; Trapp ¥
Nave, 2008). La destruccion de la mielina y de los oligodendrocitos mediada
por el sistema inmune se considera el primer evento patolégico de la EM. Sin
embargo, numerosos estudios demuestran que la principal causa de los déficits
neurolégicos de los pacientes es la pérdida axonal, bien aguda durante los
brotes o bien progresiva a lo largo del transcurso de la enfermedad (Trapp et
al., 1998; Kuhlmann et al, 2002; Filippi et al., 2003; Bakshi et al., 2008;

Stadelmann et al., 2008).
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2. Mecanismos de degeneracion axonal en esclerosis multiple.

En los dltimos afios y gracias a diversos hallazgos, se ha vivido un
cambio de enfoque respecto a la EM, considerada inicialmente como una
enfermedad principalmente mediada por el sistema inmune. Actualmente, el
dafio y posterior degeneracién axonal son considerados un evento temprano y
persistente a lo largo de la progresidon de la patologia de la EM (Trapp et al.,,
1998; Trapp et al., 1999). Los mecanismos que provocan el dafio axonal son
muy diversos (mediadores inflamatorios, pérdida del soporte tréfico que
constituye la mielina, alteraciéon de las concentraciones idnicas axonales, fallo
energético, etc.) y evolucionan a lo largo de la enfermedad y de los distintos

tipos de lesiones que aparecen en los pacientes.

Las lesiones gue aparecen en la sustancia blanca se clasifican en funcion
del grado de desmielinizacién y de inflamacién (Van der Valk y De Groot, 2000).
Asi pues, lesiones con infiltrados de linfocitos y macréfagos, microglia activa y
demielinizacidn en curso se denominan “lesiones agudas activas”. Suelen estar
acompafiadas por un gran estrés oxidativo (Van Horssen et al., 2008; Haider et
al., 2011). Estas lesiones evolucionan gradualmente hacia “lesiones crénicas
activas” caracterizadas por poseer el centro completamente desmielinizado e
inflamacion en forma de macréfagos activados todavia en curso en los bordes.
Cuando la inflamacién desaparece, el area desmielinizada pasa a convertirse en
una “lesién croénica inactiva”. Una proporcion de las areas desmielinizadas se
remielinizan a lo largo de la enfermedad {placas fantasma), mientras que en las
areas no remielinizadas aparece una cicatriz glidtica. Las lesiones se encuentran
rodeadas de tejido mielinizado conocido como “sustancia blanca de apariencia
normal”, aunque esta acepcion puede llevar a confusién ya que también se
observa activacion microglial y degeneracién axonal en estas areas (Ganter et

al., 1999; Bjartmar et al., 2001).
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Por lo anteriormente expuesto, es necesario diferenciar entre los
mecanismos que median el dafo axonal agudo y los mecanismos que subyacen

a la degeneracién axonal crénica.

2.1. Mecanismos de dafio axonal agudo.
2.1.1. Evidencias de transeccién axonal en etapas tempranas de la

enfermedad.

Existen numerosas evidencias de que el dafio axonal aparece en
estadios muy tempranos de la enfermedad. En diversos estudios se ha
identificado el dafio en axones desmielinizados mediante la deteccidn de
neurofilamentos no fosforilados (Trapp et al., 1998), y de la acumulacién de
proteinas transportadas a través de los axones como la proteina precursora
amieloide {APP, Ferguson et al., 1997), subunidades formadoras de poro de
canales de calcio tipo-N (Kornek et al., 2001), y receptores metabotropicos de

glutamato (Geurts et al., 2003).

La proteina APP normalmente se transporta muy rapidamente a través
de los axones y sélo se detecta cuando el transporte axonal se ve interrumpido
(Koo et al., 1990). Se han descrito acumulaciones de APP en axones localizados
en lesiones activas y en el borde de lesiones crénicas activas en pacientes de
EM (Ferguson et af., 1997). Algunas de las estructuras APP positivas eran
terminales axonales abultados (bulbos axonales), es decir, axones
transectados. Ademds, el nimero de bubos axonales APP positivos estaba

correlacionado positivamente con el grado de inflamacion de las lesiones.

La fosforilacidn de los neurofilamentos axonales incrementa la

extension de sus brazos laterales, incrementando el espacio entre filamentos y
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en consecuencia el diametro axonal (Sanchez et al., 1996; Kim et al., 2011). Se
ha demostrado la presencia de neurofilamentos no-fosforilados en lesiones
desmielinizadas activas en pacientes de EM, pertenecientes a estructuras
ovoidales de terminales axonales transectados (figura 2}. El nimero de axones
transectados disminuia conforme se resolvia la inflamacion en lesiones crdnicas
activas, lo que demostrd una correlacion positiva entre transeccidn axonal v el
grado de inflamacidn en las lesiones desmielinizadas de la sustancia blanca.
Ademas, observaron la presencia de bulbos axonales en pacientes con una
duracién muy corta de la enfermedad, lo que demuestra que el dafio axonal

comienza en etapas muytempranas de la EM (Trapp et al., 1998},

Figura 2. Figura extraida de la publicacién Trapp vy Nave (2008} que muestra
cdmo se desarrolla la transeccidn axonal durante la inflamacion aguda. aj)
Imagen extraida de la publicacion Trapp et af. (1998} de una lesidn aguda activa
(mielina en rojo, axones en verde}. Se observan tres axones parcialmente
desmielinizados (puntas de flecha) y un bulbo axonal (flecha}. b) Esquema de la
respuesta axonal durante la transeccion: axdén mielinizado (1}, ceélulas inmunes
gue desmielinizan el axdn (2}, axdn transectado durante la desmielinizacién (3}.
La parte distal degenera rapidamente mientras que la parte conectada al soma
sobrevive.
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2.1.2. Mecanismos de dafio y degeneracion axonal agudos en

lesiones activas.

Dado que la frecuencia de axones transectados en lesiones agudas se
correlaciona positivamente con el grado de inflamacién (Ferguson et af., 1997;
Trapp et al., 1998) parece ser que el dafio axonal en estadios tempranos de la
enfermedad ocurre como consecuencia de la vulnerabilidad de los axones a la
inflamacion. Un microambiente inflamatorio contiene una amplia variedad de
sustancias que pueden dafar a los axones, como enzimas proteoliticas,
citoquinas, sustancias oxidativas y radicales libres producidos por células
inmunes y gliales activadas (Hohlfeld 1997; Nave y Trapp 2008). La enzima
oxido nitrico sintasa inducible (iNOS), una de |a principales enzimas implicadas
en la sintesis de éxido nitrico (NO), estd sobre-expresada en lesiones
inflamatorias agudas de EM (B& et al., 1994; Liu et af., 2001; Smith y Lassmann,
2002). Niveles elevados de NO afectan a la supervivencia axonal modificando la
accién de canales idnicos, transportadores y enzimas glicoliticas (McDonald y
Moss, 1993; Renganathan et al., 2002; Muriel et af., 2003). EI NO y su derivado,
el peroxinitrito, también inhiben la respiracién mitocondrial {Brown vy
Borutaite, 2002) limitando la capacidad de las mitocondrias axonales para

generar ATP.
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2.2. Mecanismos de degeneracion de axones crénicamente
desmielinizados.

2.2.1. Mecanismos de compensacion del dafio agudo.

A pesar de la pérdida axonal que se produce en etapas iniciales de la
enfermedad, no aparecen grandes deficiencias asociadas en los pacientes
durante los primeros estadios de EMRR. Esto se debe a la plasticidad del SNC
que es capaz de activar numerosos mecanismos compensatorios de la pérdida

y disfuncién neuronal, tales como:

- La activacion de dreas corticales que compensan la pérdida funcional
causada por las lesiones {Reddy et al., 2000; Rocca et al., 2005; Buckle
et al., 2005; Pantano et al., 2006).

- Neurogénesis en lesiones crénicas (Chang et gl., 2008).

- Remielinizacion {(Franklin y Ffrench-Constant, 2008).

- Redistribucién de canales de sodio en los axones desmielinizados
(Waxman, 2006; Smith, 2007).

- Expresion de factores neurotréficos por células inmunes y por células
del SNC (Stadelmann et al., 2002; Martino, 2004; Villoslada y Genain,
2004; Nave y Trapp, 2008; Nave, 2010).

Sin embargo, la mayor parte de los pacientes con EMRR sufren un
declive neurolégico progresivo hacia EMSP en ausencia de tratamiento. Esta
transicién ocurre cuando se llega a un punto en el que el SNC no puede
compensar la progresiva pérdida axonal y neuronal. Anélisis postmortem de
lesiones crénicas inactivas han revelado una extensa degeneracién de axones
cronicamente desmielinizados (Kornek et al., 2000) y otros estudios estiman la
pérdida axonal en médula espinal y corpus callosum en torno al 70% (Ganter et

al., 1999; Lovas et af., 2000; Bjartmar et gl., 2000).
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En etapas mas tardias de la enfermedad esta degeneracidn se produce
en ausencia de inflamacién, por lo que los mecanismos subyacentes deben ser
distintos a los implicados en la degeneracién axonal durante la inflamacién

aguda.
2.2.2. Mecanismos de degeneracion axonal crénica.

La degeneracion de axones cronicamente desmielinizados se postula
como consecuencia de un desequilibrio entre una excesiva demanda
energética y un escaso suministro. En axones normalmente mielinizados, los
canales de sodio (Na®) se concentran en los nodos de Ranvier, permitiendo la
conduccién saltatoria del impulso nervioso. Cuando el Na® entra en el
axoplasma de los nodos, la bomba sodio-potasio ATPasa (Na'/K® ATPasa) lo
intercambia rapidamente por K extracelular, consumiendo una gran cantidad
del ATP del SNC (Ames, 2000). Este intercambio idnico completamente
dependiente del ATP disponible es necesario para mantener la polarizacidn

axonal y la repetitiva transmision de potenciales de accién.

En los axones cronicamente desmielinizados, los canales de sodio se
redistribuyen a lo largo de los mismos para intentar reestablecer la transmisién
del impulso nervioso {(Waxman, 2006). Esto implica un aumento considerable
del consumo de ATP por parte de la bomba Na'/K™ ATPasa para extraer el Na*
durante la repolarizaciéon del axolema. Llega un momento en el que la
demanda energética excede la capacidad de las mitocondrias axonales para
producir ATP, impidiendo el correcto funcionamiento de la bomba Na'/K
ATPasa. Esto provoca el incremento de la concentracidn intra-axonal de Na’,
que a su vez revierte el funcionamiento del intercambiador de Na'/Ca*" (que
actla sin consumir ATP) que comienza a extraer el exceso de Na~ intra-axonal

por Ca® extracelular {(Stys et al., 1992; Li et al., 2000). De esta forma, el Ca*”" se
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acumula en el axoplasma y se inicia un ciclo vicioso de activacién de enzimas
degradativas, disfuncidn mitocondrial, reducida produccion de ATP,
paralizacion del transporte axonal y un aumento todavia mayor de la
concentracion de Ca®* intra-axonal, con una consecuente activacién de
calpainas que activan procesos de apoptosis, autofagia y probablemente de

dafio axonal.
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3. Funcién mitocondrial en el sistema nervieso central.

3.1. La importancia de las mitocondrias en el SNC.

La mitocondria es un organulo citoplasmatico cuya principal funcién
consiste en llevar a cabo la respiracién aerobia y la sintesis de ATP. Estd
constituida por una doble membrana y dividida en dos compartimentos: la
matriz y el espacio intermembrana. La membrana mitocondrial externa
contiene porinas que permiten la libre difusién de moléculas de hasta 5000 Da,
y translocasas para el transporte de moléculas mayores. La membrana
mitocondrial interna se invagina en la matriz formando las crestas
mitocondriales. Contiene diversas proteinas incluyendo Ila cadena
transportadora de electrones, la ATP sintasa, translocasas y el poro de
permeabilidad transitora (PTP). Los electrones derivados de la oxidacidén de
diversos sustratos son transportados a través de la cadena transportadora de
electrones {complejos | al IV, junto con la coenzima Q10 y el citocromo C), al
mismo tiempo que los protones son bombeados al espacio intermembrana a
través de los complejos I, 1ll y IV. Este proceso redox genera un potencial de
membrana que es utilizado por el complejo V o ATP sintasa para la sintesis de
ATP. Ambos procesos juntos, el transporte de electrones y la sintesis de ATP,

reciben el nombre de fosforilacién oxidativa (OXPHOS).

La fosforilacion oxidativa produce aproximadamente 15 veces mas ATP
desde la glucosa que la via glucolitica. Por tanto, las células con una gran
demanda metabdlica como el tejido muscular, el higado o el cerebro, son
particularmente dependientes de la funcidon mitocondrial. El cerebro humano
consume en reposo un 20% de la energia metabdlica corporal, constituyendo
tan sélo un 2% de la masa corporal total (Silver y Erecinska, 1998). Las
mitocondrias producen el 95% del ATP utilizado por el cerebro (Erecinska y

Silver, 1994). La generacion, procesamiento y transmision de los impulsos
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nerviosos dependen de los gradientes idnicos de Na*, K* y Ca® a través de la
membrana plasmatica. De hecho, entre un 50% y un 60% del ATP cerebral se
utiliza en mantener estos gradientes, especialmente a través de las bombas de
Na'/K™ (Erecinska y Silver, 1994). Dentro de las neuronas, las mitocondrias se
distribuyen a las regiones con una alta demanda energética como las sinapsis o
los nodos de Ranvier (Berthold et af., 1993; Rowland et af., 2000; Bristow et al.,

2002).

Las mitocondrias son cruciales para la supervivencia de las células, no
sélo por ser las principales generadoras de energia celular, sino también
porque intervienen en la homeostasis idnica celular y en la regulacién de la
apoptosis. Juegan un importante papel en la regulacién de la homeostasis del
calcio intracelular (Werth y Thayer, 1994; Jouaville et af., 1995; Budd y Nicholls,
1996; Babcock et al., 1997). El calcio regula quinasas, fosfatasas, factores de
transcripcidon, canales idnicos y sirve como mensajero intracelular para
excitabilidad, exocitosis, trafico de vesiculas, proliferacién celular, metabolismo
y apoptosis (Carafoli et al., 2001). Ademas, deshidrogenasas sensibles al Ca**
pueden regular la fosforilacion oxidativa y la sintesis de ATP en momentos de
alta demanda energética (McCormack y Denton, 1980). Las mitocondrias
regulan la concentracion del calcio intracelular en asociacion con el reticulo
endoplasmatico y la membrana plasmatica (Saris y Carafoli, 2005). A partir de
una concentracion intracelular de calcio entre 400-500 nM, las mitocondrias
son capaces de almacenarlo de forma electroquimicamente favorable, gracias a
su potencial de membrana negativamente cargado y unas bajas
concentraciones de calcio en la matriz, introduciéndolo a través del
transportador de Ca™. Este almacenamiento es reversible, va que el calcio

v - . v 2 . .
puede volver al citosol a través del intercambiador Na™/Ca“" mitocondrial
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(Crompton et al, 1978), prolongando la elevaciéon de la concentracién

intracelular de calcio.

3.2. El ciclo vital de las mitocondrias neuronales.

Las mitocondrias neuronales tienen un tiempo de vida limitado {unos
24-30 dias en ratas) pero su numero y funcion se preservan a lo largo de la vida
de una neurona sana (Chang y Reynolds, 2006). Esto implica varios procesos: la
destruccion de mitocondrias dafiadas no funcionales {mitofagia), la generacién
de nuevas mitocondrias (biogénesis) y procesos de fusion-fision entre las
mitocondrias ya existentes {dindmica mitocondrial). La coordinacién entre
todos estos procesos recibe el nombre de “control de calidad mitocondrial”

(Fischer et al., 2012).

Las mitocondrias dafiadas, no funcionales y productoras de especies
reactivas de oxigeno (ROS), son eliminadas mediante un tipo selectivo de
autofagia denominado mitofagia. Consiste en la envoltura de la mitocondria
dafiada mediante un autofagosoma que posteriormente se fusiona a un
lisosoma para la degradacidn proteolitica de la mitocondria. Normalmente los
lisosomas se encuentran en el soma neuronal, por lo que la mitofagia requiere
transporte retrogrado de las mitocondrias dafiadas hacia el soma (Miller y
Sheetz, 2004). Las principales proteinas implicadas en el proceso son PINK1
{una serin/treonin quinasa) y Parkin (E3 ubiquitin ligasa) (Narendra et al,
2008). En mitocondrias sanas, PINK1 se transporta preferentemente hacia la
membrana interna mitocondrial donde es secuestrada por PARL, vy
posteriormente degradada. Cuando una mitocondria estd dafiada, se disipa su
potencial de membrana, lo que provoca que PINK1 se acumule en la membrana

mitocondrial externa impidiendo su degradacion a través de PARL {Jin et af,,
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2010) y reclutando a Parkin hacia la mitocondria (Vives-Bauza et al., 2010).
Parkin poli-ubiquitina proteinas de la membrana mitocondrial externa como las
mitofusinas 1 y 2 (Mfnl y Mfn2) (Gegg et al., 2010) que posteriormente son
degradadas por la ATPasa p97 y el proteasoma (Tanaka et af., 2010). lLa
inhibicién del proceso de fision mitocondrial mediado por Drpl paraliza la
mitofagia (Tanaka et gl., 2010), demostrando que los procesos implicados en la
dindmica mitocondrial (fusion y fision) estan intimamente relacionados con la

mitofagia.

La biogénesis de nuevas mitocondrias tiene lugar en el soma neuronal,
cerca de la maquinaria de transcripcion y traduccién del ADN nuclear {Davis y
Clayton, 1996), por lo que la maquinaria de transporte axonal anterégrado esta
involucrada en la correcta localizacidon de las nuevas mitocondrias tras su
formacién. Uno de los principales reguladores de la biogénesis mitocondrial es
el factor de transcripcion PGCla (Austin y St-Pierre, 2012), ademas de regular
también otros procesos metabdlicos como la gluconeogénesis {Handschin y
Spiegelman, 2006) vy regular la expresidn de numerosas -enzimas

neutralizadoras de especies reactivas de oxigeno {Austin y St-Pierre, 2012).

