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RESUMEN

La acumulacién de proteinas mal plegadas dentro de las mitocondrias genera una
respuesta transcripcional adaptativa, denominada UPR mitocondrial. A través de esta
respuesta, las mitocondrias sefalizan hacia el nicleo para aumentar la expresion de
genes que permiten restaurar la homeostasis proteica. Sin embargo, se desconoce si
ademas de esta respuesta genética, existe un cambio adaptativo en el metabolismo
celular en las etapas tempranas del estrés mitocondrial. El acoplamiento fisico-funcional
del reticulo endoplasmico (RE) con la mitocondria es uno de los principales reguladores
del metabolismo mitocondrial, el cual permite el traspaso directo de Ca?* entre ambos
organelos. En la mitocondria, el Ca?* actiia como cofactor de enzimas que participan en
el ciclo de Krebs, potenciando la produccién de ATP. No obstante, actualmente no existe
informacién sobre posibles cambios en el acoplamiento mitocondria-RE y su papel
durante el estrés mitocondrial. A partir de estos antecedentes, se planteé como hipétesis
de esta tesis que la acumulacion de proteinas mal plegadas al interior de la mitocondria
(UPR mitocondrial) favorece el aumento del metabolismo mitocondrial y el incremento

en el contacto funcional entre mitocondria y RE.

Para responder esta hipétesis se trabajo con la linea celular HeLa, induciendo el estrés
mitocondrial mediante el tratamiento con doxiciclina, antibidtico que inhibe la traduccién
de proteinas en la mitocondria. De esta forma, se produce un desbalance entre la
expresion de las subunidades nucleares y mitocondriales de los complejos respiratorios
lo que lleva a estrés por acumulacién de proteinas no ensambladas. En estas
condiciones se establecié que el tratamiento con doxiciclina produce, entre las 24 y
72 h, un desbalance mito-nuclear de proteinas que son parte de los complejos
respiratorios e induce la respuesta frente a este estrés en cuanto a expresion de
marcadores de la UPR mitocondrial (CHOP, C/EBPf, ClpP, mtHsp60), sin afectar la

viabilidad celular.

Por otra parte, a tiempos cortos de tratamiento, de entre 2 y 4 h, la doxiciclina aumento
los pardmetros metabolicos celulares, como los niveles totales de ATP y el consumo de
oxigeno. A estos mismos tiempos de tratamiento, doxiciclina incrementé los contactos

fisicos y funcionales entre mitocondrias y RE, evaluados mediante colocalizacion por
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inmunofluorescencia indirecta y cinéticas de captacion de Ca?* mitocondrial por

microscopia confocal.

Se puede concluir que el estrés mitocondrial inducido por doxiciclina estimula el
acoplamiento RE-mitocondria y una potenciacién del metabolismo celular a tiempos
tempranos. Estos resultados sugieren que esta respuesta metabdlica favorece la

adaptacion celular frente al estrés mitocondrial.
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SUMMARY

The accumulation of unfolded proteins within the mitochondria generates an adaptive
transcriptional response, denominated mitochondrial UPR. Through this response, the
mitochondria signal back towards the nucleus to increase gene expression that allow
restoring protein homeostasis. However, it is still unknown whether, in addition to this
genetic response, there is an adaptive change in cell metabolism in the early stages of
mitochondrial stress. The physical-functional coupling of the endoplasmic reticulum (ER)
with the mitochondria is one of the main regulators of mitochondrial metabolism, which
allows the direct transfer of Ca?* between both organelles. In mitochondria, Ca?* acts as
a cofactor of enzymes involved in the Krebs cycle, enhancing ATP production. However,
there is currently no information on possible changes in mitochondrial-ER coupling and
its role during mitochondrial stress. From this background, we hypothesized that the
accumulation of unfolded proteins inside the mitochondria (mitochondrial UPR) favours
the increase in mitochondrial metabolism and in the functional contact between

mitochondria and ER.

To address this hypothesis, we worked with the HelLa cell line, inducing mitochondrial
stress by treatment with doxycycline, an antibiotic that inhibits the translation of
mitochondrial-encoded proteins. In this way, there is an imbalance between the
expression of nuclear and mitochondrial subunits of the respiratory complexes leading to
a stress by accumulation of non-assembled proteins. Under these conditions, we
established that the treatment with doxycycline produces a mito-nuclear imbalance of the
proteins, between 24 and 72 h, that are part of the respiratory complexes and induces
the response against this stress as an expression of the mitochondrial UPR markers
(CHOP, C/EBPS, ClpP, mtHsp60), without affecting cell viability.

On the other hand, at short treatment times (between 2 and 4 h), doxycycline increased
cellular metabolic parameters, such as total ATP levels and oxygen consumption. At
these times, doxycycline increases the physical and functional contacts between
mitochondria and ER, evaluated by indirect immunofluorescence colocalization and

kinetics of mitochondrial Ca?* uptake using confocal microscopy.
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In summary, the mitochondrial stress induced by doxycycline stimulates an early
mitochondrial-RE coupling and potentiates cell metabolism. These results suggest that
this metabolic response favours cellular adaptation to mitochondrial stress.
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1. INTRODUCCION

1.1. Homeostasis proteica

La homeostasis es una propiedad de todos los organismos vivos que permite
mantener distintas variables biol6gicas claves en un nivel relativamente constante a
pesar de los cambios ambientales externos al organismo. Esta propiedad fue definida en
el siglo XVII por el cientifico Claude Bernard como la “constancia del medio interno”,
otorgandole el rango de requisito indispensable para la vida independiente, ya que
permite mantener las condiciones necesarias para la vida sin importar las perturbaciones
del medio ambiente (Bernard, 1974). Algunos ejemplos de homeostasis en la fisiologia
son la mantencion de la temperatura corporal, de la concentracién de glucosa e iones en
el torrente sanguineo, y la regulacion del pH del medio extracelular. La homeostasis se
mantiene gracias a una serie de sistemas de control, basados en la retroalimentacion,
donde se distinguen los siguientes componentes: la variable o caracteristica controlada;
uno 0 mas sensores que detectan los cambios en la variable; un sistema de control o
integrador, que recibe e interpreta la informacion de los sensores y pone en marcha un
mecanismo de compensacion; y efectores, que actlan sobre la variable produciendo la

respuesta.

La homeostasis proteica, 0 proteostasis, consiste en mantener la estabilidad y
funcionalidad de todas las proteinas dentro de una célula u organismo. Las proteinas
deben alcanzar y mantener una estructura tridimensional que les permita cumplir con su
funcion. Para este fin, se deben coordinar los procesos de sintesis proteica, plegamiento,
modificaciones post-traduccionales, ensamblaje de complejos proteicos y degradacion
de las proteinas alteradas o que ya han cumplido su vida util (Broadley & Hartl, 2008;
Jovaisaite et al., 2014). Estos procesos son regulados por la accién de chaperonas
moleculares, las cuales promueven el correcto plegamiento de las proteinas recién
sintetizadas, previenen la agregacion de proteinas durante el plegamiento y ayudar en
el ensamblaje de complejos proteicos (Haynes & Ron, 2010). Por otra parte, si una
proteina no logra plegarse adecuadamente, se encuentra dafiada o ya ha cumplido su
vida util, existen diversos mecanismos dependientes de proteasas que promueven su
degradacion (Lopez-Otin et al., 2013; Quirds et al., 2015).
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1.1.1. Respuesta a proteinas mal plegadas

La mantencién de la proteostasis requiere de un fino balance entre los niveles de
chaperonas y sus proteinas cliente. Diversos tipos de estrés pueden llevar a una
sobrecarga de proteinas mal plegadas al interior de una célula, alterando este balance.
Cuando esto ocurre se activan vias de sefalizacion adaptativas conocidas
genéricamente como “respuestas a proteinas mal plegadas” (UPRs, por sus siglas en
inglés “Unfolded Protein Responses”) (Broadley & Hartl, 2008; Haynes & Ron, 2010;
Jovaisaite et al., 2014; Pellegrino et al., 2013). Las UPRs comprenden cuatro etapas:
(a) Deteccidn de las proteinas mal plegadas; (b) Transduccién de la sefial de estrés hacia
el ndcleo; (¢) Activacién de programas genéticos adaptativos, que incluyen un aumento
en la expresion de chaperonas y proteasas para el control de calidad proteico; y

(d) Restauracion de la homeostasis (Jovaisaite et al., 2014).

Debido a la complejidad de las células eucariontes, las proteinas mal plegadas pueden
acumularse en diversos compartimentos celulares. Es asi que existen vias de
sefalizacién de UPR independientes para cada compartimento subcelular (Figura 1). En
la literatura se han descrito tres tipos de UPR dependiendo del lugar de origen de la
sefal (Broadley & Hartl, 2008; Haynes & Ron, 2010; Jovaisaite et al., 2014). La primera
de ellas se origina en el citosol y se conoce como “respuesta citosdlica frente a shock
térmico” (HSR, por sus siglas en inglés “Heat-Shock Response”). Esta respuesta es
regulada por el factor transcripcional Heat-shock Factor 1 (HSF-1). En condiciones
basales, HSF-1 se asocia a chaperonas citosélicas que inhiben su translocacion al
nucleo. Cuando se acumulan proteinas mal plegadas en el citosol, las chaperonas se
unen a éstas, liberando a HSF-1 y permitiendo la activacion de la respuesta a nivel
nuclear (Figura 1a) (Lindquist, 1986).

El reticulo endoplasmico (RE) es el principal lugar de sintesis y plegamiento de
proteinas de membrana y de secrecion. Las proteinas sintetizadas por esta via deben
plegarse correctamente dentro del lumen del RE, por lo cual este organelo cuenta con
una amplia maquinaria de control de calidad proteico (Lee & Ozcan, 2014). Cuando el
manejo de las proteinas dentro del RE se altera y se acumulan proteinas mal plegadas,

se gatilla la respuesta frente a proteinas mal plegadas del RE (UPRRE) (Broadley & Hartl,
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2008; Haynes & Ron, 2010; Jovaisaite et al., 2014; Lee & Ozcan, 2014; Pellegrino et al.,
2013). La UPRRE comprende tres vias de sefializacion complementarias que, en
conjunto, ayudan a reducir la carga proteica del RE con el fin de recuperar la homeostasis
(Figura 1b) (Lee & Ozcan, 2014).

Finalmente, en los dltimos afios se le ha dado mas visibilidad a otra clase de UPR,
conocida como UPR mitocondrial (UPR™), generada en respuesta a la acumulacién de
proteinas mal plegadas en el interior de las mitocondrias (Figura 1c) (Broadley & Hartl,
2008; Haynes et al., 2013; Haynes & Ron, 2010; Jovaisaite et al., 2014; Pellegrino et al.,

2013; Yoneda et al., 2004). Esta nueva via de sefializacion se describira en detalle mas
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Figura 1. Vias de sefializaciéon de las respuestas frente a proteinas mal plegadas.
En este esquema se muestra de forma comparativa los factores involucrados en la
deteccion del estrés proteotéxico, la transduccion de la sefial de estrés y los efectores
que restauran la proteostasis para las tres principales clases de UPR. (a) Respuesta
citosdlica frente a shock térmico. (b) UPR de reticulo endoplasmico (RE). (c) UPR
mitocondrial. HSR: heat shock response. ERAD: Endoplasmic-reticulum-associated
protein degradation. (Adaptado de Taylor et al., 2014)
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1.2. Mitocondrias

Las mitocondrias son organelos subcelulares complejos originados por la
incorporacion de bacterias aerobicas en las células eucariontes primitivas, mediante un
mecanismo de endosimbiosis, hace aproximadamente 1.500 millones de afios (Barbour
& Turner, 2014; Whelan & Zuckerbraun, 2013). Las mitocondrias son organelos
formados por una doble membrana, que constan de cuatro compartimentos bien
definidos: la membrana mitocondrial externa (OMM, por sus siglas en inglés Outer
Mitochondrial Membrane), el espacio intermembrana (IMS, por sus siglas en inglés Inter-
Membrane Space), la membrana mitocondrial interna (IMM, por sus siglas en inglés Inner
Mitochondrial Membrane) y la matriz mitocondrial (Pellegrino et al., 2013; Ryan &
Hoogenraad, 2007). Las mitocondrias cumplen diversas funciones relacionadas con el
metabolismo energético, la sefializacion intracelular, el almacenamiento de calcio (Ca?*)
y la apoptosis, entre otras (Chandel, 2015). En las mitocondrias se produce la mayor
parte del ATP celular derivado de la oxidacion, a través del ciclo de Krebs, de
carbohidratos, acidos grasos y proteinas (Bravo-Sagua et al., 2013; Kuzmicic et al.,
2011; McBride et al., 2006).