3.3. Dinamica mitocondrial: procesos de fusion y fision.

Los procesos de fusién y fision mitocondrial controlan la longitud,
tamafio, forma y ndamero de las mitocondrias, y también el correcto
funcionamiento de las mismas. Normalmente, existe un balance entre ambos

procesos que esta regulado por diversas proteinas.

La fusién mitocondrial depende fundamentalmente de tres proteinas.

Dos de ellas son las mitofusinas 1y 2 (Mfn1 y Mfn2), GTPasas localizadas en la
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membrana externa mitocondrial (Chen et al., 2003). La delecién de una o
ambas provoca la fragmentacién de las mitocondrias celulares (Koshiba et dl,,
2004). Las mitofusinas forman complejos homo-oligoméricos o hetero-
oligoméricos en trans entre mitocondrias adyacentes para fusionarlas. La
tercera proteina requerida para la fusion es OPA1 (Cipolat et al., 2004). Se
localiza en el espacio intermembrana, anclada a la membrana mitocondrial
interna y es esencial para la organizacion y la fusién de las membranas internas

(Olichon et al., 2002; Satoh et gl., 2003).

La proteina OPAL1 tiene otra funcién importante, regular la estructura
de las crestas mitocondriales. Se pueden distinguir tres zonas dentro de la
membrana mitocondrial interna (figura 3c): la membrana de las crestas (CM), la
membrana préxima a la membrana mitocondrial externa (IBM) y la zona de
unién entre las dos (CJ). Esta distincidon no sélo es morfoldgica, sino también
funcional {Vogel et gl., 2006). Las zonas de la membrana interna que estdn mas
proximas a la membrana externa (IBM) contienen proteinas traslocadoras,
como el complejo TIM23, para el transporte de otras proteinas. Las zonas de
unidn (CJ) son como cuellos estrechos, y estan implicados en la liberacidén de
determinadas proteinas del espacio intermembrana (IMS) durante la apoptosis,
como el citocromo C {Scorrano et al., 2002). Y la membrana de las crestas (CM)
contiene todos los complejos mitocondriales implicados en la fosforilacion

oxidativa.

La estructura de las membranas mitocondriales estd ligada al estado
metabdlico de la mitocondria (figura 3c). Mitocondrias purificadas colocadas en
condiciones de baja concentraciéon de ADP, tienen respiracidn limitada y una
morfologia “ortodoxa” caracterizada por crestas estrechas y pequefias, y pocas
uniones por cada compartimento de crestas. Cuando esas mismas mitocondrias

se colocan en condiciones de alta concentracién de ADP y sustratos, tienen alta
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actividad respiratoria v una morfologia "condersada™ caracterizada por crestas
rmas largas yornuchas unionas por cada compartimento da crestas (Mannella,
2006}, Por tanto, |2 morfologia de la mambrana mitocondrial interna v de las
crestas mitocondriales estd  intimarmente  relacionada con el estado

bivenergdtico v respiratorio de lamitocondria.

Figura 3. Figura extraida del articulo Detrmer y Chan, 2007, Muestra distiritos
procesos de la dinamica mitocondrial. a) Procesos de fusion o fisidn
mitascondrial. bl Tramsporte mitocondrial. e) Dinamica de la membrana
mitocondrial interna.
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La fision mitocondrial requiere el reclutamiento de la proteina citosélica
DRP1, que se ancla sobre la mitocondria formando anillos y espirales que la
rodean y se estrechan. El reclutamiento de DRP1 a los sitios de fisién requiere
la accidn de las proteinas adaptadoras FIS1 y MFF. Ambas proteinas se
encuentran en la membrana mitocondrial externa formando distintos
complejos: MFF recluta DRP1 a la mitocondria, mientras que FIS1 modula el
ensamblaje del aparato de fision (Otera et al., 2010). Diversas modificaciones
postraduccionales (ubiquitinacion, sumoilacién y fosforilacién) regulan la

funcién de DRP1 y por tanto la fision mitocondrial.

El balance entre fusion y fisién mitocondrial contribuye al control de
calidad mitocondrial mencionado en el apartado anterior y tiene importantes
consecuencias morfolégicas y funcionales (Detmer y Chan, 2007). En primer
lugar, los procesos de la dindmica mitocondrial controlan la forma, el tamafio,
la longitud y el nimero de mitocondrias. En segundo lugar, estos procesos
permiten el intercambio de componentes mitocondriales como complejos de la
cadena respiratoria o ADN mitocondrial entre mitocondrias sanas y dafiadas, lo
gue mantiene una poblacidon funcional de mitocondrias en la célula. En tercer
lugar, la forma de las mitocondrias afecta a la posibilidad de transportarlas a
localizaciones subcelulares especificas, siendo este punto especialmente
importante en las neuronas ya que las mitocondrias deben ser transportadas a
través de largas distancias. Y por dltimo, la fision mitocondrial facilita la
apoptosis, ya que regula la liberacion al citosol de determinadas proteinas del

aspacio intermembrana (Youle y Karbowski, 2005).

31



3.4. Transporte axonal de mitocondrias.

Las mitocondrias neuronales son transportadas desde el soma neuronal
a lo largo de los microtubulos mediante proteinas motoras hacia zonas de alta
demanda energética o con necesidades de regulacién de calcio como los nodos
de Ranvier, ramas axonales, conos de crecimiento activos y las sinapsis (Morris
v Hollenbeck, 1993; Mutsaers y Carroll, 1998; Ruthel y Hollenbeck, 2003; Zhang
et al., 2010). Normalmente, las proteinas motoras kinesinas se encargan del
transporte anterdgrado de las mitocondrias y las dineinas se encargan del
transporte retréogrado. Sin embargo, las mitocondrias de forma individual, no
suelen moverse en una Unica direccién a lo largo de los axones. Suelen hacer
paradas de mayor o menor duracion y cambios de sentido. Esto indica que toda
la maquinaria de transporte (kinesinas, dineinas y la maquinaria de anclaje) se
encuentra unida a cada mitocondria. Ademas de las proteinas motoras,
también intervienen en el transporte axonal mitocondrial el citoesqueleto

axonal y proteinas adaptadoras.

3.4.1. Citoesqueleto axonal.

Dos componentes del citoesqueleto neuronal entran en juego dentro
del transporte mitocondrial: los microtibulos y los filamentos de actina. Cada
uno de ellos se encarga de un tipo de transporte diferente, sobre los
microttbulos se produce el transporte a largas distancias de los axones y sobre
los filamentos de actina el transporte de corta distancia de los terminales
sindpticos, espinas dendriticas y conos de crecimiento. Las proteinas motoras
encargadas del transporte sobre los filamentos de actina son las miosinas
(Langford, 2002), pero nos centraremos en describir la maquinaria encargada

del transporte axonal.
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Los microtdbulos axonales estdn organizados polarmente, los
terminales positivos estan dirigidos hacia la parte distal de los axones y los
terminales negativos estan dirigidos hacia el soma neuronal. Esta organizacion
resulta critica para el transporte dirigido de las mitocondrias, ya que las
proteinas motoras kinesinas se dirigen hacia los terminales positivos
{transporte anterogrado), mientras gque las proteinas motoras dinelnas se

dirigen hacia los terminales negativos {transporte retrégrado) {figura 4).

Figura 4. Transporte mitocondrial en neuronas. Figura extraida del articulo
Sheng vy Cail, 2012. a) Distintos dominios funcionales y estructurales de la
neurona. b) Movimiento mitocondrial axonal y acumulacion en un nodo de
Ranvier.
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3.4.2. Proteinas motoras.

Las proteinas motoras encargadas del transporte mitocondrial axonal
anterdgrado son las kinesinas ATP-dependientes. Desde que la kinesina-1 (KIF5)
fue descubierta, se han identificado al menos 45 genes humanos y murinos que
codifican kinesinas (Hirokawa y Takemura, 2004). Los mamiferos poseen dos
KIF5 especificas de las neuronas, KIF5A y KIF5C (Kanai et af., 2000). El terminal
amino de cada KIF5 contiene un dominio de unién a la proteina motora,
mientras que el terminal carboxilo se une a las proteinas adaptadoras que

cargan las mitocondrias a la proteina motora (Glater et af., 2006).

Las dineinas son las proteinas transportadoras encargadas del
transporte mitocondrial axonal retrégrado (Pilling et al, 2006). La
heterogeneidad en la familia de las dineinas es menor que la de la familia de las
kinesinas, por lo que las proteinas adaptadoras juegan un papel esencial en la

especificidad de |la carga a transportar.

Kinesinas y dineinas se coordinan durante los complicados patrones de
transporte de cada mitocondria. Se ha observado dque las proteinas
adaptadoras como dMiro en Drosophila, son fundamentales en la regulacion de
transporte anterdgrado-retrégrado de las mitocondrias axonales (Russo et dl.,

2009).
3.4.3. Proteinas adaptadoras.

Existen multiples proteinas que sirven de adaptadoras entre las
proteinas motoras y la carga, en este caso, las mitocondrias. El complejo mas
estudiado, sin duda, es el formado por dMiro y Milton en Drosophila para el
acoplamiento a KIF5. dMiro es una proteina de la membrana mitocondrial

externa que interacciona directamente con la proteina adaptadora Milton, la
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cual a su vez posee dos dominios de unién a Ca*, que permiten la regulacién
del transporte mitocondrial en respuesta a los niveles de calcio intracelular
(Fransson et al., 2003). Los homdlogos en mamiferos son Mirol y Miro2 para
dMiro, que forman complejos con los homdlogos de Milton, TRAK1 y TRAK2

(Fransson et al., 2003).

Se han identificado otras proteinas que también funcionan como
adaptadoras en el transporte mitocondrial axonal. Una de ellas, la sintabulina,
conecta KIF5 con vesiculas que contienen sintaxina y poseen un dominio
transmembrana carboxi-terminal que se une a las mitocondrias (Cai et al,
2005). Otra de ellas es FEZ1, necesaria para el transporte mitocondrial axonal

anterdgrado en neuronas del hipocampo (lkuta et af., 2007).
3.4.4. Proteinas de anclaje.

Las proteinas de anclaje permiten la correcta distribucién de las
mitocondrias axonales en respuesta a las necesidades energéticas. La proteina
especifica que se encarga de esta funcién en las neuronas es la sintafilina. Su
extremo carboxilo se une especificamente a las mitocondrias axonales,

anclandolas a los microtubulos y evitando su movimiento (Kang et af., 2008).
3.4.5. Regulacién del transporte mitocondrial axonal.

El ratio entre la poblacidn de mitocondrias maviles y la poblacion de
mitocondrias estacionarias es dindmico y responde fundamentalmente a dos
estimulos: la disponibilidad de ATP y los niveles de calcio intracelular. Una
disminucion local de ATP por la aplicacidon de glutamato reduce la velocidad
media de transporte mitocondrial (Mironov 2007), mientras que, una elevacién
de los niveles de ADP por un alto consumo de ATP recluta mitocondrias hacia

las sinapsis (Mironov 2009). Por otro lado, el grado de reduccién del transporte
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mitocondrial se correlaciona con la duracidon de una concentracion elevada de

calcio intracelular (Mironov 2006).

El mecanismo de regulacién del transporte mitocondrial axonal a través
de los niveles de calcio intracelular se ha elucidado gracias al estudio del
complejo formado por KIF5-Milton-Miro {Wang y Schwarz, 2009; Macaskill et
al., 2009). Se han propuesto dos modelos diferentes, pero en ambos Miro
actla como un sensor del calcio intracelular que paraliza el movimiento
mitocondrial. El primer modelo propone que en ausencia de calcio, el extremo
C-terminal de KIF5 se une a la mitocondria via Milton-Miro y su extremo N-
terminal se une a los microtdbulos. Sin embargo, cuando los niveles de calcio
aumentan, éste se une a Miro provocando un cambio conformacional en KIF5
cuyo extremo N-terminal pasa a unirse a Miro (Wang y Schwarz, 2009). El
segundo modelo propone que cuando los niveles de calcio aumentan y se
ocupan los dominios de unidn a calcio de Miro, se suelta la unién del extremo
C-terminal de KIF5 al complejo formado por Milton-Miro y la mitocondria

(Macaskill et al., 2009).

36



4. Implicaciones mitocondriales en la degeneracién axonal en la esclerosis

multiple.

En este capitulo se revisa cual es la implicacion concreta de las
mitocondrias axonales en los mecanismos de degeneracidén axonal de la
esclerosis multiple. Ya que en el capitulo 2 se ha hecho una distincién entre los
mecanismos que dirigen el dafio axonal agudo en las primeras etapas
inflamatorias de la enfermedad, y los mecanismos que subyacen a la
degeneracion de los axones cronicamente desmielinizados en ausencia de
inflamacion en etapas mas tardias de la enfermedad; dicha distincion se

mantendrd a lo largo del presente capitulo.

4.1. Implicaciones mitocondriales durante el dafc axonal agudo.

Como ya se ha dicho anteriormente, en las lesiones desmielinizadas
inflamatorias de la sustancia blanca en fases agudas de la enfermedad, el
alcance de la degeneracion axonal se correlaciona con la severidad de la
inflamacion (Trapp et al, 1998). En un subtipo de lesiones agudas,
denominadas lesiones de patrén lll o lesiones similares a hipoxia, se han
observado defectos funcionales de la cadena respiratoria mitocondrial,
concretamente del complejo IV, en axones, oligodendrocitos y astrocitos
(Mahad et gl., 2008). En otro estudio en el que utilizaban el modelo animal de
EM mas utilizado, la encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), se
detectd dafio mitocondrial agudo dentro de axones que posteriormente sufrian
degeneracion focal, como paso patoldgico previo a los cambios morfolégicos
axonales (Nikic et al., 2010). Las especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno
(ROS y RNS), generadas por microglia y macrofagos activados son los culpables

mas probables de este dafio axonal. De hecho, la eliminacidn de ROS revertia la
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patologia mitocondrial y rescataba a los axones de la degeneracion en el
modelo de EAE {Nikic et af., 2010). En un tercer estudio, observaron la nitracion
de proteinas mitocondriales en axones todavia sanos de ratones con EAE,

incluso antes de la infiltracidn de leucocitos (Qi et al., 2006).

Durante un ataque inflamatorio agudo, las células T activadas inician
una respuesta inflamatoria caracterizada por la produccidon de citoquinas
proinflamatorias como TNF-at e IFN-y. Estas citoquinas estimulan la expresidn
de iNOS en microglia y macréfagos, produciéndose gran cantidad de NO
(Bogdan, 2001). El complejo IV de la cadena transportadora de electrones
mitocondrial {o citocromo C oxidasa) posee un sitio de unidén de 0; (el aceptor
final de la cadena) y cataliza la oxidacién del citocromo C acoplada a la
reduccion del O, a H,0. Cuando el NO esta muy elevado, compite con el O, por
su posicién de unién en la citocromo C oxidasa, impidiendo la unién del mismo
v blogueando el flujo normal de electrones y la respiracion mitocondrial
(Cleeter et al., 1994). En consecuencia, se paraliza el bombeo de protones al

espacio intermembrana dificultando la sintesis de ATP.

Al mismo tiempo, la interrupcién de la cadena transportadora de
electrones provocada por la unién del NO al complejo IV incrementa la salida
de electrones del sistema, aumentando los niveles de superdxido, una especie
reactiva de oxigeno (Beckman y Koppenol, 1996). Normalmente, los niveles de
superoxido estan regulados por sistemas antioxidantes, que lo convierten en
perdxido de hidrogeno y posteriormente éste en agua y oxigeno. El superéxido
que escapa de esta regulacidn causa estrés oxidativo y puede combinarse con
el NO para formar un especie més toxica, el peroxinitrito, capaz de reaccionar e
inactivar lipidos, proteinas, ADN y carbohidratos (Beckman y Koppenol, 1996).
Ademds, el peroxinitrito tiene un efecto directo en las mitocondrias

provocando la peroxidacion de sus lipidos de membrana, dafiando los
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complejos de la cadena transportadora de electrones y el ADN mitocondrial y
provocando la apertura del poro de permeabilidad transitoria (PTP),
liberdndose citocromo C de la mitocondria, sefial iniciadora de la cascada

apoptotica.

Por daltimo, los bajos niveles de ATP inhiben el transporte axonal,
incluyendo el transporte de mitocondrias (Rintoul et al., 2006). A su vez, la
inflamacion a través de moléculas como TNF-a y el estrés oxidativo a través del
NO inhiben el transporte de mitocondrias y vesiculas sindpticas mediante la

activacion de la c-Jun N-terminal kinasa (JNK) (Stagi et al., 2006).

Por tanto, durante la inflamacidén aguda en las placas se producen un
conjunto de mecanismos que pueden producir alteracién de la funcidén y
biologia mitocondrial, déficit energético y dafio estructural y funcional de
macromoléculas por el estrés oxidativo que pueden conducir al dafio axonal
agudo. En toda esta cascada, la mitocondria estd en el centro. Por dicho
motivo, conocer como las mitocondrias axonales se ven afectadas por la
inflamaciéon aguda permitird conocer mejor los mecanismos implicados en la
transeccion axonal aguda e identificar dianas terapéuticas para reducir el dafio

axonal durante los brotes de EM {neuroproteccidn).

4.2. Implicaciones mitocondriales durante la degeneracién de axones

cronicamente desmielinizados.

Muchos axones sobreviven a la desmielinizacién durante el ataque
inflamatorio y se convierten en axones cronicamente desmielinizados. Ciertas
observaciones indican que las mitocondrias axonales desarrollan mecanismos

compensatorios a la falta prolongada de mielina. En axones desmielinizados de
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lesiones cronicas inactivas de pacientes de EM se observd un aumento de la
actividad del complejo IV mitocondrial y un aumento de la proteina de anclaje
sintafilina (Mahad et al., 2009). En otro estudio en el que utilizaban un modelo
in vitro de desmielinizacién {co-cultivos de neuronas de la raiz del ganglio
dorsal y células de Schwann tratados con lisolecitina) observaron que la
desmielinizacidon provocaba un aumento de la velocidad de las mitocondrias
mdviles, tanto anterdégradas como retrégradas (Kiryu-Seo et af., 2010). En
axones desmielinizados de lesiones crdanicas, se observd un incremento del

contenido mitocondrial axonal (Zambonin et af., 2011).