Debido a su origen endosimbionte, las mitocondrias son organelos semiautbnomos
gque poseen su propio genoma, contenido en el DNA mitocondrial (mtDNA) (Latorre-
Pellicer et al., 2016; Wallace, 2016; Whelan & Zuckerbraun, 2013). Sin embargo, durante
la evolucion de los organismos eucariontes, la mayor parte del genoma mitocondrial se
transfiri6 al genoma nuclear, quedando so6lo 37 genes codificados en el mtDNA. De
éstos, 13 codifican para proteinas que participan en la cadena transportadora de
electrones (ETC, por sus siglas en inglés “Electron Transport Chain”) y la fosforilacién
oxidativa, 22 corresponden a tRNAs y 2 a rRNAs (Whelan & Zuckerbraun, 2013). Por lo
tanto, la funcion oxidativa de las mitocondrias depende completamente del aporte
nuclear, y la gran mayoria de las proteinas mitocondriales son traducidas en el citosol y
luego importadas hacia las mitocondrias a través de los complejos TOM (Translocase of
the outer membrane) y TIM (Translocase of the inner membrane) (Baker et al., 2007,
Richter-Dennerlein et al., 2015; Ryan & Hoogenraad, 2007; Yun & Finkel, 2014).
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1.2.1. Control de calidad mitocondrial

Debido a su estructura y su funcién en el metabolismo oxidativo, las mitocondrias son
organelos expuestos a diversas formas de estrés. Por una parte, la mitocondria es una
de las principales fuentes de generacién de especies reactivas del oxigeno (ROS, por
sus siglas en inglés Reactive Oxygen Species), derivadas del funcionamiento de la ETC
(Andreux et al., 2013; Baker & Haynes, 2011). Las cantidades elevadas de ROS pueden
afectar el funcionamiento mitocondrial al oxidar proteinas, lipidos y mtDNA (Andreux et
al., 2013; Baker & Haynes, 2011; Kotiadis et al., 2013). Por otra parte, la mayoria de las
proteinas mitocondriales estan codificadas en el genoma nuclear, lo que implica que
éstas deben ser importadas, en su forma desplegada, a través de los complejos de
importe de proteinas y luego deben ser correctamente plegadas y ensambladas
(Andreux et al., 2013; Baker et al., 2007; Broadley & Hartl, 2008; Jovaisaite et al., 2014).
Ademas, los complejos |, lll, IV y la ATP sintasa de la cadena transportadora de
electrones poseen subunidades codificadas tanto por el genoma nuclear como el
mitocondrial (Andreux et al., 2013; Haynes & Ron, 2010; Pellegrino et al., 2013). El
ensamblaje de estos complejos requiere de cantidades estequiométricas de todas las
subunidades, lo cual implica que debe existir una coordinacién precisa en la expresion
de ambos genomas (Andreux et al., 2013; Haynes & Ron, 2010; Kotiadis et al., 2013;
Pellegrino et al., 2013; Rampelt & Pfanner, 2016; Richter-Dennerlein et al., 2016). Todos
estos factores pueden jugar un rol en la alteracion de la proteostasis dentro de la

mitocondria.

Debido a la importancia de mantener el buen funcionamiento de las mitocondrias para
conservar la homeostasis celular, existen diversos mecanismos de control de calidad
gue operan en este organelo, los cuales actian dependiendo de la extension del dafio y
del tiempo de exposicion al agente estresor (Figura 2) (Andreux et al., 2013; Baker et
al., 2011; Baker & Haynes, 2011; Kornmann, 2014; Kotiadis et al., 2013). De acuerdo a
este esquema, la mantencion de la homeostasis proteica es el primer paso para asegurar
la funcion mitocondrial (Andreux et al., 2013; Baker et al., 2011; Baker & Haynes, 2011).
Es asi que la maquinaria para la mantencion de la proteostasis mitocondrial incluye
diversas chaperonas moleculares y proteasas, que se encuentran distribuidas en cada

uno de los compartimentos mitocondriales (Baker et al., 2011; Baker & Haynes, 2011;
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Kotiadis et al., 2013; Pellegrino et al., 2013). Cuando se producen alteraciones en la
ETC, que conllevan un aumento en la produccion de ROS, existen programas de defensa
antioxidantes que comprenden diversas enzimas con funcién antioxidante y de
reparacion del mtDNA (Andreux et al., 2013; Kotiadis et al., 2013). Si el dafio se hace
extensivo a una mayor porcion del organelo, una forma de disminuir el dafio es a través

de la dindmica mitocondrial.

Las mitocondrias no son entidades estaticas dentro de las células, sino que
conforman una red que es remodelada por eventos de fusion y fision, proceso conocido
como dindmica mitocondrial (Chan, 2006; Pernas & Scorrano, 2016). La fusién de una
mitocondria deteriorada con una mitocondria sana limita la extensién del dafio al permitir
la complementacién de sus componentes (Andreux et al., 2013; Ashrafi & Schwarz,
2013; Osiewacz & Bernhardt, 2013; Youle & van der Bliek, 2012). Por otra parte, cuando
una porcion significativa de la red mitocondrial esta severamente dafiada, se produce
una fisién asimétrica de ésta, acumulando el material deteriorado en unidades que son
separadas del resto de la red mitocondrial. Estas mitocondrias dafiadas producidas por
fision se caracterizan por tener un menor potencial de membrana mitocondrial (mtAy) y
usualmente son degradadas mediante una forma especializada de macroautofagia,
conocida como mitofagia (Andreux et al., 2013; Ashrafi & Schwarz, 2013; Kornmann,
2014; Osiewacz & Bernhardt, 2013; Twig et al., 2008; Youle & van der Bliek, 2012).

La macroautofagia es un proceso conservado en células eucariontes mediante el cual
se secuestra contenido citoplasmatico y organelos dentro de vesiculas de doble
membrana que luego se fusionan con lisosomas para su degradacion (Mizushima &
Komatsu, 2011). La macroautofagia participa en el control de calidad celular, degradando
componentes dafiados o que ya han cumplido su vida 0til, y como respuesta adaptativa
a la privacion de nutrientes (Yang & Klionsky, 2010). A grandes rasgos, se puede
clasificar la macroautofagia en dos tipos: no selectiva, la cual ocurre en situaciones de
limitacion de nutrientes; y cargo-especifica, que se encarga de degradar principalmente
organelos envejecidos o que no son necesarios, proceso fundamental para el control de
calidad celular (Youle & Narendra, 2011). Dentro de este Ultimo tipo de macroautofagia,
el caso mejor estudiado es la mitofagia, o autofagia selectiva de mitocondrias (Andreux
et al., 2013; Youle & Narendra, 2011; Zhu et al., 2013).
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Figura 2. Control de calidad mitocondrial. Esquema que representa las etapas
involucradas en el control de calidad mitocondrial. Cuando hay acumulacién de proteinas
mal plegadas en la mitocondria, la proteostasis se mantiene gracias a la activacion de la
UPR™, Si hay niveles elevados de ROS, la homeostasis puede recuperarse gracias a la
acciéon de diversas enzimas antioxidantes. Cuando hay dafio oxidativo de proteinas,
lipidos y/o mtDNA, éste puede mitigarse gracias a eventos de fusion con mitocondrias
sanas. Si estos mecanismos son insuficientes para restaurar la homeostasis
mitocondrial, existe una caida del mtAy, llevando a fisidn mitocondrial y mitofagia.
Finalmente, cuando el dafio se extiende a gran parte de la red mitocondrial, se gatilla la
apoptosis de la célula. Adaptado de Andreux et al., 2013.

La mitofagia es uno de los principales mecanismos de control de calidad de las
mitocondrias, ya que se encarga de eliminar las mitocondrias defectuosas con bajo mtAy
(Andreux et al., 2013; Ashrafi & Schwarz, 2013; Kornmann, 2014; Youle & Narendra,
2011). Las proteinas PINK1 y Parkin son los principales componentes de la maquinaria
encargada de marcar las mitocondrias destinadas a mitofagia. PINK1 es una proteina

quinasa que posee una secuencia de destinacion mitocondrial. En condiciones normales,
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PINK1 se internada en la mitocondria donde se degrada por diversas proteasas
mitocondriales (Deas et al., 2011, Jin et al., 2010; Thomas et al., 2014). Cuando existe
un bajo mtAy, PINK1 se estabiliza en la OMM vy recluta a la E3-ubiquitin ligasa Parkin,
la cual ubiquitina a diversas proteinas de la OMM, gatillando el reclutamiento de la
magquinaria autofagica (Kotiadis et al., 2013; Narendra et al., 2010; Thomas et al., 2014,
Youle & Narendra, 2011). Finalmente, cuando el dafio ya se ha extendido a la mayor
parte de las mitocondrias de una célula, se activa la via apoptética con el fin de eliminar

la célula completa (Andreux et al., 2013; Barbour & Turner, 2014).

1.2.2. UPR mitocondrial

Como se menciond anteriormente, la acumulacién de proteinas mal plegadas en el
interior de las mitocondrias gatilla la activacion de una via de sefializacion conocida como
UPR™ (Yoneda et al., 2004). Hoogenraad et al. fueron los primeros en describir el
aumento en la transcripcion de chaperonas mitocondriales en respuesta a distintos tipos
de estrés, como la pérdida del mtDNA (Martinus et al., 1996) o la acumulacién artificial
de proteinas mal plegadas (Zhao et al., 2002) en células de mamiferos. Posteriormente,
estos mismos investigadores describieron algunos factores transcripcionales
involucrados en esta respuesta (Aldridge et al., 2007; Horibe & Hoogenraad, 2007). Sin
embargo, el grupo de Ron y Haynes, junto con aportes del grupo de Dillin, se ha
encargado mayoritariamente de describir la via de sefalizacion que va desde la
deteccion de la sefial de estrés por proteinas mal plegadas hasta la activacién de
factores transcripcionales de respuesta, utilizando el modelo de Caenorhabditis elegans
(Baker et al., 2012; Benedetti et al., 2006; Haynes et al., 2007, 2010; Merkwirth et al.,
2016; Nargund et al., 2012; Tian et al., 2016; Yoneda et al., 2004). Gracias a estos
estudios, hoy en dia se conoce gran parte de la secuencia de eventos que participan en

la activacion de la UPR™ en este modelo (Figura 3).

De acuerdo a los trabajos de Ron y Haynes, la sefal de estrés se origina en la matriz
mitocondrial cuando existe un exceso de proteinas mal plegadas o subunidades que no
estan siendo ensambladas en sus respectivos complejos. Dichas proteinas saturan a las