Sin embargo, los axones de las lesiones crénicas de pacientes con EM
van degenerando progresivamente. Como se menciond en el apartado 2.2, en
ausencia de mielina, se produce una redistribucidn de los canales de Na* para
mantener la transmisién del impulso nervioso lo que incrementa mucho la
demanda energética, creandose una situacidén de “hipoxia virtual” {Trapp vy
Stys, 2009). En un momento determinado, la demanda excede la capacidad de
las mitocondrias axonales para producir ATP, lo cual acaba provocando un
aumento de la concentracién de Ca® intra-axonal (explicado en el apartado
2.2.2.). Cuando la concentracién de Ca®* aumenta, las mitocondrias bombean
parte de este calcio al interior de su matriz (Gunter y Sheu, 2009), y los
prolongados niveles elevados de calcio intra-mitocondrial acaban provocando
la apertura del poro PTP, la ruptura de la membrana externa mitocondrial y la

salida de citocromo C al citosol desencadenando la cascada apoptética.

éPero qué ocurre exactamente para que las mitocondrias axonales se
vean sobrepasadas por la demanda energética axonal? Los axones acaban
siendo incapaces de mantener la respuesta mitocondrial a la desmielinizacién
como resultado de la incapacidad del soma neuronal para suministrar

mitocondrias sanas. Un andlisis postmortem por microarray de cértex motor
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no-mielinizado procedente de pacientes con EM, reveld una disminucion de la
expresion de 26 subunidades de la cadena respiratoria mitocondrial codificadas
en el ndcleo {(Dutta et al., 2006), que coincidia con una reduccion de la
actividad de los complejos |, 11l y IV. Las neuronas con respiracién deficiente se
encontraban en lesiones corticales y en sustancia gris de apariencia normal, y
presentaban niveles elevados de deleciones en el ADN mitocondrial {lo cual
también contribuye a la reducida actividad de los complejos mitocondriales ya

que varias subunidades estdn codificadas en el ADN mitocondrial).

La expresion de los genes que codifican la cadena respitaroria
mitocondrial estd regulada por varios factores de transcripcidn. Entre todos
ellos, uno de los mas importantes es PGCla (Scarpulla, 2008). En sustancia gris
de apariencia normal de pacientes con EMSP se observd un descenso
significativo de PGC1a, que se correlacionaba con la densidad neuronal local y
resultaba en una expresion reducida de antioxidantes mitocondriales (Witte et
al., 2013). Por tanto, la expresién reducida de PGCla en neuronas induce
disfuncion mitocondrial por el descenso de la expresién de proteinas
mitocondriales clave y aumenta la susceptibilidad mitocondrial al dafio

oxidativo.

Si a la incapacidad del soma neuronal para suministrar mitocondrias
sanas al axon, le sumamos el dafio sostenido durante el tiempo que sufren las
mitocondrias axonales durante los ataques inflamatorios agudos a la sustancia
blanca, el resultado final es que las mitocondrias axonales son incapaces de
producir el ATP necesario para mantener la integridad y funcionalidad de los

axones cronicamente desmielinizados.

Por tanto, en la fase progresiva de la EM se postula que los axones

cronicamente desmielinizados sufren el fallo de la funcién mitocondrial y por
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tanto déficit energético y mayor estrés oxidativo que podria conducir al dafio
axonal progresivo. De forma similar a la transeccion axonal aguda, conocer
estos mecanismos permitiria identificar dianas terapéuticas para la EM

progresiva.
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5. Implicaciones mitocondriales en otras enfermedades

neurodegenerativas.

Muchas enfermedades neurodegenerativas comparten ciertas
caracteristicas y mecanismos degenerativos como el estrés oxidativo o la
activacion microglial. Numerosos estudios apuntan a que un punto
convergente en todas ellas puede ser la disfuncién mitocondrial que produce

dafio axonal.

5.1. Mitocondrias y la enfermedad de Parkinson (EP).

Diversas observaciones sugieren que la disfuncién mitocondrial estd
implicada en la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas y en la
patogénesis de la EP. La substantia nigra de pacientes con EP muestra actividad
reducida del complejo | mitocondrial, e inhibidores de este complejo como la
rotenona, el MPTP o ciertos pesticidas causan cambios neurolédgicos similares a
los de la EP (Schapira, 2008). Mutaciones puntuales y deleciones se acumulan
en el ADN mitocondrial de neuronas en pacientes con EP (Kraytsberg et al,,
2006) y numerosos polimorfismos y haplotipos del ADN mitocondrial estan

asociados con el riesgo de padecer EP (Pyle et al., 2005).

Estudios recientes revelan que la proteina a-sinucleina contiene una
secuencia de unidn a las mitocondrias, asocidndose a su membrana interna e
interfiriendo en la funcién del complejo | mitocondrial (Chinta et af., 2012). En
ratones transgénicos la sobreexpresidon de a-sinucleina impide una correcta
funcién mitocondrial, aumenta el estrés oxidativo y aumenta la patologia de la

substantia nigra inducida por MPTP (Song et al., 2004).
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Por otro lado, muchos genes asociados con formas hereditarias de la
enfermedad codifican proteinas relacionadas con la funcién mitocondrial. Una
de ellas es la proteina Parkin, asociada a la membrana mitocondrial externa e
implicada en la prevencidn de la muerte celular por liberacidon de citocromo Cy
activacion de caspasas y en la mitofagia de mitocondrias dafiadas. La
deficiencia de Parkin causa estrés oxidativo y dafio mitocondrial, como se
demostré en leucocitos de pacientes con mutaciones en Parkin que mostraban
déficit de la actividad del complejo | (Miftloglu et al., 2004). Otra de estas
proteinas es PINK1, una kinasa mitocondrial también implicada en la mitofagia
y el control de la muerte celular. Deficiencias en PINK1 causan un descenso de
la actividad del complejo | y alteran la funcién sinaptica de neuronas en
Drosophila (Morais et al., 2009). PINK1 y Parkin actian sobre las mismas
funciones mitocondriales, probablemente regulando el balance entre fusion y

fision mitocondrial (Deng et al., 2008).

5.2. Mitocondrias y la enfermedad de Alzheimer (EA).

Numerosas evidencias sugieren que la disfuncién mitocondrial ligada al
estrés oxidativo tiene un papel importante en la patogénesis de la EA. En
cerebros de pacientes con EA y modelos de ratones transgénicos, la proteina 3-
amieloide (BA) interacciona con una proteina alcohol deshidrogenasa de la
matriz mitocondrial (ABAD), causando dafo oxidativo de las mitocondrias e
inhibicidn de la actividad de la cadena respiratoria {Manczak et al., 2006). La
proteina PA también interacciona con HtrA2/omi, una serin-proteasa
proapoptodtica liberada al citoplasma por las mitocondrias durante estimulacién
apoptotica (Lindholm et al., 2004) y reduce la actividad de la citocromo C

oxidasa en el cerebro y otros tejidos de pacientes (Casley et af., 2002). La
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reduccion de la energia celular debida a la inhibicion de los complejos | y IV
promueve la fosforilacién de Tau, sugiriendo que el dafio mitocondrial puede

estar implicado en la formacién de ovillos neurofibrilares (Melov et al., 2007).

Por otro lado, también se ha sugerido que BA puede modular proteinas
implicadas en los procesos de fusién y fisidon mitocondrial. En hipocampo de
pacientes con EA se han observado niveles reducidos de Drpl, OPA1, Mfni,
Mfn2 y niveles elevados de FIS1, sugiriendo una alteracién de la dindamica
mitocondrial en favor de la fisidn. Ademads, en neuronas de hipocampo gue
sobreexpresan APP, las mitocondrias se acumulan en el drea perinuclear,
sugiriendo que BA puede impedir el transporte mitocondrial contribuyendo a la

disfuncién sindptica (Wang et al., 2009).

5.3. Mitocondrias y la enfermedad de Huntington (EH).

La enfermedad de Huntington es una enfermedad autosdmica
dominante causada por la expansion de la repeticion del trinucledtido CAG en
el gen de la huntingtina (HTT). Repeticiones mayores de 40 estdn asociadas con
el comienzo de la enfermedad. La HTT mutante puede causar disfuncion
mitocondrial por una interaccién directa con el organulo, modulando su
respiracion, su potencial de membrana y su capacidad de almacenar calcio
(Bossy-Wetzel et al., 2008). La actividad respiratoria de la cadena mitocondrial,
concretamente la del complejo Il, esta reducida en cerebros con EH (Kwong et
al., 2006). El inhibidor del complejo I, acido 3-nitropropidnico, induce
degeneracion estriatal y desérdenes del movimiento parecidos a los de la
enfermedad de Huntington en roedores y primates (Bossy-Wetzel et al., 2008),
mientras que la sobreexpresion de subunidades del complejo Il restaura la

actividad del complejo y reduce la muerte celular en neuronas estriatales que
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expresan la HTT mutante (Reddy et al., 2009). La HTT se asocia con la
membrana mitocondrial externa y la HTT mutante incrementa la sensibilidad
mitocondrial a la permeabilizacion mediada por calcio y la liberacién de

citocromo C (Lin y Beal, 2006).

Estudios recientes sugieren que alteraciones en la dinamica
mitocondrial pueden estar implicadas en |la patogénesis de la EH. La HTT regula
los complejos de la fusién y fision mitocondrial y la HTT mutante puede alterar
el ensamblaje y la funcién de estos complejos, lo que causaria un fallo

energético y la posterior muerte celular {(Bossy-Wetzel et al., 2008).

5.4. Mitocondrias en la Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA).

Aproximadamente un 10% de los casos de ELA tipo 1 son hereditarios y
alrededor del 20% de las formas mendelianas estan causadas por mutaciones
en el gen de la superdxido dismutasa tipo 1 (SOD1) (Rosen et alf, 1993).
Muestras postmortem y procedentes de biopsias de pacientes con ELA
muestran disminucidén de la actividad de los complejos de la cadena
respiratoria mitocondrial; y la sobreexpresion de SOD1 mutante en ratones
transgénicos causa disfuncion de la cadena mitocondrial, una capacidad
disminuida de almacenamiento de calcio por parte de las mitocondrias y una
producciéon aberrante de ROS (Lin y Beal, 2006). Varios estudios han
demostrado que SOD1 y su forma mutante se localizan en mitocondrias en los
tejidos afectados (Vijayvergiya et af., 2005). Agregados de SOD1 en la
membrana mitocondrial externa bloquean la importacion de proteinas vy
promueven la produccidn aberrante de ROS con el consecuente dafio oxidativo
a las proteinas y los lipidos mitocondriales (Mattiazzi et af., 2002). Estos

agregados pueden contribuir a la muerte celular por apoptosis mediante la
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liberacion de citocromo C (Takeuchi et al., 2002} y el secuestro de la proteina

anti-apoptodtica Bel-2 {Pasinelli et al., 2004).
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IV. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Hipotesis

La Esclerosis Multiple afecta preferentemente a la conectividad cerebral
lesionando los axones de forma irreversible, siendo esta lesién la principal
causa de la discapacidad permanente de los pacientes. El dafio axonal se
produce de forma aguda debido a la cascada inflamatoria y de forma crénica
(degenerativa) debido a la falta de soporte trofico de la mielina, un
microambiente alterado (glidtico) y persistencia de inflamacidon crénica
(activacion microglial). Los axones son dafiados en la fase aguda por el estrés
oxidativo y energético y mecanismos de citotoxicidad, produciéndose un fallo
del transporte axonal y un fallo de la funciédn mitocondrial. Todos estos
procesos culminan en el déficit energético, que pone en marcha mecanismos
activos de transeccién axonal que llevan a la lesion axonal aguda. Los
mecanismos de dafio axonal crénico serian en parte similares a los agudos
(déficit energético) extendidos en el tiempo, junto con el fallo de soporte
tréfico de la mielina, la modificacidn de la funcion y distribucidn de los canales

idnicos y la consecuente alteracién del microambiente.

Identificar los mecanismos y la dindmica del dafio axonal agudo y
cronico en la EM permitird identificar dianas terapéuticas para las que se
desarrollarian nuevas terapias neuroprotectoras que disminurian el dafio

axonal en la EM y por tanto las secuelas.

Objetivos
Objetivo general

El objetivo del proyecto es analizar distintos aspectos de la biologia

mitocondrial y de su funcién respiratoria y energética relacionados con la
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degeneracion axonal en un entorno neuroinflamatorio. Para conseguirlo se ha
utilizado un modelo de neuroinflamacion in vitro consistente en cultivos
organotipicos de cerebelo de ratéon estimulados con lipopolisacérido bacteriano
(LPS) y los cambios se han evaluado mediante técnicas de microscopia

avanzada y biologia molecular.

A lo largo del estudio de |la biologia mitocondrial también se ha utilizado
un estimulo causante de estrés oxidativo, el peréxido de hidrégeno (H:03),
proceso que forma parte de la neuroinflamacién y afecta directamente a la

funcién de los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial.
Objetivos especificos

1. Caracterizacion del dafio axonal en el modelo de neuroinflamacion in
vitro que se va a utilizar para el estudio de la biologia mitocondrial
(estado de la mielina, cuantificacién de citoquinas proinflamatorias y de
especies reactivas de oxigeno, y dafio axonal).

2. Anélisis de los cambios morfolégicos (forma, tamafio y nimero de
crestas) de las mitocondrias axonales durante la neuroinflamacién y el
estrés oxidativo.

3. Estudio del transporte mitocondrial axonal durante la neuroinflamacién
y el estrés oxidativo.

4. Cuantificacion de la densidad mitocondrial intra-axonal en ambas
situaciones.

5. Andlisis de la funcién respiratoria de los complejos de la cadena
respiratoria mitocondrial en presencia de inflamacion y estrés oxidativo.

6. Cuantificacidon de los cambios en la producciéon de ATP en el tejido en

respuesta a la neuroinflamacién y al estrés oxidativo.
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V. MATERIAL Y METODOS
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1. Preparacion de los cultivos organotipicos de cerebelo de raton.

Los cerebelos extraidos de ratones C57BL/6J (Harlan Laboratories o
Janvier Labs) de 7 dias de edad se cortaron siguiendo el plano sagital mediante
el cortador de tejido Mecllwain Tissue Chopper (Mickle Laboratory)
obteniéndose cortes de 300um. Estos cortes se colocaron sobre filtros de
0’4um (Cell Culture Inserts, Millipore) los cuales a su vez se introducen en
placas de 6 pocillos {(Nunc) con 1ml de medio de cultivo (50% BME, 25% HBSS,
25% HS, 5 mg/ml glucosa, 0'25mM L-glutamina, 25 pg/ml penicilina-
estreptomicina, 1x antimicotico). Los cultivos organotipicos se incubaron a
372°C, 5% CO, y el medio se renovd cada 2-3 dias a lo largo del procedimiento.
En todos los experimentos antes de comenzar los estudios, los cortes de
cerebelo se mantuvieron 7 dias en cultivo para reducir la activacidén microglial y

permitir la mielinizacion de los axones.

Las estimulaciones se realizaron tras el periodo de estabilizacidn
afadiendo lipopolisacarido de E.Coli {LPS, Sigma-Aldrich) a una concentracion
final de 15 pg/ml o perdxido de hidréogeno (H,0,, Sigma-Aldrich) a una
concentracion final de 500 uM, durante 1, 3, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 horas. Todas
las muestras, incluyendo los controles negativos no estimulados, se recogieron
tras 11 dias in vitro (DIV), excepto en los experimentos en los que los estimulos

se mantuvieron soélo durante 24 horas que se recogieron tras 8 DIV.

55



2. Inmunofluorescencias y microscopia confocal.

Tras las correspondientes estimulaciones, los cultivos se fijaron durante
40 minutos con 4% paraformaldehido en 0’1M PB, y se despegaron del filtro
con un pincel. Si no se continha de forma inmediata con la
inmunofluorescencia, las secciones pueden almacenarse en PBS 1x a -209C.
Para bloquear la unién de sitios inespecificos los cortes se incubaron durante
1h a temperatura ambiente en una solucién de blogqueo que contiene 0'5%
Tritdn (Sigma-Aldrich) y 10% de suero (correspondiente a la especie en que se
haya obtenido el anticuerpo secundario que se vaya a utilizar) en PBS 1x. La
incubacidn con el anticuerpo primario adecuado diluido en solucion de blogueo
(Tabla 1) se realizé durante la noche a 42C. Al dia siguiente, se realizaron 3
lavados de 10 minutos con 0’1% Tritédn en PBS 1x y la incubacion con el
anticuerpo secundario diluido en solucion de bloqueo (Tabla 1) durante 2h a
temperatura ambiente. Finalmente, tras 3 lavados con 0°1% Tritén en PBS 1x y
un lavado en PBS 1x (de 10 minutos cada uno), los cortes se montaron
utilizando Vectashield mounting medium con DAPI {Vector Laboratories). Las
imagenes fueron capturadas mediante un microscopio confocal invertido SP5
(Leica Microsystems). Para el andlisis de las imagenes obtenidas se utilizé el

software libre Imagel.
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Tabla 1. Relacidén de anticuerpos primarios y secundarios utilizados para las
inmunofluorescencias.

Anticuerpo

primario

Monoclonal rat
anti-MBP (AbD
serotec)

Monoclonal
rabbit anti-NF-L,
(Cell Signaling)

Polyclonal
rabbhit anti-lbal
(Wako)

Purified mouse
anti-iNOS (BD
Bioscience)

Polyclonal
rabbit anti-NF-H
(Abcam)
Monoclonal
mouse anti-NF-
H non-
phosphorylated
(SMI32)
(Covance)

Dilucién
primario
1:200

1:200

1:400

1:200

1:200

1:200

Suero (solucién
de bloqueo)

Goat Serum

(Vector

Laboratories)

Goat Serum

Goat Serum

Goat Serum

Goat Serum

Goat Serum

Anticuerpo

secundario
Goat anti-rat
lgG Alexa Fluor
488 (Molecular
Probes)
Goat anti-
rabbit 1gG Cy3-
linked (GE
Healthcare)
Goat anti-
rabbit 1gG Cy3-
linked
Goat anti-
mouse lgG
Cy2-linked (GE
Healthcare)
Goat anti-
rabbit 1gG Cy3-
linked
Goat anti-
mouse 1gG
Cy2-linked

Dilucién
secundario

1:500

1:500

1:500

1:500

1:500

1:500
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3. Waestern Blots.