chaperonas mitocondriales y por tanto se acumulan en la matriz mitocondrial (Haynes et
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al., 2013; Jovaisaite et al., 2014; Jovaisaite & Auwerx, 2015). Este exceso de proteinas
se degrada por el complejo proteolitico ClpXP (Haynes et al., 2007, 2010) hasta formar
péptidos de 6 a 20 residuos (Haynes et al., 2010; Kirstein-Miles & Morimoto, 2010). Estos
péptidos luego son transportados hacia el IMS a través de un transportador de tipo ABC
(ATP-binding cassette), llamado HAF-1, que se localiza en la IMM, y posteriormente
difunden a través de la OMM hacia el citosol (Haynes et al., 2010). Se postula que el
eflujo de péptidos desde la matriz mitocondrial hacia el citosol altera el importe de
proteinas a través del complejo TOM (Haynes et al., 2013; Jovaisaite et al., 2014;
Nargund et al., 2012). ATFS-1 es un factor transcripcional del tipo bZip que contiene en
su secuencia sefiales de destinacion tanto nuclear como mitocondrial y es fundamental
en la expresion de genes asociados a UPR™ (Nargund et al., 2012, 2015; Rauthan et al.,
2013). En condiciones basales, ATFS-1 es importado hacia la mitocondria donde es
degradado por la proteasa LON (Nargund et al., 2012). Sin embargo, en condiciones de
estrés mitocondrial, donde se afecta el importe de proteinas mitocondriales, ATFS-1 se
acumula en el citosol y se transloca al nucleo donde activa la expresion de genes
relacionados con la proteostasis mitocondrial (Jovaisaite et al., 2014; Nargund et al.,
2012; Vogtle & Meisinger, 2012). No obstante, parte de ATFS-1 permanece en la matriz
mitocondrial, donde limita la expresion de genes mitocondriales, permitiendo equiparar
la expresién de ambos genomas en situaciones de estrés (Nargund et al., 2015). Existen
otras proteinas relacionadas con la respuesta nuclear frente a proteinas mal plegadas
en la mitocondria. Cuando se induce la UPR™, aumenta la expresién de UBL-5
(Benedetti et al., 2006), la cual forma un complejo con DVE-1 (Haynes et al., 2007). Este
complejo es translocado al nicleo, donde participa en la expresion de genes de la UPR™,
probablemente remodelando la cromatina (Benedetti et al., 2006; Haynes et al., 2007;
Jovaisaite et al., 2014). También se ha descrito la participacion de dos desmetilasas de
histonas que favorecerian la expresion de genes relacionados con la proteostasis
mitocondrial y los efectos a largo plazo en la longevidad, de manera epigenética
(Merkwirth et al., 2016).
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Figura 3. Via de sefializacién de la UPR™. Esquema que representa las etapas
involucradas en la activacion de la UPR™ en C. elegans (en verde), en mamiferos (en
rojo) y los elementos conservados entre ambos (en celeste). Adaptado de Jovaisaite &
Auwerx, 2015.

A pesar de todos los avances en C. elegans, en mamiferos la via de sefializacién de
la UPR™ alin no esta bien descrita. El primer trabajo en esta area mostré, en una linea
celular de hepatoma de rata, que la deplecion del mtDNA mediante el tratamiento con
bromuro de etidio, aumentaba la expresion de chaperonas mitocondriales (Martinus et
al., 1996). En un trabajo posterior del mismo grupo, se generé un modelo de induccion
de UPR™ mediante la expresion de una forma mutante de la Ornitina transcarbamilasa
(OTC), que se localiza en la matriz mitocondrial (Zhao et al., 2002). Esta mutacién
corresponde a la delecion de los aminoacidos 30-114 de la OTC, que corresponde a
parte del sitio activo de la enzima (esta forma mutante se conoce como AOTC) (Zhao et
al., 2002). Esta proteina puede ser importada a la matriz mitocondrial, pero una vez
dentro no se pliega correctamente y forma agregados proteicos insolubles (Zhao et al.,
2002). La expresion de esta proteina mutante en células COS-7 activa la UPR™,
aumentando la expresion de chaperonas y proteasas mitocondriales. Asimismo, en este
trabajo se descubri6 un elemento de respuesta a estrés mitocondrial (MSR,

Mitochondrial stress response) en los promotores de genes que responden a UPR™, y

31



se describid la regulaciéon de este elemento de respuesta por el heterodimero formado
por el factor transcripcional CHOP y el cofactor C/EBPJ, los cuales aumentan su
expresion en estas condiciones (Aldridge et al., 2007; Horibe & Hoogenraad, 2007; Zhao
et al., 2002). CHOP y C/EBP también participan en la UPRRE, sin embargo existen otros
factores que dan especificidad a ambas respuestas, ya que al inducir UPR™ no se
activan los genes relacionados con la UPRRE (Jovaisaite et al., 2014; Zhao et al., 2002).
Algunos estudios sugieren que en la UPR™ en mamiferos también existe participacion
del complejo ClpXP (Al-Furoukh et al., 2015; Rath et al., 2012). Ademas, se han descrito
otros dos elementos de respuesta conservados en los genes relacionados con UPR™ en
mamiferos, denominados MURE1 y MURE2 (Mitochondrial Unfolded protein Response
Elements), sin embargo aun se desconoce qué factores transcripcionales actian sobre
ellos (Aldridge et al.,, 2007). Una posible alternativa es el factor ATF-5, descrito
recientemente como participante en la UPR™ (Fiorese et al., 2016). Al igual que ATFS-1
en C. elegans, ATF-5 posee sefiales de destinacion tanto mitocondrial como nuclear y
es regulada igualmente mediante su localizacion subcelular (Fiorese et al., 2016).
Ademas, ATF-5 restaura la respuesta frente a estrés mitocondrial en nematodos
deficientes en ATFS-1, revelando la alta conservacion de esta repuesta durante la

evolucion (Fiorese et al., 2016).

1.3. Mitohormesis

El concepto de hormesis se utiliza ampliamente en el area de toxicologia y
farmacologia (Calabrese & Baldwin, 2002). En términos sencillos, la hormesis se refiere
al fendmeno de dosis-respuesta que se produce frente a distintos niveles de estrés, en
donde un agente estresor en dosis bajas puede proteger frente a un estimulo posterior
con una dosis mayor del mismo estresor (Calabrese & Baldwin, 2002; Yun & Finkel,
2014). La hormesis se explica por la respuesta adaptativa que gatilla un estresor a dosis
bajas y que aumenta la capacidad de las células para lidiar con el estrés (Yun & Finkel,
2014).

En los ultimos afios, ha sido acufiado el concepto de hormesis mitocondrial o

mitohormesis. La mitohormesis se refiere a la respuesta hormética gatillada por el estrés
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mitocondrial leve, la cual puede producir beneficios metabdlicos a corto plazo y efectos
a largo plazo, como la resistencia al estrés y el aumento de la longevidad (Barbour &
Turner, 2014; Kotiadis et al., 2013; Yun & Finkel, 2014).