Se utilizaron dos protocolos distintos para la deteccién de cuatro
proteinas. El primer protocolo se utilizé para la deteccion de CNPase e iNOS y el
segundo para la deteccion de los complejos mitocondriales Il {SUO) y IV {COX
IV). En ambos casos, se colocaron cuatro cortes de cerebelo por cada pocillo y
tras las correspondientes estimulaciones se recogieron en 100ul de RIPA buffer
(Sigma) al que previamente se le afiadié un cocktail de inhibidores de proteasas
(Sigma). Posteriormente, las muestras se homogeneizaron mediante un
sonicador para Eppendorfs, se centrifugaron durante 5 minutos a 12000 rpm y
49C, y se recolectaron los sobrenadantes. Para cuantificar la cantidad de

proteinas totales se utilizé el método de Bradford (Sigma) (Bradford, 1976).

Para la deteccién de las proteinas CNPase e iNOS se cargaron 10 g de
proteina total y se separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
con SDS. Se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa, la cual se blogqued
durante 1 hora a temperatura ambiente con TBS + 0,05% Tween + 3% BSA. Los
anticuerpos primarios se diluyeron en buffer de blogqueo: mouse anti-CNPasa
1:500 (Abcam), mouse anti-iNOS 1:200 (BD Bioscience}; y se incubaron durante
la noche a 42C. Para la deteccion final, se utilizd el anticuerpo HRP-conjugated
anti-mouse 1gG (Cell Signaling) a una dilucién 1:2000 en buffer de bloqueo
durante 1 hora a temperatura ambiente. El control de carga de las proteinas y

la normalizacion de los resultados se realizdo mediante la tincion Ponceau S.

Para la deteccidn de las proteinas SUO y COX IV se cargaron 40 pg de
proteina total en geles comerciales 4-12% Criterion XT Bis-Tris (Bio-Rad) y para
la electroforesis se utilizé el buffer MES (Bio-Rad) adecuado para la separacidn
de proteinas de bajo peso molecular. La transferencia se realizé a membranas

de PVDF (GE Healthcare) previamente activadas con 100% metanol durante 1
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minuto. Las membranas se bloquearon durante 1 hora a temperatura ambiente
con TBS + 0,05% Tween + 5% leche en polvo. Los anticuerpos primarios diluidos
en la solucién de bloqueo se incubaron durante la noche a 42C {mouse anti-
SUQ, 1:1000, Molecular Probes; mouse anti-COX IV, 1:1000, Molecular Probes).
Al dia siguiente, tras varios lavados con TBS-Tween 0,05%, las membranas se
incubaron con el anticuerpo secundario HRP-conjugated anti-mouse IgG (GE
Healthcare) diluido en la solucién de blogqueo (1:10000) durante 1 hora a
temperatura ambiente. Para el control de carga de las proteinas y la
normalizacion de los resultados, tras un paso de stripping y un nuevo bloqueo,
las membranas se incubaron con un anticuerpo HRP-conjugated anti-BActin
(Sigma) diluido en solucion de bloqueo 1:25000, durante 20 minutos a

temperatura ambiente.
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4. Medida de especies reactivas de oxigeno.

Una hora antes de finalizar las estimulaciones con LPS se afadio al
medio de cultivo el reactivo CM-H,DCFDA (Molecular Probes) a una
concentracién final 50puM (cada vial se reconstituyd con DMSO a una
concentracion stock 5mM). La incubacién de 1h se realizé a 372C, 5% CO;. Tras
un lavado con PBS 1x para retirar el exceso de reactivo no incorporado por las
células, los cortes se recogieron en una placa de 96 pocillos negra (Nunc)
cortando el filtro alrededor de los mismos con un bisturi y dicha placa se leyd
inmediatamente en el espectrofluorimetro (FLx800, BioTek Instruments)

{Aexcitacion = 485nm, Aemisidn = 528nm).
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5. Maedida de citoquinas proinflamatorias.

Tras las correspondientes estimulaciones, durante distintos periodos de
tiempo, se recogid el medio de cultivo para cuantificar la cantidad de
citoquinas proinflamatorias secretadas (IL-18, TNF-a, IL-6). Para ello, se
utilizaron kits comerciales de ELISA {eBioscience) y se siguieron los protocolos
establecidos por el fabricante. Finalmente, las placas se leyeron en el

espectrofotémetro (FLx800, BioTek Instruments) a 450nm.
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6. Ensayos de supervivencia celular (MTT).

Para comprobar la supervivencia de los cultivos organotipicos se utilizd
el reactivo bromuro de 3-{(4,5-dimetiltiazol-2-yl})-2,5-difeniltetrazolio {(MTT,
Sigma) que disuelto en agua da lugar a una disolucién amarillenta. Las
deshidrogenasas mitocondriales de las células vivas convierten la solucién
amarillenta de MTT en un precipitado de color azul (MTT-formazan) que puede
cuantificarse por colorimetria mediante un espectrofotémetro a una longitud

de onda de 570nm.

Al final de las correspondientes estimulaciones, se afiadié el MTT a una
concentracion final de 0,5 mg/ml y se incubaron los cultivos 3 horas a 37°C.
Posteriormente, se recogio el tejido de cada pocillo en 200 pl de 0,1M HCl en 2-
Propanol y se incubaron 25 minutos a temperatura ambiente. La solucién acida
disuelve el tejido y permite que el precipitado azul pase del tejido a la
disolucién. Tras una centrifugacidn de 3 minutos a velocidad maxima, se
leyeron los sobrenadantes en una placa de 96 pocillos (Nunc) a 570nm. Como
control positivo de muerte celular se incubaron cultivos organotipicos de

cerebelo de raton con sulfato de cobre (CuSQ,4) 150 uM durante 24 horas.
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7. Microscopia electronica de transmision para el estudio de la morfologia

mitocondrial.

Para estudiar la morfologia de las mitocondrias axonales, se fijaron y
trataron cultivos organotipicos para microscopia electrénica de transmision.
Los cortes se fijaron en 2% paraformaldehido y 2'5% glutaraldehido en PB 0'1M
durante 24h a 42C. Tras un lavado de 12h con PB 0’1M (varios cambios de
buffer), se realizé una postfijacién con 2% tetrdxido de osmio en PB 0'1M
durante 1h a 49C. Posteriormente, se procedid a la deshidratacidn del tejido
mediante disoluciones de metanol de concentraciones crecientes y a su
inclusiébn en resina Epon mediante una técnica de inclusién plana para
conseguir cortes longitudinales de los axones, siguiendo el plano sagital de
corte del cultivo organotipico. Se seleccionaron Unicamente dreas de sustancia
blanca para la ultramicrotomia (Figura 5). Finalmente, las secciones se
contrastaron mediante acetato de uranilo y citrato de plomo. Las muestras
fueron observadas mediante un microscopio electrénico de transmisién Jeol
1010 e imagenes de mitocondrias axonales fueron adquiridas con una camara
Megaview lll incorporada al microscopio. Las imagenes obtenidas se analizaron

mediante el software libre ImageJ.
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Flgura 5 Imagen de un cultiva mrganutlpim mcImdU en un blcque ::Ie resina y
de la zona de sustancia blanca seleccionada para la obtencién de cortes
ultrafinos.




8. Obtencion de las particulas lentivirales.

Para estudiar la motilidad mitocondrial en los axones de los cultivos
organotipicos de cerebelo, se microinyectaron particulas lentivirales (que
contienen el gen MitoDsRed2) junto a los somas de las células de Purkinje.
Estos lentivirus tnicamente infectan neuronas (no células gliales) marcando

con fluorescencia las mitocondrias neuronales.

El plasmido utilizado fue proporcionado generosamente por el Dr. Bruce
D. Trapp, (Department of Neurosciences, Lernar Research Institute, Claveland
Clinic). Consta de una secuencia que codifica el fluorocromo DsRed2 seguida de
una secuencia de union a la subunidad VIl de la citocromo ¢ oxidasa
mitocondrial {pDsRed2-Mito, Clontech}) que fueron amplificadas por PCR y
subclonadas en el vector plentiV5/6 (Invitrogen) seglin el protocolo indicado
por el fabricante. 2 ug de este vector fueron enviados por correo en un papel

de filtro.

Figura 6. Plasmidos integrantes del vector final utilizado para producir las
particulas lentivirales que se micrainyectaran en los cultivas organotipicos de
cerebelo.
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Se diluyeron los 2 pg del plasmido en 500ul de TE buffer (10mM Tris,
1mM EDTA). Para aumentar la cantidad de pldsmido, se trasformaron E. Cofi
competentes DH5a (Invitrogen) junto con el plasmido control pUC19
(ampicilina resistente) para verificar la eficiencia de la transformacion, y se
sembraron en placas de LB agar con X-gal (50 pg/ml) y ampicilina (100 pg/ml).
Tras una incubacidn durante la noche a 379C, la seleccion de colonias
trasformadas se realizdé gracias al sistema proporcionado por el gen que
codifica la enzima B-galactosidasa, gque en bacterias transformadas se ve
interrumpido, de forma que esas células no son capaces de procesar el X-gal, y
poseen una coloracidon blanca. Las colonias no transformadas procesan el X-gal

y se tifien de azul.

Con las colonias seleccionadas, se realizd una validaciéon de clones
previa a la multiplicacion en grandes volumenes de las bacterias
transformadas. Para ello, se inocularon las colonias seleccionadas en 3 ml de LB
con ampicilina (100 pg/ml) y se cultivaron durante la noche a 37°C. Al dia
siguiente, se recolectaron las bacterias mediante una centrifugacion de 15
minutos a 6000g y 42C, y se extrajo el ADN de los plasmidos mediante un kit
comercial {(QIAGEN Plasmid Mini kit) siguiendo el protocolo establecido por el
fabricante. Se cuantificé la cantidad de ADN de cada muestra mediante un
NanoDrop (Thermo Scientific) y se realizé un anilisis de restricciéon mediante la
enzima Not | (New England Biolabs) que producia un fragmento de ADN de
7753 pares de bases, lo cual se comprobé mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1%. Con los ADN plasmidicos validados se volvieron a transformar E.
Coli competentes DH5a siguiendo el protocolo antes descrito. Las colonias
seleccionadas se inocularon en 25 ml de LB con ampicilina (100 pg/ml) y tras

cultivarlas durante la noche a 372C, al dia siguiente se extrajo el ADN de los
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plasmidos mediante el kit comercial QIAGEN Plasmid Midi kit. Para asegurar la

presencia del plasmido se volvid a realizar el analisis de restriccidn.

Una vez obtenido el plasmido, se procedidé a la produccion de las
particulas lentivirales completas mediante la transfeccién de la linea celular
293FT (Invitrogen) siguiendo el protocolo de expresién lentiviral ViraPower de
Invitrogen. Se realizaron 3 pases de las células 293FT tras su descongelacidn,
cada dos dias {medio de cultivo: 90% DMEM, 10% FBS, 0,1mM MEM NEAA,
6mM L-glutamina, ImM MEM Sodium Pyruvate, 500 pg/mlL Geneticina). El dia
anterior a la transfeccién se sembraron las células en placas de Petri de 10 cm
de didmetro y se cambiaron a medio sin antibidticos. Las células fueron
transfectadas con el plasmido plenti-MitoDsRed2 y la mezcla de plasmidos
necesarios para que se formen las particulas virales completas (ViraPower
Packaging Mix, Invitrogen) mediante el reactivo Lipofectamine (Invitrogen)
siguiendo las indicaciones del fabricante. 48h horas después se recogieron los
sobrenadantes de los cultivos, se centrifugaron 15 minutos a 3000g y 42C y se
filtraron (filtros de PVDF de 0,45 um de poro, Millipore) para retirar el pellet de
restos celulares. Posteriormente, los sobrenadantes se ultracentrifugaron a
110000g 3 horas a 42C para concentrar las particulas virales que se
resuspendieron en 1/100 volumenes de PBS, se alicuotaron y se guardaron a -

802C.

Para comprobar que efectivamente el lentivirus final sélo infecta
neuronas y no células gliales, se transfectaron las lineas celulares disponibles
en el laboratorio siguiendo el protocolo establecido por el fabricante

(ViraPower Lentiviral Expression System, Invitrogen):

- PC12: células derivadas de feocromocitoma de médula adrenal de rata,

cuyo origen embrionario se sitla en la cresta neural, y si se tratan con
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NGF emiten neuritas y se diferencian a células similares a neuronas
{medio: Ham’s F12, 0,5% FBS, 1% Penicilina-Estreptomicina, 100 ng/mL
NGF).

- BV2: células derivadas de microglia de ratén {medio: RPMI 1640, 10%
FBS, 1% Penicilina-Estreptomicina).

- NSC34: linea celular derivada de la hibridacién de motoneuronas de
raton con neuroblastoma de ratén (medio: D-MEM, 10% FBS, 1%
Penicilina-Estreptomicina, 2mM L-glutamina).

- RN22: células derivadas de Schwanoma de rata (D-MEM, 10% FBS, 1%

Penicilina-Estreptomicina, 2mM L-glutamina).

Las células NSC34 también se utilizaron para la titulacién de las
particulas virales. Sélo se utilizaron para la microinyeccién de los cultivos
organotipicos las soluciones que contuvieran m&s de 10° unidades

transfectantes/mL.
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9. Microinyeccion y grabacion in vivo de los cultivos organotipicos para el

estudic del transporte mitocondrial axonal.

El dia de preparacion de los cultivos organotipicos, 2 horas después de
colocar los cortes de cerebelo de ratén sobre los filtros, se microinyectaron las
particulas lentivirales junto a los somas de las células de Purkinje mediante un
microinyector ({InjectMan, Eppendorf) y un micromanipulador (Femtolet,
Eppendorf) acoplados a un microscopio confocal de disco giratorio (Spinning
disk, Andor). Se siguio el protocolo descrito en Kasri et al. {2008). Se utilizaron
capilares de borosilicato de 2 mm de diametro externo (Warner Instruments)
estirados para conseguir un didmetro en la punta de entre 5 y 15 pum. Se

realizaron entre 3 y 4 inyecciones por corte.

Tras 7 dias de reposo para permitir la estabilizacion de los cultivos, la
infeccién de las neuronas de Purkinje por parte de los lentivirus y la expresién
de la proteina fluorescente DsRed2? en las mitocondrias neuronales; se
estimularon los cultivos durante 24 horas con LPS (15 pg/mL) o H,O; (500 uM).
Al dia siguiente, los cultivos se prepararon para su grabacién, cortando el filtro
alrededor de los mismos y sumergiéndolos en 1 mL de medio de cultivo en
placas de Petri con el fondo de cristal (Glass bottom dishes, MatTek
Corporation). Los axones de las neuronas de Punkinje que habian expresado la
proteina fluorescente en sus mitocondrias fueron grabados durante 15 minutos
mediante un microscopio confocal de disco giratorio (Spinning disk, Andor). Los

videos resultantes se analizaron mediante el software IMARIS {Bitplane).
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10. Valoracion de la funcion mitocondrial mediante respirometria de alta

resolucion.

Se empled el sistema Oxygraph-2k (Oroboros Instruments) para los
estudios de respirometria de alta resolucion. Para tales medidas se
homogeneizaron 15 cortes de cultivos organotipicos de cerebelo de cada
condicidn en 150 pL de buffer de respiracién mitocondrial MiRQ5 (Gnaiger et
al., 2000) (0,5 mM EGTA, 3 mM MgCl;, 60 mM K-lactobionate, 20 mM taurine,
10 mM KH,PO, , 20 mM HEPES, 110 mM sucrose, 1 g/l BSA, pH 7,1). Se
afiadieron 100 uL del homogeneizado en las distintas camaras del respirémetro
en las cuales ya habia 2mL de MiR05. Mediante el célculo de la derivada
negativa del consumo de oxigeno respecto al tiempo, el Datlab (software
asociado al Oxygraph-2k) provee los valores de respiracidén en cada uno de los

estados previamente definidos.

El protocolo SUIT (substrate-uncoupler-inhibitor titration) fue el
siguiente (las concentraciones indicadas corresponden a las concentraciones
finales en las cdmaras): malato {(2mM, Sigma) y glutamato {10mM, Sigma) para
la medida del estado LEAK de respiracion desacoplada (debida a la fuga de
protones, y circuito de electrones y cationes que no dependen de la actividad
de la ATP sintasa); ADP (5mM, Calbiochem) +MgCl, (0,6 moles por cada mol de
ADP) para la medida de la respiracién a través del complejo I, NADH-
dependiente, denominado estado OXPHOS (donde el gradiente de protones
bombeados a la matriz intermembrana son utilizados parcialmente por la ATP
sintasa para la fosforilacién oxidativa o respiracion acoplada y disipados
también parcialmente debido a la fuga de protones o respiracion desacoplada);
el citocromo C (10uM, Sigma) se afiade a la cdmara en este punto para
comprobar que la membrana no se haya dafiado durante la preparacion de la

muestra {no debe de observarse un aumento significativo en el consumo de
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oxigeno); succinato {10 mM, Sigma) para medir la respiracion del complejo Il
FADH,-dependiente junto a la respiracidén del complejo | en el estado OXPHOS
CI+Cll; oligomicina (2 pg/ml, Sigma) para detectar la respiracion enddgena
desacoplada de la sintensis de ATP a través de sustratos de los complejos | y Il;
FCCP (0,5 uM + 0,5 uM, Sigma) en seguidas adiciones hasta llegar al maximo de
respiracion para cuantificar la capacidad maxima del sistema de transferencia
de electrones mediante el desacoplamiento no fisiolégico de la membrana
interna mitocondrial (estado ETS CI+ll); rotenona (0,5 puM, Sigma) para inhibir
el complejo | y asi poder estudiar la respiracién maxima que corresponde sdlo
al complejo Il {(ETS Cll); antimicina A (2,5 uM, Sigma) para inhibir el complejo Il
y asi determinar el estado ROX que nos muestra cualquier respiracidén no
mitocondrial y nos permite sustraer ese valor a los anteriores. Finalmente se
afiadieron ascorbato (2 mM, Sigma) y TMPD (0,5 mM, Sigma) para estudiar la
respiracion que corresponde sélo al complejo IV. El ascorbato se afiade para
avitar la auto-oxidacién del TMPD y mantenerlo en su estado reducido. A lo
largo de todo el protocolo SUIT, cada reactivo no se afadié hasta que la sefial

respiratoria anterior no fuese estable {al menos durante 2-3 minutos).

Tras el ensayo de respirometria, se midieron las proteinas totales de
cada muestra mediante el método de Bradford (Sigma) (Bradford, 1976), para

la nhormalizacion de los célculos de los valores de respiracion.
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11. Medida de la cantidad de ATP en los cultivos organotipicos.

Para medir la cantidad de ATP producida en los cultivos, se utilizé un
ensayo de bioluminiscencia comercial (Molecular Probes} basado en los
requerimientos de ATP de la enzima luciferasa para producir luz (emisidn

maxima a 560nm) segun la siguiente reaccién:

Mg 2+
luciferasa

luciferina + ATP + 02 ——— oxiluciferina + AMP + fosfato + CO2
+LUZ

Los experimentos se llevaron a cabo seguin el protocolo establecido por
el fabricante. Tras las estimulaciones, los cortes de cada pocillo se recogieron
en 50 pl de agua destilada y se homogeneizaron mediante una jeringa y una
aguja 25G. Posteriormente, se colocaron en una placa negra de 96 pocillos, en
la que también se prepard una recta patrdn de concentraciones crecientes de
ATP entre 0,001 y 1 nM. Finalmente, se colocé la placa con las muestras y la
recta patrén en la base para placas del luminometro (GloMax, Promega) y la
solucion de reaccidn en el inyector, para proceder a la reaccion catalizada por
la luciferasa y la lectura de la luz emitida durante la misma (parametros de
lectura: tiempo de retraso 1 segundo, tiempo de integracion 10 segundos,

volumen inyectado de solucion de reaccion 100ul).
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12. Analisis estadistico.

En todas las graficas se presenta la media + error estandar. Para los
experimentos que contienen sélo dos condiciones y un punto temporal {control
negativo y 24h LPS) se ha utilizado el test de t-Student o su homélogo no
paramétrico U-Mann Whitney en los casos que las muestras no siguen una
distribucidén normal. Para el resto de experimentos se han utilizado ANOVA de
una via o de dos vias, mas comparaciones post-hoc mediante el test de Dunnet;
0 sU equivalente no paramétrico el test de Kruskal-Wallis y comparaciones 2 a 2
mediante U-Mann Whitney con la correccion de Bonferroni (siempre respecto
al control negativo no estimulado). Para los andlisis de frecuencias se ha
utilizado el test de x* (chi-cuadrado). Los valores de p se han representado

como *p<0’05, ¥*p<0’'01, ***p<0,001.

Para realizar los analisis estadisticos se han utilizado los softwares SP5S

15.0 (IBM) y GraphPad Prism 6 (GraphPad Software).
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VI. RESULTADOS

75



76



1. Caracterizacien del modele de neuroinflamaciéon in vitro: cultivos

organotipicos de cerebelo de ratén estimulados con LPS.

Como primer paso para estudiar el efecto de la neuroinflamacién en la
biologia de las mitocondrias axonales, optimizamos un modelo de
neuroinflamacion in vitro que permite realizar estudios de imagen dinamica y
estudios moleculares de gran precision {comparado con modelos animales, en
los que es dificil realizar imagen in vivo y con lineas celulares o cultivos
primarios in vitro, dado gue no participarian todas las poblaciones celulares
necesarias: neuronas, oligodendrocitos, astrocitos y microglia). Por estos
motivos, empelamos los cultivos organotipicos de cerebelo, que contienen
todas las poblaciones celulares de interés, contienen numerosos axones
mielinizados {comparados con cultivos de hipocampo) y sufren una
degeneracion axonal limitada {comparada con los cultivos de médula espinal).
Se selecciond como estimulo el LPS porque estd bien descrito que activa la
microglia mediante el receptor TLR4 (Chao et al., 1992; Lehnardt et al., 2002),
activando la respuesta inmune innata. En segundo lugar, comparamos los
resultados del modelo de neuroinflamacidn estimulado con LPS con un modelo
de estrés oxidativo estimulado con peroxido de hidrogeno para establecer las
similitudes entre ambos modelos y definir la contribucién del estrés oxidativo a

la respuesta mitocondrial en el dafio axonal durante |la neuroinflamacion.

En este trabajo, caracterizamos los procesos de desmielinizacion, dafio
axonal, estrés oxidativo y produccidn de citoquinas proinfamatorias en el
modelo para identificar el contexto de dafio en el cual se va a medir la funcién
mitocondrial en los axones. Los resultados de esta caracterizacion fueron
publicados en el articulo Di Penta et al., 2013 (Anexo 1) y en los cuales la

doctoranda colaboré en los siguientes procesos:

77



- Preparacion de los cultivos organotipicos y estimulacién de los
mismos.

- Recogida de muestras para inmunofluorescencias, western blots y
ELISA.

- Realizacién de las inmunofluorescencias MBP+NFL y SMI32+NFH, y
la adquisicidn de imagenes por microscopia confocal (figuras 1y 3
del articulo).

- Realizacion completa de los ensayos de medida de especies
reactivas de oxigeno, ROS (figura 2 del articulo), desde Ia
preparacidon de los cultivos, estimulaciones y ensayo de medida de

ROS, hasta el andlisis de resultados.

1.1. Desmielinizacion.

Para comprobar el estado de la mielina en los cultivos organotipicos de
cerebelo estimulados con LPS, se realizé una doble inmunofluorescencia para
la proteina basica de la mielina (MBP) como marcador de las vainas de mielina
y para la subunidad ligera de los neurofilamentos (NF-L) como marcador
axonal. Tras 12 horas del estimulo neuroinflamatorio, se observa una clara
pérdida de la mielina, que se mantiene a lo largo de todo el tiempo de
estimulacidon {96 horas), tal y como puede observarse en la figura 7. La
desmielinizacion se cuantificd para el punto temporal de 24 horas como el
porcentaje de axones envueltos por mielina (es decir, axones NF-L positivos y
MBP positivos) respecto al nimero total de axones de cada imagen (todos los
axones NF-L positivos). El porcentaje de axones mielinizados disminuye

significativamente a las 24 horas de estimulacion con LPS.
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Figura 7. Doble inmunoflucrescencia (MBP+NF-L) de los cultivos organotipicos
estimulados con LPS. La grdfica representa el porcentaje de axones
mielinizados {doble positivos para MBP y NF-L) respecte al nimerc total de
axones a las 24 horas de estimulacion con LPS. Barras de escala = 50um.
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Ademas, se cuantificd |a expresion de |a enzima CNPasa en los cultivos
mediante Western-Blot. Esta enzima estd presente en oligodendrorcitos
maduros ¥ juega un papel critico en el proceso de mielinizacion axonal (Gravel
et of., 1836). La cantidad de CMPasa desciende significativamente en los
cultivos a partir de las 24 horas de estimulacion con LPS, Este descenso se
mantiene hastalas 36 horas, alcanzando una pérdida del 40% de |2 cantidad de

CNPasza enlos cultivos sin estimular (comtrol negativo, Dhoras), figura 8.

Figura 8. Cuantificacion de |a expresion de CNPasa por WE. Los resultados se
EXpresan como porcentajes respecto al control sin estimular (100%).
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1.2. Dano axonal.

La aparicidn de esferoides o bulbos axonales es un claro sintoma de que
se esta produciendo un fallo en el transporte axonal (Coleman, 2005) y por
tanto dafo axonal. Estos esferoides aparecen preferentemente en los nodos de
Ranvier y en ellos se acumulan organulos y citoesqueleto desorganizado. Con el
tiempo crecen en tamano y acaban provocando la degeneracion Walleriana de

la parte distal de los axones.

En la figura 7 se puede apreciar que a partir de las 48 horas de
estimulacién con LPS comienzan a aparecen bulbos axonales en los cultivos
organotipicos. Las flechas blancas de las imagenes centrales de mayor aumento
sefialan varios bulbos axonales en los puntos temporales de 48 y 96 horas de

estimulacion con LPS.

Los neurofilamentos axonales estan constituidos por tres subunidades
distintas: ligera L, media M y pesada H. Las subunidades M y H pueden
fosforilarse, dando lugar a puentes entre filamentos que fortalecen la
astructura axonal. Para estudiar mas profundamente el dafio axonal de los
cultivos, se utilizé una doble inmunofluorescencia para neurofilamentos
desfosforilados (SMI-32, que se une a la subunidad H desfosforilada) y para
neurofilamentos totales (todas |las subunidades H, fosforiladas vy
desfosforiladas). En estudios previos (Trapp et al., 1998) se han observado una
gran cantidad de neurofilamentos desfosforilados en lesiones de pacientes con
EM. En los cultivos organotipicos, la presencia de neurofilamentos
desfosforilados se multiplica por 4 a las 24 horas de estimulacién con LPS

(figura 9).
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Figura 9. Doble inmunofluorescencia para neurofilamentoes tetales {subunidad
H, NFH) y neurofilamentos desfosforilados (subunidad H, SMI32). Las imdgenes
g-i son amplificaciones de las imagenes d-f. Barras de escala = 20um (imagenes
a-f) y 10um (imagenes g-i). La grafica muestra el porcentaje de neurcfilamentos
desfosforilados respecto de los neurcfilamentos totales.
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1.3. Estrés oxidativo.

Para evaluar si el estimulo con LPS produce estrés oxidativo en los
cultivos organotipicos se estudid, por un lado, la expresion de la enzima oxido
nitrico sintasa inducible (iNOS) y, por otro lado, la produccién de especies

reactivas de oxigeno (RQS).

Los western blots mostraron un incremento de los niveles de la enzima
iNOS a partir de las 12 horas de estimulacion con LPS, con un maximo
significativo a las 24 horas (figura 10A). Se comprobé qué células eran las
principales productoras de la enzima mediante inmunofluorescencia,

resultando ser la microglia la principal productora de iNOS (figura 10C).

El reactivo CM-H;DCFDA (Molecular Probes) penetra en las células en su
forma reducida no fluorescente. Dentro de las células es oxidado por las
especies reactivas de oxigeno (ROS) alcanzando su forma fluorescente. Tras
incubar los cultivos organotipicos con este reactivo, se produce un incremento
de la fluorescencia con el tiempo de estimulacion con LPS, alcanzando un
maximo de produccién de ROS a las 12 horas (figura 10B) gque se mantiene
significativamente incrementado hasta las 96 horas de estimulacién. Este
maximo de produccidon de ROS coincide con el aumento de la expresion de la

enzima iNOS (figura 10A) principalmente en células de microglia (figura 10C).
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Figura 10. Estrés oxidativo en los cultivos crganotipicos estimulados con LPS. A)
WB de la enzima iNOS, los cambios de expresion se expresan como porcentajes
respecto al control no estimulado. B) Cuantificacién de la cantidad de ROS en
los cultives mediante espectrofluorimetria. €) Doble inmunofluorescencia para
microglia {Ibal) e iNOS. Barras de escala = 10um.
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1.4. Citoquinas proinflamatorias.

Se estudié la produccién de citoeguinas proinflamatorias en los
sobrenadantes de los cultivos estimulados con LPS mediante ELISA. Se
observaron maximos de produccién para las citoquinas IL-1B, TNF-a e IL-6 a las
24, 3 y 12 horas de estimulacién con LPS respectivamente (figura 11). La
produccion de IL-1B es transitoria, mientras que los niveles incrementados de

TNF-a e IL-6 se mantienen a lo largo de todo el tiempo de estimulacién.

Figura 11. Produccicn de citoquinas proinflamatorias en los cultivos
organotipicos estimulados con LPS.
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1.5. Punto temporal de referencia para los estimulos de LPS y H,0; en el

estudio de la biologia mitocondrial.

Algunos de los experimentos relacionados con el estudio de |la biologia
mitocondrial, cuyos resultados se muestran en los siguientes apartados,
resultaban inabarcables si se tenian en cuenta todos los puntos temporales
utilizados para la caracterizacidon del modelo (de 1 a 96 horas de estimulacion).
Concretamente, si se tenian en cuenta todos los tiempos para los experimentos
de transporte mitocondrial axonal {(apartado 3 de la seccién de resultados), se
obtenian demasiadas horas de grabacion para ser posteriormente analizadas. Y
en cuanto a los ensayos de respirometria (apartado 4 de la seccidn de
resultados) se necesitaban demasiados cortes de cerebelo para poder llevar a
cabo los experimentos, lo cual hubiera incrementado enormemente el nimero

de ratones utilizados.

Asi pues, se tomd como referencia para dichos experimentos el punto
temporal de 24 horas, tanto para el estimulo neuroinflamatorio (LPS, 15 pg/ml)
como para el estimulo de estrés oxidativo (H,0,, 500 uM). A las 24 horas de
estimulacién con LPS, se observd una clara desmielinizacién de los cultivos
(descenso del porcentaje de axones mielinizados a la mitad y descenso
significativo de la expresiéon de CNPasa), dafio axonal (aumento del nimero de
neurofilamentos desfosforilados), estrés oxidativo {aumento de la enzima iNOS
y de las especies reactivos de oxigeno) e inflamacién (aumento de la

produccidn de las citoquinas proinflamatorias IL-1B3, TNF-a e IL-6).

Respecto al estimulo de estrés oxidativo con el H,0,, también se
observaron a las 24 horas una disminucién del porcentaje de axones
mielinizados y de la expresion de la enzima CNPasa, un aumento del nimero de

neurofilamentos desfosforilados y un aumento de la enzima iNOS y de la
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produccion de especies reactivas de oxigeno. Todos estos resultados estan
recogidos en la figura 4 de la publicacidn Di Penta et al., 2013 {Anexo 1); sin
embargo, la concentracion de H,0, que se utilizé en los mismos fue de 1 mM.
Posteriormente, mediante un ensayo de supervivencia celular utilizando el
reactivo MTT, se comprobd que esa concentraciéon de H,0, era demasiado
toxica para largos tiempos de estimulacion (figura 12), por lo que se decidid

utilizar la concentracion de 500 uM en el estudio de |a biologia mitocondrial.

Figura 12. Supervivencia de los cultivos organotipicos de cerebelo estimulados
con distintas concentraciones de H;0; a distintos tiempos. Los valores se
expresan como porcentajes respecto del control negativo no estimulado
{considerado como el 100% de supervivencia celular). Como control positivo de
muerte celular se incubaron cultivos organotipicos con sulfato de cobre
(CuS04) 150 uM durante 24 horas.
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2. Morfologia mitocondrial axonal en neuroinflamacion (LPS} y estrés

oxidativo (H,0,).

Para el estudio de la morfologia de las mitocondrias axonales en las
situaciones de neuroinflamaciéon (estimulo LPS) y estrés oxidativo (estimulo
H,0;), se prepararon cultivos organotipicos de cerebelo para su observacion
mediante microscopia electrdnica de transmisién (TEM). El andlisis se realizd en
los tractos de sustancia blanca que permiten identificar axones en cortes
longitudinales. Aquellas secciones en las que se identificaban axones con
mitocondrias en su interior, fueron seleccionadas para el analisis de la

morfologia mitocondrial.

2.1. Método de segmentacion para el analisis de las electromicrografias.

Dos diferentes dreas de interés se seleccionaron a mano para cada
mitocondria, el perimetro externo (linea roja) y el perimetro interno de las
crestas mitocondriales (linea amarilla) (figura 13). Se analizaron al menos 50
mitocondrias de dos experimentos diferentes para cada condicidén. En las
graficas de los préximos apartados quedan representados los parametros

incluidos en la tabla 2 {media * error estandar).
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Figura 13. Analisis de la morfologia mitocondrial axonal. La imagen de la
izquierda muestra una seccion de sustancia blanca de cerebelo con un axon
cortado de forma longitudinal que contiene una mitocondria {intra-axonal). Las
mitocondrias asi identificadas {imagen de la derecha a mayor aumento), fueron
segmentadas de forma manual, seleccionando el perimetro externo (marcado
con una linea roja} y el perimetro interno de las crestas mitocondriales
{marcade con una linea amarilla). Barras de escala = 1 um (imagen izquierda)
500 nm (imagen derecha).
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Tabla 2. Parametros morfoldgicos mitocondriales analizados mediante TEM
(Picard et al. 2013, Dickey & Strack 2011).

Parametro Significado

Area mitocondrial
Mitochondrial Areo
Perimetro mitocondrial
External Perimeter
Diametro de Feret
Feret’s Diometer
Circularidad

Circularity

Redondez

Roundness

Aspect Rotio (AR)

Perimetro de las crestas/
Perimetro externo

Cristae Perim./ Mit Perim.

Area total de cada mitocondria
Perimetro externo mitocondrial

La distancia mas larga entre dos puntos cualguiera del
perimetro de una mitocondria
Indice bidimensional de esfericidad con valores de 1

indicando esferoides perfectos
4T . Area

Circ= ———————=
(Perimeter)*
[ndice bidimensional de esfericidad con valores de 1

indicando esferoides perfectos
4, Area

Roiind = ——————————
w{minor axis)*

Refleja el ratio entre largura y anchura

_ Major Axis
~ Minor Axis

Ratio entre el perimetro de las crestas mitocondriales y
el perimetro externo. Refleja la complejidad de las

crestas mitocondriales.
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2.2. Tamaio de las mitocondrias axonales.

Para estudiar si el tamafio de las mitocondrias axonales cambia durante
la neuroinflamacion o durante el estrés oxidativo, se analizaron tres
pardametros morfologicos (drea, perimetro externo y didmetro de Feret) a

distintos tiempos de estimulacion.

Con el estimulo inflamatorio {LPS) las mitocondrias axonales aumentan
su tamanio (figuras 14 y 17). Se observaron diferencias significativas a las 24, 48
y 72 horas de estimulacion en el drea mitocondrial, y a las 24 y 48 horas de
estimulacion en el perimetro externo (respecto al control negativo). No se
observaron diferencias significativas en el didmetro, aunque también hay una

tendencia al alza a las 24 horas.