La acumulacion de proteinas mal plegadas dentro de la mitocondria es una de las
primeras sefales de estrés mitocondrial (Figura 2) (Andreux et al., 2013). De esta forma,
se ha descrito en la literatura que la UPR™, al ser una respuesta adaptativa a niveles
bajos de estrés, tiene un efecto hormético que se traduce en un aumento de la
longevidad (Karpac & Jasper, 2013; Wolff & Dillin, 2013; Wrighton, 2013). Una serie de
estudios han mostrado que la disminucion de los niveles de las subunidades de los
complejos de la ETC o de la maquinaria de traduccion mitocondrial, genera el llamado
“desbalance mitonuclear”, e incrementa la esperanza de vida del organismo,
dependiente de la activacion de la UPR™, en modelos tales como C. elegans y
Drosophila melanogaster (Copeland et al., 2009; Dillin et al., 2002; Durieux et al., 2011;
Houtkooper et al., 2013; Owusu-Ansah et al., 2013). Ademas, se mostré que la
rapamicina y el resveratrol, conocidos por alargar la esperanza de vida en ciertos
modelos, inducen igualmente dicho desbalance mitonuclear y, al menos en el caso de la
rapamicina, se requiere de la induccién de la UPR™ para lograr el efecto en la sobrevida
en C. elegans (Houtkooper et al., 2013). Asimismo, se ha observado una correlacion
negativa entre la expresion de la proteina ribosomal mitocondrial S5 y la esperanza de
vida en una poblacién genéticamente heterogénea de ratones, lo cual se explicaria por
el desbalance mitonuclear generado por la menor traduccién mitocondrial, gatillando una
respuesta adaptativa que se traduciria en un aumento de la longevidad (Houtkooper et
al., 2013). Este estudio ademas revela que esta via de longevidad es conservada a lo

largo de la evolucién.

Estos antecedentes indican que la correcta ejecucion de la UPR™ es vital para
aumentar la resistencia de las mitocondrias, y por tanto de las células, frente a distintos
tipos de estrés. Para lograr esto se requiere una correcta sefializacion desde la
mitocondria hacia el ndcleo, para activar la expresion de los genes necesarios para
recuperar la homeostasis proteica (Jovaisaite & Auwerx, 2015; Whelan & Zuckerbraun,
2013). Sin embargo, se debe tener en cuenta que, como toda respuesta adaptativa, la

UPR™ requiere ademas de un aporte energético que sustente el despliegue de dicha
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respuesta, ya que todos los procesos involucrados requieren de un mayor aporte de ATP
(generacion de la sefial de estrés, expresion génica, accion de transportadores,
chaperonas y proteasas). Tanto la modulacion de la expresion génica como la
potenciacion del metabolismo mitocondrial se basan en un proceso conocido como

comunicacion entre organelos, que se detallara a continuacion.

1.4. Comunicacion entre organelos

Las células eucariontes se caracterizan por la separacion de distintas funciones
celulares en diferentes organelos. A pesar de que originalmente se pensaba que estos
organelos eran entidades independientes, delimitadas en su mayoria por membranas,
en la actualidad es ampliamente aceptado el concepto de la comunicacién entre
organelos como parte fundamental de su funcionamiento (Bravo-Sagua et al., 2014). La
comunicacion entre organelos es un proceso dinamico en el tiempo y el espacio, que
puede estar mediado por moléculas de sefializacion que son enviadas desde un
organelo a otro o que puede producirse por el acercamiento fisico entre dos organelos a
distancias menores de 40 nm, pero sin perder su individualidad ni fusionar sus
membranas. Estos contactos fisicos generalmente estan mediados por complejos
proteicos que regulan las interacciones y el traspaso de componentes entre organelos
(Bravo-Sagua et al., 2014). En los ultimos afios nuestro laboratorio se ha dedicado al
estudio de la comunicacion entre organelos y su participacion en diversos procesos
fisiopatoldgicos (Bravo-Sagua et al., 2013, 2014, 2016, Bravo et al., 2011, 2012; del
Campo et al., 2014; Gutiérrez et al., 2014; Ibarra et al., 2013).

1.4.1. Comunicaciéon mitocondria-ntcleo

Como se mencioné anteriormente, el proteoma mitocondrial se encuentra codificado
en dos genomas separados, lo cual implica que, para el correcto funcionamiento de este
organelo, debe existir una expresion finamente coordinada de ambos conjuntos de
genes. Es por esto que la comunicacion entre el nucleo y las mitocondrias es
fundamental para mantener la homeostasis mitocondrial y celular (Kotiadis et al., 2013;
Quirds et al., 2016; Ryan & Hoogenraad, 2007; Whelan & Zuckerbraun, 2013; Wolff,
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Ladoukakis, Enriquez, et al., 2014). Originalmente se pensaba que la comunicacion entre
el nucleo y las mitocondrias era unidireccional, es decir, que el Unico traspaso de
informacion ocurria durante la biogénesis mitocondrial, en donde las proteinas
mitocondriales codificadas en el genoma nuclear eran importadas hacia el organelo
(Kotiadis et al., 2013; Ryan & Hoogenraad, 2007; Whelan & Zuckerbraun, 2013). Sin
embargo, actualmente se reconoce que las mitocondrias sefializan en forma inversa
hacia el nacleo en situaciones de estrés con el fin de regular la expresién de genes
necesarios para gatillar respuestas adaptativas. Este tipo de sefalizacién desde la
mitocondria hacia el nlcleo se conoce de forma genérica como sefializacion retrégrada
(Kotiadis et al., 2013; Quirés et al., 2016; Ryan & Hoogenraad, 2007; Whelan &
Zuckerbraun, 2013).

La UPR™ es un tipo de sefializacién retrégrada que se gatilla cuando existe una
alteracién en la proteostasis mitocondrial. Como se indic6é anteriormente, la UPR™
genera como respuesta la expresion de genes nucleares que ayudan a lidiar con el estrés
proteotoxico, principalmente chaperonas moleculares y proteasas mitocondriales
(Kotiadis et al., 2013; Quirés et al.,, 2016; Ryan & Hoogenraad, 2007; Whelan &
Zuckerbraun, 2013).