Durante el estrés oxidativo (H,0;), las mitocondrias axonales también
aumentan su tamafio aungque en menor medida (figura 14). Sélo se aprecio un

aumento significativo del drea mitocondrial a las 24 horas de estimulacién.
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Figura 14. Area mitocondrial, perimetro externo y didmetro de Feret de las
mitocondrias axonales de los cultivos organotipicos de cerebelo.
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2.3. Forma de las mitecondrias axonales.

También se analizd si la forma de las mitocondrias axonales cambiaba
durante la neuroinflamacion o durante el estrés oxidativo. Para ello se
estudiaron otros tres parametros morfolédgicos (circularidad, redondez y AR) a
distintos tiempos de estimulacién. La circularidad y la redondez son indices
equivalentes, en los que valores proximos a 1 corresponden a mitocondrias
esféricas, mientras que valores préximos a 0 corresponden a mitocondrias muy
alargadas. El pardametro AR es la division entre el eje mayor de la mitocondria y
el eje menor, por lo que un valor de 1 corresponderia a una mitocondria

esférica.

Durante la neuroinflamacién (LPS) las mitocondrias axonales apenas
modifican su aspecto, no son mas redondeadas o alargadas que respecto al
control negativo (figura 15). Tan sdlo al principio de la estimulacién (1 hora)
son mas redondeadas que en los controles negativos. El AR, durante la mayor
parte del estimulo con LPS se encuentra entorno a valores de 3 (exceptuando
el punto temporal de 1 hora en que el AR se encuentra en torno a valores de
2), lo cual significa que el eje mayor de las mitocondrias es tres veces mas largo
gue el eje menor. Es decir, las mitocondrias son bastante alargadas. En el

control negativo el valor medio del AR es de 2,69.

Con el estimulo de estrés oxidativo (H,0,) tampoco modifican mucho su
aspecto (figura 15). A las 3 horas de estimulaciéon las mitocondrias axonales son
significativamente mds alargadas, v a las 24 horas son significativamente mas
redondeadas. Si nos fijamos los valores del AR, éstos fluctian entorno al valor

del control negativo tomando valores entre 2,14 (24 horas) y 3,34 {3 horas).
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Figura 15. Circularidad, redondez y AR de las mitocondrias axonales de los
cultives organotipicos de cerebelo. Son parametros adimensionales.
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2.4, Crestas mitocondriales.

Paor dltime, se analizd la complejidad de las crestas mitocondriales en
las cuales se alojan los complejos encargados de la fosforilacidn oxidativa y la
produccion de ATP. Los cambios en la morfologia de la membrana interna
mitocondrial representan una forma de regulacién metabdlica (Hackenbrock,
1966; Mannella, 2006; Cogliati et al., 2013). Para ello, se calculé el ratio entre el

perimetro de las crestas mitocondriales y el perimetro externo.

En ambos casos (LPS vy Hy0,) el ratio entre el perimetro interno de las
crestas y el perimetro externo mitacondrial aumenta muy significativamente
para todos los tiempos de estimulacién (figuras 16 y 17). Esto indica que tanto
el estimule inflamatorio como el estrés oxidativo provocan un aumento de la

complejidad de las crestas de las mitocondrias axonales.

Figura 16. Ratio entre el perimetro interno de las crestas y el perimetro
externo mitocondrial. Es un parametro adimensional.
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Figura 17. Electromicrografias correspondientes a mitocondrias axonales de
cultivos organotipicos de cerebelo sin estimular y tras 24 horas de estimulacién
con LPS. Barras de escala = 500 nm.
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3. Transporte mitocondrial axonal en neuroinflamacion (LPS) y estrés

oxidativo (H,0,).

El transporte mitocondrial axonal es muy importante para la correcta
localizacion de las mitocondrias en los lugares de mayor demanda energética
como los nodos de Ranvier y el terminal sindptico; asi como para la renovacion
de las mitocondrias a medida que pierden su eficacia respiratoria. Por dicho
motivo, un fallo en el transporte mitocondrial puede resultar critico para la
supervivencia axonal aunque la funcién mitocondrial per se no esté alterada.
Para el estudio del transporte mitocondrial axonal se utilizé una técnica de
imagen Jjn vivo, marcando con fluorescencia las mitocondrias neuronales
mediante la microinyeccion de particulas lentivirales {que contenian la
secuencia MitoDsRed2) junto a los somas de las células de Purkinje. Tras 24
horas de estimulaciéon con LPS y H,0;, se grabaron los axones de dichas
neuronas mediante el sistema spinning disk y se analizaron los videos con el
programa Imaris. Los experimentos se repitieron 3 veces y se grabaron al
menos 10 axones por condicidn. En las graficas se muestra la media + error

estandar.

3.1. Comprobacion de la infectividad del lentivirus en distintas lineas

celulares.

Las particulas lentivirales producidas infectan preferentemente
neuronas y no células gliales, por el vector lentiviral utilizado. Para confirmar la
especificidad del marcaje de mitocondrias neuronales y no gliales, se
transfectaron cuatro lineas celulares diferentes: PC12 (células derivadas de
feocromocitoma de médula adrenal de rata que tratadas con NGF se

diferencian a células similares a neuronas), BV2 (células derivadas de microglia
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de ratén), NSC34 (células derivadas de motoneuronas) y RN22 (células

derivadas de Schwanoma de rata).

Después de la transfeccion, soélc se observaron mitocondrias
fluorescentes en las lineas celulares PC12 y NSC34 (figura 18), confirmandose
gue el lentivirus sélo infecta neurcnas y no tiene capacidad para infectar

células gliales.

Figura 18. Imdagenes de las cuatro lineas celulares transfectadas con plenti-
MitoDsRed?2, y los correspondientes controles negativos no transfectados.
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3.2. Supervivencia de los cultivos organotipicos microinyectados.

Para comprobar si los cultivos organotipicos sobrevivian al proceso de la
micrainyeccién, se realizd un ensayo de supervivencia celular utilizando el
reactivo MTT después de 7 DIV tras la microinyeccién. Los cultivos
organotipicos microinyectados no sufrian dafios por la micromanipulacion, su
porcentaje de supervivencia era similar al de cultivos organotipicos no

microinyectados y mantenidos el mismo nlimero de dias in vitro (Figura 19).

Figura 19. Supervivencia de los cultivos organotipicos microinyectados con
particulas lentivirales. Los valores se expresan como porcentajes respecto del
control negativo no microinyectado (considerado como el 100% de
supervivencia celular). Como control positivo de muerte celular se incubaron
cultivos organotipicos con sulfato de cobre (Cu50,) 150 pM durante 24 horas.
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Figura 20. Imagenes de neurcnas de Purkinje obtenidas mediante Spinning disk
en cultivos organctipicos de cerebelo microinyectados con el lentivirus. La
imagen superior muestra la expresion del vector lentiviral en las neurcnas. Las
imagenes inferiores correspenden a diferentes time-frames de un mismo video
de una muestra no estimulada (control negativo), la flecha roja sigue el
movimiento de una mitocondria. Barras de escala = 20um {imagen superior),
10um (imagenes inferiores).
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3.3. Densidad mitocondrial axonal.

En primer lugar se evalué si el contenido mitocondrial axonal variaba en
las tres condiciones experimentales {control negativo, 24 horas de LPS, 24
horas de H,0;). Para ello, en todos los axones analizados se calculé el area
mitocondrial total y se normalizé respecto a la longitud de cada axén. Se
chservd gque la densidad mitocondrial axonal no cambia significativamente

durante la neurocinflamacién o durante el estrés oxidativo {figura 21).

Figura 21. Densidad mitocondrial axonal. En la grafica se representan las
medias t error estandar.
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3.4. Distribucion de mitocondrias moviles y estacionarias.

Se pueden distinguir dos poblaciones de mitocondrias axonales en
relacion a su transporte a través de los mismos: mitocondrias estacionarias y
mitocondrias moviles (Shen & Cai, 2012; Hollenbeck & Saxton, 2005). En
axones sanos, normalmente las mitocondrias estacionarias se sitian en los
nodos de Ranvier, lugar en el que los axones necesitan un mayor aporte
energético por el intercambio idnico realizado para la transmisién saltatoria del
impulso nervioso. Y las mitocondrias moviles se desplazan en sentido
anterégrado (hacia el extremo distal del axon) o retrégrado (hacia el soma

neuronal) moviéndose desde un sitio estacionario al siguiente.

Se realizé un analisis de la distribucién de las poblaciones
mitocondriales en las tres condiciones experimentales (figura 22). En el control
negativo, un 31,3% de las mitocondrias eran estacionarias y el 68,7% restante
eran mitocondrias maviles de las cuales el 36,1% se maoavian en sentido
anterégrado y el 32,6% en sentido retrogrado. Con el estimulo
neuroinflamatorio, aumenta la proporcion de mitocondrias estacionarias hasta
un 46,2%; mientras que, dentro de las mitocondrias moviles disminuye la
proporcidn de las que se desplazan retrogradamente (21,6%), y algo menos las
anterédgradas (32,2%). Durante el estimulo con el H,0; no varia mucho el
porcentaje de mitocondrias estacionarias (30,2%); sin embargo; dentro de las
mitocondrias moviles, aumenta mucho la proporcién de mitocondrias que se
desplazan retrdogradamente {(41,2%). En resumen, durante la neuroinflamacién
se reduce el transporte mitocondrial {anterogrado y retrogrado), mientras que
durante el estrés oxidativo aumenta el transporte retrégrado al soma de las

mitocondrias.
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Figura 22. Distribucion de las poblaciones de mitocondrias moviles vy
estacionarias. Se realizd un analisis de frecuencias mediante el test de )(2 (chi-
cuadrado).
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3.5. Comportamiento de las mitocondrias estacionarias.

Se consideraron como mitocondrias estacionarias los objetos cuyo
desplazamiento era nulo durante el tiempo de grabacién. En realidad, serfa
mas correcto hablar de sitios de mitocondrias estacionarias, va que la
resolucion del Spinning disk no permite distinguir si la sefial procedente de un
objeto sin movimiento corresponde a una o varias mitocondrias. Normalmente,
en los nodos de Ranvier de un axén sano suelen acumularse varias

mitocondrias.

Para evaluar el comportamiento de los sitios de mitocondrias
‘estacionarias se calculé el area ocupada por los objetos que no se desplazaban
durante el tiempo de grabacién y se normalizd respecto a la longitud de cada
axon (figura 23). El tamafio de los sitios de mitocondrias estacionarias tiende a

disminuir-un poco en los axones de un entorno neurcinflamatorio respecto al
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caontrol negativo, mientras que tiende a aumentar ligeramente en los axones
sometidos a estrés oxidativo; pero en ningln caso las diferencias llegan a ser
significativas. Existe una diferencia significativa en el tamafio de los sitios de

mitocondrias estacionarias entre ambos estimulos.

Figura 23. Tamafio de los sitios de mitocondrias estacionarias.
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3.6. Comportamiento de las mitocondrias méviles.

Se consideraron como mitocondrias maviles aquellos objetos cuya
velocidad de desplazamiento fuera mayor de cero en algln momento de la
grabacién, Las mitocondrias axonales pueden describir trayectorias muy
diversas: desplazarse en la misma direccién durante toda su trayectoria,
cambiar de direccién anterdgrada a retrégrada y viceversa, moverse durante
un tiempo vy luego pararse, etc. Habitualmente atraviesan sitios de

mitocondrias estacionarias, en cuyo caso, ante la imposibilidad de saber si se
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Mean Velocity (um/sec)
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trataba de la misma mitocondria, se separarcn las trayectorias como
pertenecientes a mitocoendrias diferentes. Por todo ello, se consideré como
parametro mas adecuado para estudiar el comportamiento de las mitocondrias

moviles la velocidad media de la trayectoria de cada mitocendria mévil.

Se observé una disminucion muy significativa de la velecidad media de
las mitocondrias moviles de los axones en ambos estimulos respecto del
control negative sin estimular {figura 24). Si se distinguen las trayectorias del
movimiento entre anterégrada y retrograda, las diferencias no cambian, la

disminucion se produce en las velocidades medias de ambas direcciones.

Figura 24. Velocidad media de las mitocondrias axcnales maéviles.
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4. Funcidon mitocondrial de los cultivos organotipicos en neuroinflamacion

(LPS) y estrés oxidativo (H,0,).

Para analizar la funcion mitocondrial en los cultivos organotipicos en
distintas condiciones experimentales, se realizaron ensayos de respirometria
utilizando el respirémetro Oxygraph-2k (Oroboros Instruments). Los ensayos se
realizaron en homogeneizados de los cultivos de cerebelo, por lo que la
medicion de la funcién respiratoria se refiere al conjunto de mitocondrias del
tejido {neuronales y gliales). Se evalud el estado de los complejos | y Il en
condiciones de neuroinflamacion {24 horas de LPS) y de estrés oxidativo (24
horas de H,0,), y el estado del complejo IV en neuroinflamacién {24 horas de

LPS).

4.1. Ensayos de respirometria.

La respiracidn mitocondrial incluye dos procesos diferenciados: el
transporte de electrones obtenidos a partir de la oxidacién del NADH vy el
FADH; por medio de |la cadena transportadora de electrones {integrada por los
complejos | al IV) que genera un gradiente de protones en el espacio
intermembrana, y la fosforilacién oxidativa o sintesis de ATP a partir de ADP y
fasforo inorgédnico (Pi) catalizada por la ATP sintasa {(complejo V) que se sirve
del gradiente electroquimico generado durante el transporte electronico como

fuerza motriz (figura 25).

106



Figura 25. Cadena respiratoria mitocondrial.
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El protocolo utilizado para los ensayos de respirometria incluia la

evaluacién de diferentes estados respiratorios:

- LEAK: estado de respiracion desacoplada de la actividad de la ATP
sintasa, debido a la fuga de protones y al circuito de electrones iniciado
tras la adicion de malato vy glutamato, sin la presencia de ADP.

- Complejo | {Cl): estado respiratorio del complejo | NADH-dependiente
tras la adicién de ADP, donde el gradiente de protones del espacio
intermembrana estd siendo utilizado parcialmente por la ATP sintasa
para la fosforilacién oxidativa (respiracién acoplada) y disipados
también parcialmente debido a la fuga de protones (respiracién
desacoplada).

- Complejos | y Il (CI+Cll}: medida de la respiracion del complejo |l FADH,-
dependiente junto a la respiracién del complejo |, tras la adiccion de

succinato.
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- Uncoupling: respiracién enddgena desacoplada de la sintensis de ATP a
través de sustratos de los complejos | y 11, tras la adiccidn de oligomicina
{(inhibidor de la ATP sintasa).

- ETS I+Il: medida de la capacidad maxima del sistema de transferencia de
electrones mediante el desacoplamiento no fisioldgico de la membrana
interna mitocondrial tras la adiccion de FCCP (iondforo o agente
desacoplante que provoca la disipacion de los H+).

- ETS Il: respiracién maxima que corresponde sélo al complejo 1l tras la
adicién de rotenona (inhibidor del complejo I).

- Complejo IV (CIV): estado respiratorio del complejo IV tras la inhibicién

del complejo lll mediante antimicina, y la adicién de ascorbato y TMPD.

Se observd que a las 24 horas de estimulacion con LPS, el estado inicial
de respiracidn desacoplada (LEAK) y la respiracion NADH-dependiente del
complejo | estdn aumentados muy significativamente. Sin embargo, no parece
que la respiracion del complejo Il esté afectada ya que en el estado ETS Il, tras
inhibir el complejo |, no se observan diferencias significativas. Por ultimo, la
respiracion del complejo IV también esta aumentada significativamente (figura

26).

Tras 24 horas de estimulacion con H,0,, se aprecid un aumento
significativo del estado inicial de respiracién desacoplada (LEAK) y de la

respiracion NADH-dependiente del complejo | (figura 26).
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Figura 26. Valores de respiracion de los cultives organoctipicos de cerebelo en
las distintas fases del protocolo SUIT. Valores normalizados por la cantidad de
proteina total.
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4.2. Cuantificacion de complejos mitocondriales en los cultivos.

Para comprobar si el aumento de la respiracién de algunos complejos
mitocondriales se debia al aumento del contenido proteice de los complejos o
por el contraric al aumento de su capacidad respiratoria, se analizaron por
western blot dos proteinas pertenecientes a dos complejos mitocondriales
diferentes: SUO (succinato ubiguinona oxiderreductasa) del cemplejo 1l y COX
IV {subunidad IV de la citocrome c cxidasa} del complejo IV. El experimento se

repitio 3 veces.

En ninguna de las condicicnes experimentales {LPS o H,0;} varia
significativamente la expresion de las proteinas SUQ y COX IV (figura 27), por lo

gue se puede concluir que los cambios respiratorios chservados mediante los
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ensayos de respirometria no se deben a un aumente del contenide proteico de

los complejos mitocondriales.

Figura 27. Cuantificacién de la cantidad de proteinas SUO y COX IV en tres

grupos experimentales. Estudios realizados por western blot. Valores
normalizados por el control negativo.
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5. Cantidad de ATP producida por los cultivos organotipicos en

neuroinflamaciaon {LPS) y estrés oxidativo {H.0,].

Para comprobar si el aumento de la capacidad respiratoria de
determinados complejos mitocondriales de los cultivos organotipicos de
cerebelo se traducia en un aumento de la produccién de ATP, se utilizé un kit
comercial de Molecular Probes para medir la cantidad de ATP en los cultivos
organotipicos de cerebelo estimulados con LPS o H20; a distintos tiempos de

estimulacién.

Efectivamente, a las 24 horas de estimulacién con LPS, se observd un
aumento muy significativo de la concentracion de ATP de los cultivos respecto
al control negativa, que no se observd en el resto de puntos temporales, ni en

el estimulo con H>0; (figura 28).

Figura 28. Produccién de ATP en los cultivos organotipicos a distintos tiempos
de estimulacidén. El control negativo se coloca a las 96 horas porque todas las
muestras se recogieron al final del experimento tras permanecer los mismos
dias in vitro.
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6. Resumen de los resultados.

En nuestro anilisis de los cambios mitocondriales en respuesta a la
neuroinflamacion y al estrés oxidativo en los cultivos organotipicos de

cerebelo, hemos observado:

» En neuroinflamacién (estimulo 15 pg/ml LPS):
¢ Morfologia de las mitocondrias axonales:

- Aumento de su tamafio (entre las 24 y las 72 horas de estimulacién).