1.4.2. Comunicacion mitocondria-RE

Los contactos entre mitocondrias y RE se producen en zonas especializadas de la
membrana del RE conocidas como “membrana del RE asociada a mitocondrias” (MAM,
por sus siglas en inglés “Mitochondrial-Associated ER Membrane”) (Bravo-Sagua et al.,
2013; Loépez-Crisosto et al., 2015). Estos contactos son esenciales en procesos de
biosintesis y traspaso de lipidos, regulacion de la dinamica mitocondrial y traspaso de
Ca?" desde el RE hacia la mitocondria (Bravo-Sagua et al., 2013, 2014; Bravo et al.,
2012; Csordas & Hajnoczky, 2009; Rowland & Voeltz, 2012). La maquinaria proteica
encargada de mantener y regular las MAMs ha sido ampliamente descrita, e incluye
proteinas tales como Mitofusina-2, IPsR, VDAC y mtHsp70/Grp75 (Figura 4, izquierda)
(Bravo-Sagua et al., 2013; Giorgi et al., 2009; Kornmann, 2013; Lépez-Crisosto et al.,
2015).
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El metabolismo mitocondrial basal requiere de sustratos metabdlicos en forma de
equivalentes reducidos (NADH, FADH,), oxigeno como aceptor final de la ETC y Ca?*
como cofactor para el 6ptimo funcionamiento de las deshidrogenasas del ciclo de Krebs
(Bravo-Sagua et al., 2017; Bravo et al., 2012; Cardenas et al., 2010; Rizzuto et al., 2012).
El Ca?* ingresa a la matriz mitocondrial mediante un complejo conocido como uniporter
de Ca?* mitocondrial (MCU, por sus siglas en inglés mitochondrial Calcium Uniporter)
(Kamer & Mootha, 2015; De Stefani et al., 2011). El mCU es altamente selectivo para
Ca?*, sin embargo tiene una baja afinidad por este catién (Giorgi et al., 2009; Kirichok et
al., 2004). Es por esto que se requieren altas concentraciones de Ca?* en los alrededores
de la mitocondria para lograr un ingreso eficiente de Ca?* (Bravo-Sagua et al., 2017).
Estas altas concentraciones de Ca?* se producen en las cercanias del RE, uno de los
principales reservorios de Ca?"intracelular, por lo tanto los contactos RE-mitocondria son
fundamentales para lograr un traspaso eficiente de Ca?* a la mitocondria y su correcto
funcionamiento (Figura 4, derecha) (Bravo-Sagua et al., 2017; Bravo et al., 2012;
Cardenas et al., 2010; Giorgi et al., 2009; Rizzuto et al., 2012).
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Figura 4. Comunicacion entre mitocondrias y RE. (lzquierda) Esquema que
representa la estructura de la MAM y algunas de las proteinas que la componen
(Adaptado de Bravo-Sagua et al., 2013). (Derecha) Esquema que representa la
potenciacion del metabolismo mitocondrial que se produce al aumentar los contactos
entre mitocondrias y RE, con el consecuente aumento en el traspaso de Ca?" hacia la
matriz mitocondrial. Adaptado de Bravo et al., 2012.

1.4.3. Comunicacion mitocondria-RE durante estrés celular

En situaciones de estrés celular, como ocurre cuando existe una acumulacién de
proteinas mal plegadas, existe un incremento en los requerimientos energéticos para
poder poner en marcha las correspondientes respuestas adaptativas. Es asi como
nuestro Laboratorio ha estudiado previamente la adaptacion metabdlica frente al estrés
de RE (Bravo et al., 2011, 2012). En etapas tempranas del estrés de RE en células HelLa,
incluso antes de observar cambios en la expresion de genes, se produce un aumento en
los contactos entre el RE y las mitocondrias. Esto conlleva un aumento en el traspaso
de Ca?" hacia las mitocondrias, produciendo, a su vez, un aumento en el metabolismo
mitocondrial (Bravo et al., 2011). Este resultado sugiere que para ejecutar una respuesta
de adaptacion al estrés, no so6lo se requiere de cambios en la expresion génica, sino
también de ajustes metabdlicos que aporten la energia suficiente para superar dicho
estrés (Bravo et al., 2012). Mas aun, si se inhibe el traspaso de Ca?" desde el RE hacia

la mitocondria, se observa un aumento en la muerte celular frente al estrés de RE,
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destacando la importancia de la adaptacién metabdlica como parte de la respuesta de
UPRRE (Bravo et al., 2011).

Con respecto a las adaptaciones metabdlicas frente a una situacion de UPR™, éstas
sélo han sido estudiadas a largo plazo, cuando el dafio mitocondrial es evidente. En
estos casos se observa un incremento en la expresion de genes glicoliticos y una
reduccién en el metabolismo mitocondrial (Lin & Haynes, 2016; Nargund et al., 2012;
Schulz & Haynes, 2015). Actualmente, no existen antecedentes en la literatura acerca
del estudio de las potenciales adaptaciones metabdlicas tempranas y los contactos entre
mitocondrias y RE en situaciones de UPR™. En base a estos antecedentes, en el
presente proyecto se propuso evaluar los cambios en la comunicacién mitocondrias-RE

en un contexto de estrés mitocondrial.
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2. HIPOTESIS

“La activacion del mecanismo de respuesta a proteinas mal plegadas mitocondrial
(UPR™), inducido por doxiciclina, aumenta el metabolismo de este organelo y su

contacto funcional con el reticulo endoplasmico”.

3. OBJETIVO GENERAL

Estudiar los cambios en el metabolismo mitocondrial y el acercamiento mitocondria-
reticulo endoplasmico producidos por la activacién de la UPR™ por doxiciclina en células
Hela.

4, OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Establecer el curso temporal de la activacion de la UPR™ por doxiciclina en células
Hela.

= Estudiar los cambios en el metabolismo mitocondrial generados por la activacion de
la UPR™ por doxiciclina en células Hela.