- No cambian su aspecto, no son mas redondeadas o planas. AR en
torno a 3.

- Aumento de la complejidad de las crestas mitocondriales a lo largo de
todo el estimulo.

e Transporte de mitocondrias axonales:

- No hay cambios en la densidad mitocondrial intra-axonal.

- Aumenta la proporcion de mitocondrias estacionarias frente a
moviles.

- Disminuye ligeramente el tamano de los sitios estacionarios, no llega a
ser significativo respecto al control negativo, pero si respecto al
estimulo con H;05.

- Dréstica disminucion de la velocidad media de las mitocondrias
mdviles, tanto en sentido anterégrado como en sentido retrégrado.

e Estado respiratorio de las mitocondrias del tejido nervioso:

- Aumentan la respiracién inicial desacoplada de la ATP sintasa, la
respiracion NADH-dependiente del Cl y la respiracion del CIV.

- No hay cambios en |la expresién de Cll y CIV.

e Produccién de ATP en el tejido nervioso:

- Aumenta muy significativamente a las 24 horas de estimulacién.
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» En estrés oxidativo (estimulo 500 uM H;05):
¢ Morfologia de las mitocondrias axonales:

- Aumento de su tamafio a las 24 horas de estimulacion.

- No cambia su aspecto, pero sus valores de AR fluctdan mas que con el
estimulo del LPS (entre valores de 2,14y 3,34).

- Aumento de la complejidad de las crestas mitocondriales a lo largo de
todo el estimulo.

e Transporte de mitocondrias axonales:

- No hay cambios en la densidad mitocondrial intra-axonal.

- No varian las proporciones de mitocondrias estacionarias y mdviles,
pero dentro de las maviles aumenta la proporcién de mitocondrias
gue se desplazan retrégradamente hacia el soma.

- Drastica disminucion de la velocidad media de las mitocondrias
mdviles, incluso mas que con el LPS.

e Estado respiratorio de las mitocondrias del tejido nervioso:

- Aumentan la respiracién inicial desacoplada de la ATP sintasa vy la
respiracion NADH-dependiente del Cl, pero en menor medida que con
el estimulo del LPS.

- No hay cambios en la expresion de Cll y CIV.

e Produccidén de ATP en el tejido nervioso:

- No aumenta, ni disminuye, respecto al control negativo.

Estos resultados reflejan que en ambas situaciones de estrés las
mitocondrias del tejido nervioso responden a corto plazo aumentando su
capacidad respiratoria (y también |la produccién de ATP en neuroinflamacidn),
pero el transporte mitocondrial axonal se ve francamente alterado. Por tanto,
nuestro estudio postula que el transporte mitocondrial en los axones es muy

sensible al dafo inflamatorio agudo y oxidativo, siendo critico en la generacion
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de dafio mitocondrial, y podria constituir una diana terapéutica adecuada para
prevenir el dafio axonal en enfermedades neuroinflamatorias o

neurodegenerativas.
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VII. DISCUSION
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1. Modelo de neuroinflamacion en cultivos organotipicos de cerebelo

murino.

El principal objetivo de este estudio era analizar distintos aspectos de la
biologia mitocondrial y de su funcién respiratoria y energética relacionados con
la degeneracion axonal en una situacién de inflamacion aguda. Para ello se
escogieron los cultivos organotipicos de cerebelo de raton por diversas
razones. En primer lugar, estos cultivos son faciles de preparar, pueden
sobrevivir in vitro varias semanas y son muy accesibles para realizar estudios
moleculares de precision y técnicas de imagen in vivo (Gahwiler et al., 1997).
En comparacion con los cultivos primarios de determinados tipos celulares, los
cultivos organotipicos poseen todos los tipos celulares que forman parte del
sistema nervioso central y que participan en un proceso neurocinflamatorio y

neurodegenerativo: neuronas, oligodendrocitos, astrocitos y microglia.

Ademas, los cultivos organotipicos de cerebelo contienen una gran
cantidad de axones mielinizados (en comparacién con cultivos de hipocampo
por ejemplo) y sufren una degeneracion axonal limitada tras el proceso de
corte (los cultivos organotipicos de médula espinal sufren mayor degeneracion
axonal). Después de su preparacion, se mantienen 7 dias in vitro para permitir
que degeneren aquellos axones que hayan sido transectados con el cortador de
tejido, y también para permitir una mayor mielinizacién de un tejido todavia en
desarrollo {se extrae de ratones con 7 dias de edad) y reducir la activacién
microglial asociada al proceso de corte del tejido. Precisamente porgque ya hay
un nivel basal de activacion microglial por el proceso de preparacién de los
cultivos, tras los 7 DIV, todos los cultivos tanto los estimulados como los
controles negativos, se han recogido al final de cada experimento,

manteniéndose los mismos DIV totales.
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Respecto a los estimulos utilizados, nuestro objetivo era simular un
entorno inflamatorio agudo similar al que se establece en las lesiones o placas
agudas que sufren los pacientes de esclerosis multiple en las primeras etapas
de la enfermedad, cuando se observa un alto grado de dafo y transeccidn
axonal (Trapp et al, 1998). Es importante estudiar y comprender los
mecanismos que subyacen al dafio axonal en estas fases de la enfermedad,
para intentar frenar este dafio que se va acumulando en el transcurso de los
afios y acaba provocando grandes déficits neuroldgicos en fases mas crénicas
de la enfermedad. Los principales mecanismos en esta fase aguda e
inflamatoria de la enfermedad son las especies reactivas de oxigeno y de
nitrogeno producidas por microglia y macréfagos activados por la respuesta
inflamatoria. Para reproducir estos mecanismos, el objetivo del modelo es
inducir activacién proinflamatoria de la microglia (M1) que produce citoquinas

proinflamatorias y estrés oxidativo.

El modelo de neuroinflamacién in vitro, mediante la estimulacién con
LPS (15 pg/ml) de los cultivos organotipicos de cerebelo, induce la activacidn
de la microglia a través de sus receptores TLR4 {Chao et ¢l., 1992; Lehnardt et
al., 2002) con aumento de la expresién de iNOS (figura 10A y 10C). El aumento
de iNOS en los cultivos conlleva un aumento en la produccién de ROS. Las
mitocondrias del tejido inflamado son las principales productoras de ROS ya
que el NO elevado se une al sitio de unidn del O; de la citocromo C oxidasa
{complejo IV mitocondrial) impidiendo el correcto transporte de los electrones
v su salida de la cadena para producir diversas especies reactivas de oxigeno.
De hecho, observamos un aumento de RQS a partir de las 12 horas de
estimulacidn con LPS, que se mantiene en niveles significativamente mas altos
que los del control negativo hasta las 96 horas de estimulacion con LPS (figura

10B).
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Por otro lado, el proceso inflamatorio es evidente dados los altos
niveles de citoquinas proinflamatorias en los sobrenadantes de los cultivos a lo
largo del tiempo de estimulacion con LPS (figura 11). Por tanto, estamos
recreando un entorno inflamatorio y oxidativo, y los axones presentes en este
entorno sufren desmielinizacion (figuras 7 y 8) y dafio axonal (figura 9). Los
axones de los cultivos organotipicos de cerebelo estimulados con LPS
comienzan a perder su envoltura mielinica a las 12 horas de estimulacién, de
forma que a las 24 horas hay un 30% menos de axones mielinizados respecto
del control negativo (figura 7). Como consecuencia del estrés oxidativo y la
inflamacion, los axones de los cultivos comienzan a dafiarse lo gue se
demuestra por el aumento de neurofilamentos no-fosforilados (figura 9) y la
presencia de bulbos axonales (figura 7) indicativos de la alteracion del
transporte axonal, que posteriormente se comentara a la luz de los resultados
obtenidos en los experimentos de motilidad mitocondrial (seccion 3 del

apartado de resultados).

Ya que el estrés oxidativo parece ser uno de los efectores patogénicos
mas importantes dentro de la neuroinflamacion aguda, tanto en nuestro
modelo como en la patogénesis de las lesiones inflamatorias agudas de
pacientes con EM (Bo et al., 1994; Liu ef al., 2001; Smith y Lassmann, 2002;
Brown y Borutaite, 2002), decidimos incluir un estimulo especifico de estrés
oxidativo, el peréxido de hidrégeno (H,0,, 500 uM). Asi podemos observar qué
parte de la respuesta mitocondrial frente a la neuroinflamacién se corresponde

sélo con el dafio producido por el estrés oxidativo.

Las especies reactivas de oxigeno son uno de los elementos mas
dafiinos para las mitocondrias en un entorno inflamatorio ya que interfieren en
la correcta transmision de los electrones a través de los complejos

mitocondriales del | al IV, provocando la salida de los mismos de la cadena y su
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disponibilidad para crear mas ROS. El H;0; es una de las moléculas que forma
parte de las especies reactivas de oxigeno y la concentracion utilizada excede la

capacidad de las peroxidasas celulares para neutralizarlo.

En la publicacién Di Penta et al., 2013 {Anexo 1), estudiamos el efecto
del H;0, en los cultivos organotipicos de cerebelo administrado durante 24
horas a una concentracion de ImM. Se ohservd disminucidn del porcentaje de
axones mielinizados y de la expresion de la enzima CNPasa, aumento del
ndmero de neurofilamentos desfosforilados y aumento de la enzima iNQS y de
la produccion de especies reactivas de oxigeno. Sin embargo, se comprobod que
para tiempos mas largos de estimulacion, esta concentracion era demasiado
toxica (figura 12) y por ello se redujo a 500 UM para nuestro estudio de la

biologia mitocondrial.

Por dltimo, se eligid uno de los puntos temporales utilizados para la
caracterizacién del modelo {de 1 a 96 horas de estimulacion) a la hora de
realizar los experimentos de transporte mitocondrial axonal {apartado 3 de la
seccion de resultados), ya que si se utilizaban todos los puntos temporales se
obtenian demasiadas horas de grabacién para ser analizadas; y de los ensayos
de respirometria (apartado 4 de la seccidn de resultados) porque se
necesitaban demasiados cortes de cerebelo, lo cual hubiera incrementado
enormemente el nimero de ratones utilizados. Asi pues, se eligid un punto
temporal en el que la inflamacién y el estrés oxidativo fueran evidentes, y la
desmielinizacidon y el dafio axonal estuvieran ya establecidos; por ello se

escogid el punto de 24 horas de estimulacidn.
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2. Respuesta de las mitocondrias axonales a la inflamacidn aguda y al estrés

oXidativo.

Para analizar correctamente los resultados obtenidos acerca de la
respuesta mitocondrial a la neuroinflamacion y al estrés oxidativo, hay que
tener en cuenta una limitacion de las técnicas utilizadas, ya que no con todas
ellas se podia acceder a las mitocondrias axonales. Los estudios de morfologiay
transporte se refieren exclusivamente a mitocondrias axonales, mientras que
los estudios de la funcién mitocondrial y la medida de ATP se refieren a todas
las mitocondrias del tejido, sin distincion del tipo celular al que pertenecen. Por
ello, no deben sacarse conclusiones cruzadas cometiendo el error de
interpretar todos los resultados juntos, analizdndose primero la respuesta de
las mitocondrias axonales a los estimulos de neuroinflamacidn y estrés
oxidativo, y posteriormente la respuesta funcional de las mitocondrias del

tejido.

La primera observacién destacable de las mitocondrias axonales es su
aumento de tamanio frente a ambos estimulos (figura 14), siendo mayor con el
LPS. Las mitocondrias controlan su morfologia mediante los procesos
integrantes de la denominada dindmica mitocondrial: fusidn y fisidn
mitocondrial. Este aumento de tamafio sugiere que las mitocondrias axonales
estan llevando a cabo procesos de fusidn, que permiten el intercambio de
componentes mitocondriales en situaciones en las que estén resultando
dafiadas (Detmer y Chan, 2007). Presumiblemente, ante la situacién de altos
niveles de ROS a la que estan sometidas las mitocondrias de nuestro modelo
neuroinflamatorio (que dafia componentes de la cadena transportadora de
electrones), éstas responden fusionandose, intercambiando componentes
entre mitocondrias dafiadas y mitocondrias sanas para mantener una

poblacion de mitocondrias funcionales. Esta prediccion a partir de nuestros
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resultados requiere ser verificada en futuros estudios de fusién y fisién

mitocondrial.

Ademds de Ila reorganizacion morfoldgica externa, ante Ia
neuroinflamacién y el estrés oxidativo, las mitocondrias axonales también
estan llevando a cabo procesos de reorganizacion interna. La complejidad de
las crestas mitocondriales aumenta muy significativamente en ambos estimulos
(figura 16). Se ha demostrado que la estructura de la membrana mitocondrial
interna estd ligada al estado metabdlico de la mitocondria {Cogliati et al,,
2013), v que en estados respiratorios mas activos (con altas concentraciones de
ATP) las mitocondrias adoptan una morfologia “condensada”, con una gran
cantidad de crestas (Mannella, 2006). Nuestros resultados sugieren que las
mitocondrias estdn respondiendo ante las necesidades metabdlicas
aumentadas de axones dafiados tanto por neuroinflamacion como por estrés
oxidativo. Para confirmar esta prediccion, serd necesario realizar nuevos
experimentos aislando las mitocondrias axonales de los cultivos organotipicos
de cerebelo, y analizando la expresién de la proteina OPA1l encargada de la
reorganizacion de la membrana mitocondrial externa (Olichon et al., 2002;

Satoh et al., 2003).

La forma de las mitocondrias axonales no sufre cambios destacables
ante los distintos estimulos (figura 15), se mantienen con una conformacion
mas bien alargada muy habitual en axones. En un estudio previo en el que
utilizaron ratones inmunizados con MOG (Niki¢, et al., 2011) observaron
mitocondrias redondeadas e hinchadas en axones que sufrian un proceso
degenerativo antes de producirse la desmielinizacion de los mismos. Sin
embargo, estas observaciones las realizaron tras la aparicicién de los primeros
sintomas clinicos de |la EAE, una fase mas avanzada de la gue simula nuestro

modelo neuroinflamatorio.
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El contenido mitocondrial axonal se midié en las grabaciones de los
experimentos de transporte mitocondrial axonal. No se observaron cambios en
la densidad mitocondrial axonal durante la neuroinflamacién, y se observd un
pequefio descenso no significativo durante el estrés oxidativo (figura 21). A
pesar de que en axones desmielinizados de lesiones crénicas se haya
observado un aumento del contenido mitocondrial axonal (Zambonin et al.), en
nuestro modelo neuroinflamatorio que simula una situacion de inflamacién

aguda todavia no se ha llegado a alterar el contenido mitocondrial axonal.

Los cambios morfolégicos sugieren que las mitocondrias axonales estan
tratando de responder a las necesidades metabdlicas de los axones expuestos a
neuroinflamacion y a estrés oxidativo. Sin embargo, el transporte de las
mismas a través de los axones estd claramente alterado en ambas situaciones.
Durante la neuroinflamacién, las mitocondrias axonales parecen paralizarse:
aumenta la proporcion de mitocondrias estacionarias {aungue el tamano
medio de los sitios estacionarios tiene una tendencia no significativa a
disminuir) y disminuye drasticamente la velocidad media de transporte de las
mitocondrias mdviles, tanto en sentido anterdgrado como en sentido
retrégrado. Durante el estimulo de estrés oxidativo, las alteraciones son
parecidas, la velocidad media de transporte es aln mas baja (también en
ambos sentidos), pero aumenta la proporcidn de mitocondrias que se mueven
{aunque lentamente) en sentido retrégrado. Estas diferencias entre ambos
estimulos indican que el estimulo del H;0; induce mas dafio en las
mitocondrias, y una mayor proporcién de las mismas inician el transporte

retrégrado de vuelta al soma para ser degradadas.

Sin embargo, otro estudio reciente muestra resultados diferentes
respecto al transporte axonal de mitocondrias. En dicho estudio utilizaban un

modelo in vitro de desmielinizacidén (co-cultivos de neuronas de la raiz del
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ganglio dorsal y células de Schwann tratados con lisolecitina). La
desmielinizacidon provocaba un aumento de la velocidad de las mitocondrias
mdviles, tanto anterdgradas como retrégradas (Kiryu-Seo et al, 2010). Es
necesario remarcar que ambos modelos son muy diferentes. En el nuestro se
induce inflamacién mediante LPS en cultivos organotipicos, mientras que en la
publicacidn de Kiryu-Seo et af. utilizaban co-cultivos de neuronas y células de
Schwann (sin contar con otros tipos celulares como microglia y astrocitos) en
los que provocaban una desmielinizacidn quimica mediante lisolecitina. A pesar
de que en nuestro modelo neuroinflamatorio se produce una desmielinizacién
significativa, esta desmielinizacién es consecuencia del entorno inflamatorio
creado por la activacion microglial a través del LPS. Es decir, el transporte
mitocondrial axonal puede que sea uno de los primeros aspectos que fallan de
la biologia mitocondrial en un ataque inflamatorio agudo, antes incluso de que
la desmielinizacion se produzca. En este sentido hay observaciones patologicas
en cerebros de pacientes con EM con lesiones agudas que sugieren que este
fendmeno de dafio axonal con preservacion de mielina acontece realmente

(Briick, 2005).

Dentro de las posibles causas de este fallo del transporte mitocondrial
axonal pueden estar la desestructuracidon del citoesqueleto axonal por la
degeneracion o el fallo de la maquinaria de transporte (proteinas motoras y
adaptadoras, y procesos de fusion y fision). En otras enfermedades
neurodegenerativas también se ven alteradas proteinas implicadas en el
transporte de las mitocondrias a través de los axones. Por ejemplo, mutaciones
en las proteinas PINK1 y Parkin, que estan implicadas en los procesos de fusion-
fisidn y en la iniciacidn del proceso de mitofagia, causan formas hereditarias de
la enfermedad de Parkinson (Scarffe et al.,, 2014). La proteina huntingtina

mutante causante de la enfermedad de Huntington, altera el ensamblaje vy la
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funcién de los complejos encargados de la fusion y la fisién mitocondrial
(Bossy-Wetzel et al, 2008). En muestras postmortem de pacientes con
enfermedad de Alzheimer, se han observado niveles reducidos de Drpl, OPA1,
Mfnl, Mfn2 y niveles elevados de FIS1, provocando una alteracion de la

dindmica mitocondrial en favor de la fision.

Como consecuencia de esta paralizacion del transporte axonal, las
mitocondrias no pueden alcanzar las zonas axonales donde son requeridas para
aportar la energia en respuesta a los cambios por desmielinizacion y dafio
axonal. Ademas, en los cultivos tratados con LPS observamos un descenso de la
proporcién de mitocondrias que se mueven en sentido retrégrado, lo que
puede suponer un fallo de los sistemas de degradacién de mitocondrias
dafiadas que se encargan de mantener una poblacién axonal de mitocondrias

sanas y funcionales.
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3. Respuesta de las mitocondrias del tejido a la inflamacion aguda y al

estrés oxidativo.

Para el estudio de |la funcién respiratoria mitocondrial y la produccion
de ATP se utilizaron técnicas que requerian la homogenizacion del tejido por lo
que los resultados obtenidos no se pueden interpretar como neuronales o
axonales, sino como pertenecientes a todo el tejido sin distinguir el tipo celular.
Por tanto, hay que tener en cuenta que la proporcién de mitocondrias
procedentes de la glia es muy significativo, y el papel fundamental de la glia es

evitar el estrés y el dafio, y proteger a las neuronas.

Nuestros resultados muestran en el entorno neurcinflamatorio el
aumento de la respiracion inicial desacoplada de la sintesis de ATP mediante el
complejo V, el incremento de la respiracidn del complejo | {NADH-
dependiente) una vez se acopla la sintesis de ATP al circuito por la adicion de
ADP y finalmente el aumento de la respiracion del complejo IV. Al comprobar si
esto se debia a un aumento de la expresion de los distintos complejos
mitocondriales, no observamos dicho aumento, por lo que las mitocondrias
realmente estan aumentando la capacidad respiratoria de los complejos l y IV
para responder a la demanda energética de los distintos tipos celulares durante
la neurocinflamacion. De hecho, este aumento de la capacidad respiratoria de
los complejos mitocondriales a las 24 horas de estimulacidon se corresponde
con un aumento significativo de la produccion de ATP, disponible para las

diversas necesidades energéticas del tejido.

Con el estimulo de estrés oxidativo con H;0;, observamos un aumento
algo menor de la capacidad respiratoria del complejo I. La respiracion del
complejo IV no pudo ser evaluada. Sin embargo, la produccién de ATP no llega

a aumentar significativamente en ningin momento del estimulo, aunque los
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niveles a las 24 horas sean algo mayores que los niveles de ATP del control

negativo.

En definitiva, las mitocondrias del tejido aumentan la capacidad
respiratoria de algunos de sus complejos como respuesta a ambos estimulos,
aunque de forma mas discreta en estrés oxidativo, lo que se traduce en un

menor aumento de la produccion de ATP en el tejido.
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4. Comparacion de la respuesta mitocondrial en neuroinflamacion y en

estrés oxidativo.

Cuando se comparan ambos estimulos y fijandonos en la respuesta de
todas las mitocondrias del tejido, éstas aumentan mds su capacidad
respiratoria y su produccién de ATP durante la neuroinflamacion que durante
el estrés oxidativo. Probablemente el estimulo del perdxido de hidrégeno
produzca un dafio mas directo sobre las mitocondrias que el LPS. El LPS
produce las citoquinas proinflamatorias y el estrés oxidativo a través de la
activacion de la microglia, mientras que el H,0,, por ser una especie reactiva de
oxigeno, dafia directamente a los complejos de la cadena respiratoria
mitocondrial. Por ello, las mitocondrias del tejido estimulado con H,0,, tienen

una menor capacidad de respuesta y de produccidn de ATP.

En cuanto al comportamiento de las mitocondrias axonales, ambos
estimulos convergen claramente en un punto: la disfuncién del transporte
mitocondrial axonal. En ambos estimulos, las mitocondrias axonales se
paralizan, disminuyendo drasticamente la velocidad media de las mitocondrias
mdviles, tanto en sentido anterégrado como en sentido retrégrado. Esto
implica que en una situacidén de neuroinflamacidn aguda, el estrés oxidativo
sera el agente patogénico principal causante del fallo del transporte

mitocondrial axonal.

Todas estas observaciones nos llevan a proponer el siguiente modelo de
la respuesta mitocondrial en un entorno neuroinflamatorio agudo (figura 29):
mientras que a nivel tisular las mitocondrias responden aumentando su
capacidad respiratoria y la produccién de ATP, a nivel axonal las mitocondrias
responden morfolégicamente a la inflamaciéon aumentando su tamafio y la

complejidad de sus crestas mitocondriales, pero su transporte se ve
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completamente alterado. La paralizacién de las mitocondrias se produce en
una etapa temprana y aguda de la inflamacién, antes de que los dafios
axonales sean irreversibles. Por tanto, nuestro modelo indica que el
mecanismo mas critico en la disfuncion mitocondrial en la neurcinflamacién
aguda es la alteracion del transporte axonal de mitocondrias (especialmente el
retrégrado). Por tanto, nuestro estudio sugiere la preservacion del transporte
mitocondrial como una diana terapéutica de neuroproteccién en lesiones

agudas de EM.
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Figura 29. Modelo de respuesta mitocondrial a la neuroinflamacién aguda.
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5. Limitaciones del estudio.

La primera limitacidén con la que nos encontramos en el estudio es que
el modelo empleado reproduce algunos de los aspectos del dafio axonal en
neuroinflamacidn, pero no todos. Se trata de un modelo de neuroinflamacion
in vitro, en el que el estimulo con LPS recrea correctamente un entorno
inflamatorio pero en el gue carecemos del sistema inmune del organismo.
Siempre es mejor y mas completo utilizar un modelo animal, pero en este caso
ciertas técnicas como la microscopia in vivo para el estudio de la motilidad
mitocondrial axonal requeriria el uso de animales transgénicos como los
utilizados en el trabajo de Nikié et af. {2011) con distintos tipos celulares, o
incluso estructuras subcelulares, marcados fluorescentemente; concretamente
neuronas para visualizar los axones, células T, macréfagos-microglia y

mitocondrias.

Siguiendo con las limitaciones relativas a las técnicas utilizadas, algunas
de ellas {concretamente los ensayos de respirometria y medida de ATP para
evaluar la funcidn mitocondrial) no permitian analizar en exclusiva las
mitocondrias axonales. El tejido debia ser homogeneizado, con lo cual se midid
la funcidn mitocondrial de todo el tejido, mientras que los datos de morfologia
y transporte son de mitocondrias Unicamente axonales. El aumento de la
complejidad de las crestas de las mitocondrias axonales probablemente se
corresponda con un aumento de la capacidad respiratoria de sus complejos.
Aungue veamos un aumento en la capacidad de los complejos | y IV, todas las
mitocondrias del tejido estan contribuyendo al mismo, probablemente las
mitocondrias neuronales también, aunque serian necesarios nuevos estudios

para demostrarlo.
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Por otro lado, no se han podido realizar los experimentos que evaldan el
transporte mitocondrial axonal y los que evaldan la funcién mitocondrial en
todos los puntos temporales utilizados para la caracterizacién del modelo, por
razones operativas. Esto nos lleva a preguntarnos en qué momento se produce
la paralizacién del transporte épuede que sea incluso antes de las 12-24 horas
en las que empezamos a ver desmielinizacion y dafio axonal? ¢ Esta paralizacion
se mantendra a lo largo de las 96 horas de estudio? Y respecto a los ensayos de
respirometria, como se ve un aumento de la produccién de ATP significativo
solo a las 24 horas de estimulacidon con LPS y posteriormente baja, si
evaluasemos la capacidad respiratoria de las mitocondrias en tiempos mas

largos i disminuiria?

En los ensayos de respirometria, no se han podido mostrar los
resultados obtenidos para el complejo IV con el estimulo del H,0, por un fallo
en la adicion de los reactivos del protocolo SUIT. Probablemente hubiéramos
visto también un aumento de la capacidad respiratoria de dicho complejo, pero
esta vez asociada a un aumento relativo (no llega a ser significativo) del

contenido proteico de complejos dentro de las mitocondrias (figura 27).

Finalmente, para comprobar si el aumento de la respiracidn de algunos
complejos mitocondriales se debia al aumento del contenido proteico de los
complejos, se decidié estudiar mediante western blot dos de los tres complejos
evaluados en los ensayos de respirometria (el Il y el IV) ya que normalmente
sube la expresion de todos los complejos integrantes de la cadena respiratoria
mitocondrial de forma coordinada (en respuesta a las necesidades metabdlicas
del tejido). Sin embargo, en el estudio no se ha incluido el complejo | que

hubiese ofrecido informacidn adicional.
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A pesar de las limitaciones encontradas a lo largo del estudio, los
resultados sugieren que la activacion microglial y el estrés oxidativo inducen un
incremento inicial de la funcién mitocondrial, pero al mismo tiempo también
inducen el fallo del transporte mitocondrial axonal. Este fallo podria ser el

mecanismo inicial y critico del dafio axonal en neuroinflamacién aguda.

Para confirmar estos hallazgos y profundizar mas en las causas harian

falta mas estudios centrados en dos puntos:

1. Saber si el fallo del transporte mitocondrial axonal es un evento
temprano de la disfuncién mitocondrial en la degeneracion axonal
por neuroinflamacion, y ocurre tal y como parece en este estudio,
incluso antes de que la desmielinizacién y el dafio axonal se
extiendan.

2. ldentificar las causas moleculares del fallo del transporte

mitocondrial axonal.

En relacién con este segundo punto, seria necesario estudiar todos los

elementos que forman la maquinaria de trasporte axonal:

- El citoesqueleto axonal, principalmente los microtdbulos. ¢Estan
sufriendo una desestructuracién? éSe estéan despolarizando?

- Proteinas transportadoras (kinesinas y dineinas), adaptadoras (Miro
vy TRAK) y de anclaje (sintafilina). En Drosophila se sabe que dMiro y
Milton (homdlogas de Miro y TRAK) estan reguladas por los niveles
de calcio intracelular, provocando la parada del transporte de las
mitocondrias axonales cuando los niveles de calcio son elevados
(Wang y Schwarz, 2009; Macaskill et al., 2009).

- Proteinas de la dinamica mitocondrial encargadas de los procesos

de fusidon (Mitofusinas y OPA1) y de fisién {(DRP1, FIS1 y MFF).
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Todos estos procesos de transporte estan al mismo tiempo muy
relacionados con los mecanismos de control de la calidad mitocondrial {Fischer
et al., 2012) que permiten la fusién de mitocondrias para el intercambio de
componentes dafados por componentes funcionales, la fision que parece ser
un evento anterior a la degradacion de las mitocondrias irreversiblemente
dafiadas, y el transporte retrégrado de las mitocondrias dafiadas hacia el soma
para ser degradadas y completar el proceso de la mitofagia. Como ya se ha
comentado anteriormente, las proteinas Parkin y PINK1 implicadas en procesos
de fusion-fision y mitofagia, permitiendo la renovacién de la poblaciéon de
mitocondrias neuronales, sufren mutaciones en formas hereditarias de la
enfermedad de Parkinson (Scarffe et al, 2014). En nuestro modelo de
degeneracion axonal por neuroinflamacién, una de las primeras consecuencias
del fallo del transporte mitocondrial serd la alteracion de los procesos que
regulan el control de calidad mitocondrial. De hecho, la proporcién de
mitocondrias que se desplaza en sentido retrégrado en los cultivos estimulados

con LPS disminuye significativamente (figura 22).

Si se consigue identificar qué estd fallando, tendremos una diana
terapéutica perfecta para revertir el dafio axonal temprano en
neuroinflamacién, que finalmente resulta en degeneracion axonal y en fases
mas cronicas de enfermedades como la esclerosis multiple en acumulacion de

déficits neuroldgicos en los pacientes.
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VIII. CONCLUSIONES
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Nuestro estudio ha identificado un aspecto de la biologia mitocondrial

axonal que falla en un entorno de neuroinflammacion aguda, probablemente

causado por el estrés oxidativo: la paralizacién del transporte mitocondrial

axonal. Esta conclusion se basa en los siguientes hallazgos:

1.

Tras el estimulo neuroinflamatorio las mitocondrias axonales
aumentan de tamafio y poseen una mayor superficie de crestas,
sugiriendo una respuesta encaminada a aumentar la produccién de
energia (ATP).

El transporte axonal de mitocondrias se altera de forma clara tanto
en respuesta a la neuroinflamacion como al estrés oxidativo. El fallo
del transporte impide que la respuesta mitocondrial compensatoria
aporte la energia necesaria en los sitios de dafio axonal y por tanto
contribuya al dafio axonal o incluso sea su causante.

En respuesta a la neuroinflamacion aumentan la respiracion inicial
desacoplada de la ATP sintasa, la respiracién NADH-dependiente
del Cl vy la respiracién del ClIV, sin cambios en la expresion de Cll y
CIV.

Los cambios en la funcidn mitocondrial durante la neuroinflamacion
tienen como consecuencia una mayor produccion de ATP en el
tejido {aunque esto no quiere decir que no pueda haber un déficit

de ATP en los axones).

Un estudio mas profundo de los mecanismos de transporte axonal

durante la neuroinflamacion aguda permitira identificar posibles dianas

terapéuticas que sirvan para frenar el dafio axonal agudo en pacientes de EM y

de otras enfermedades neurodegenerativas en las que también interviene la

inflamacion.
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X. ABREVIATURAS Y FORMULAS
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Abreviaturas

ADN: 4cido desoxirribonucleico
ADP: Adenosin difosfato

AMP: Adenosin monofosfato

APP: proteina precursora amieloide
AR: Aspect ratio

ATP: Adenosin trifosfato

BME: Medio basal con sales de Earle
BSA: Seroalbuimina bovina

BA: Proteina p-amieliode

CM-H,DCFDA: 5-(-6)-clorometil-2',7'-diclorodihidrofluorescein diacetato, acetil
éster

CNPasa: 2',3'-nuclectido ciclico 3'-fosfodiesterasa
COX IV: Citocromo C oxidasa Subunidad /v

DAPI: 4 ',6-diamino-2-fenilindol

DIV: Dias in vitro

DMEM: Medio modificado de Dulbecco y Eagle
Drp1l: Proteina dinamina-1-like (GTPasa mitocondrial)
EA: Enfermedad de Alzheimer

EAE: encefalomielitis autoinmune experimental
EGTA: Acido etilenglicol tetraacético

EH: Enfermedad de Huntington

ELA: Esclerosis lateral amiotrofica
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EM: Esclerosis multiple

EMPP: Esclerosis multiple primaria progresiva
EMRR: Esclerosis multiple remitente recurrente
EMSP: Esclerosis multiple secundaria progresiva
EP: Enfermedad de Parkinson

ETS: Sistema de transporte electrénico

FADH;: flavin adenin dinucleotido, forma reducida
FBS: Suero bovino fetal

FCCP: Carbonil cianida-4-(trifluorometoxi)fenilhidrazona
FIS1: Proteina mitocondrial de la fisién 1

HBSS: Solucién amortiguadora de sales de Hank
HEPES: Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazineetanesulfénico
HS: Suero de caballo

HTT: Huntingtina

Ibal: lonized calcium binding adapter molecule 1
IFN-v: Interferdn gamma

IL-18: Interleuguina 1p

IL-6: Interleuquina 6

iNOS: Sintasa de éxido nitrico inducible

JNK: e-Jun N-terminal kinasa

KIF5: Kinesina 1

LB, medio: Lysogeny broth

LPS: Lipopolisacarido
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MBP: Proteina basica de la mielina

MEM: Medio minimo esencial

MFF: Factor de la fision mitocondrial

Mfnl: Mitofusina 1

Mfn2: Mitofusina 2

MIRO5: Buffer de respiracidon mitochondrial

Miro: GTPasa Rho mitocondrial

MOG: Glicoproteina mielinica de oligodendrocitos

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

MTT: Bromuro 3-(4,5-dimethiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
Na'/K" ATPasa: bomba sodio-potasio ATPasa

NADH: nicotinamida adenina dinucledtido reducido

NEAA: Aminoacidos no esenciales

NGF: Factor de crecimiento nervioso

NF-H: Subunidad pesada de neurofilamento

NF-L: Subunidad ligera de neurofilamento

OPA1: Optic atrophy 1 {proteina dinamina-like mitocondrial)
OXPHOS: Oxidative phosphorylation (fosforilacién oxidativa)
Parkin: Proteina del Parkinson 2 (E3 ubiquitin ligasa)

PARL: Presenilins-associated rhomboid-like protein (serin
mitochondrial)

PB: Buffer fosfato

PBS: Buffer fosfato salino

proteasa
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PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PGCla: Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha
Pi: fosfato inorgénico

PINK1: Kinasa 1 inducida por PTEN {serin-treonin protein kinasa mitocondrial)
PTP: Poro de permeabilidad transitoria mitocondrial

PVDF: Poliviniliden difluoruro

RNS: especies reactivas de nitrégeno

ROS: especies reactivas de oxigeno

ROX: Residual oxygen consumption {consume de oxigeno residual)
SMI-32: Subunidad pesada de neurofilamentos no fosforilada
SNC: Sistema nervioso central

SOD1: Superdxido dismutasa tipo 1

SUIT: substrate-uncoupler-inhibitor titration

SUQ: Succinate ubiquinona oxidorreductasa

TE buffer: Tris-EDTA buffer

TEM: microscopia electronica de transmision

TLR4: Toll-like receptor 4

TMPD: N,N,N’,N’-tetrametil-p-fenilendiamina

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa

TRAK: Trafficking Kinesin Protein

WB: Western blot

X-gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido
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Férmulas

Ca”": 16n calcio

CuSQy: Sulfato de cobre

H,0: Agua

H,0;: Perdxido de hidrdgeno

HCl: Acido clorhidrico

K™: 16n potasio

KH;POQ4: Fosfato de potasio monobisico
MgCl;: Cloruro de magnesio

Na': I6n sodio

NO: Oxido nitrico

05 : Oxigeno
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