= Evaluar si existen cambios en la comunicacion fisica y funcional entre mitocondrias y

reticulo endoplasmico por la activacion de la UPR™ por doxiciclina en células Hela.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Reactivos

Los siguientes reactivos se adquirieron en Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EEUU):
medio DMEM (D1152-50L), medio Earle’s Balanced Salt Solution (EBSS E2888),
doxiciclina (D9891), yoduro de propidio (PI, P4170), RNasa (R6513), carboxi-cianuro-3-
clorofenilhidrazona (CCCP, C2759), carbonil cianuro 4-(trifluorometoxi) fenilhidrazona
(FCCP, C2920), histamina (H7250). El cocktail inhibidor de proteasas cOmplete™ Mini
(11 836 170 001) y el cocktail inhibidor de fosfatasas PhosSTOP (04 906 837 001) se
adquirieron en Roche Applied Science (Pleasanton, Ca, EEUU). De Abcam (Cambridge,
Reino Unido) se obtuvieron los anticuerpos anti-MTCO1 (ab90668), anti-SDHA
(ab137040) y anti-calnexina (ab75801). Los anticuerpos secundarios anti IgG de conejo
(401315) y ratdén (402335) conjugados a peroxidasa se obtuvieron en Merck Millipore
(Darmstadt, Alemania). El kit CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (G7571) se
obtuvo de Promega (Madison, WI, EEUU). El kit Plasmid Maxi Kit (12162) se adquirio en
QIAGEN (Hilden, Alemania). De Alomone Labs (Jerusalem, lIsrael) se obtuvo la
oligomicina (O-500). El agua grado biologia molecular (17012-200) se obtuvo de MO BIO
Laboratories, Inc (Carlsbad, CA, EEUU). De Electron Microscopy Sciences (Hatfield, PA,
EEUU) se adquirié el paraformaldehido 16% (15710). De Life technologies (Carlsbad,
CA, EEUU) se obtuvo medio RPMI (11879-020), medio Opti-MEM (31985-070), piruvato
de sodio (11360), azul de tripan (15250-061), Trizol (15596018), TMRM (T668) y medio
de montaje ProLong con DAPI (P36935). El reactivo quimioluminiscente para Western
Blot EZ-ECL (20-500-1000), el suero fetal bovino (FBS, 04-127-1A), y la tripsina 10X (03-
051-5B) se adquirieron en Biological Industries (Kibbutz Beit Haemek, Israel). De Thermo
Fisher Scientific (Waltham, MA, EEUU) se obtuvieron los anticuerpos secundarios
fluorescentes Alexa anti raton y conejo (A-11036 y A-11029), el anticuerpo anti-mtHsp70
(MA3-028), el PowerUp SYBR Green Master Mix (A25742) y la lipofectamina 3000
(L3000-008). La albumina de suero bovino (BSA, BM-0150) se adquirié en Winkler Ltda.
(Santiago, Chile). De BioRad (Hercules, CA, EEUU) se obtuvieron el reactivo de Bradford
(500-0006), las membranas de nitrocelulosa (1620115), 5x iScript RT Supermix
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(1708840). Todos los otros compuestos organicos e inorganicos, sales, acidos y
solventes se adquirieron en Merck (Darmstaddt, Alemania).

Adicionalmente, en este trabajo se utilizaron los siguientes plasmidos:

. pLVX-Puro mitoKeima (Shirakabe et al., 2016; Sun et al., 2015), obtenido del
Dr. Toren Finkel, EEUU, con autorizacién del Dr. Atsushi Miyawaki, Japon.

" Split GFP (pcDNA3 OMM GFPgy.10; pPDEST ER GFPg11 short; pDEST ER GFPg14
long; pDEST Cytosolic GFPg11 + RFP) (Granatiero et al.,, 2016), obtenidos del
Dr. Gyorgy Szabadkai, UK.

= pCMV CEPIA2mt (Suzuki et al., 2014), obtenido de la Dr. Cecilia Hidalgo, Chile.
(kD para Ca?* = 0,16 uM)

= pCMV-mitoGCaMP6m (Hailong et al., 2014), obtenido del Dr. Enrique Jaimovich,
Chile.

5.2. Cultivo celular

Para la ejecucion de esta tesis se utiliz6 como modelo experimental cultivos celulares
de la linea derivada de cancer cervical HelLa, obtenidas desde ATCC (American Type
Culture Collection, EEUU). Para la realizacion de los experimentos, las células se
utilizaron entre los pasajes 3 al 12, considerados a partir del vial obtenido desde ATCC.
Las células se mantuvieron en medio de cultivo DME suplementado con 10% FBS y
1 mM piruvato de sodio, en una incubadora a 37 °C y atmdsfera himeda con 5% CO; y
95% aire. El cultivo se realiz6 bajo condiciones de esterilidad, manipulando las células
en una campana de flujo laminar. Las células se sembraron en placas de 100 mm a baja

confluencia para permitir su proliferacion.

5.3. Conteo de células viables mediante azul de tripan

Las placas de cultivo de 100 mm se dejaron crecer hasta lograr la confluencia deseada
segun el numero de células requeridas (60-90%). Una vez alcanzada esta confluencia,
las células se lavaron con solucion de PBS y se agreg6 1 mL de solucién de tripsina 1X
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durante 5 min a 37 °C para soltar las células, deteniendo la reaccion con 1 a 4 mL de
DMEM 10% FBS, para luego traspasar a un tubo de 15 mL. De esta suspension de
células se tomaron 20 pL en un tubo Eppendorf y se agregaron 20 uL de azul de tripan
al 0,4% en PBS. La mezcla se introdujo en una camara de Neubauer para el conteo
celular. Por cada placa se contaron las células viables en 8 cuadrantes distintos, y se

calculé el numero de células mediante la siguiente formula:

nﬁmero) __ Promedio de células por cuadrantexFactor de dilucion

Concentracion de células ( -

Volumen de la camara

Para el célculo se consider6 un factor de diluciéon de 2 y un volumen de la camara de
0,0001 mL.

5.4. Estimulo con doxiciclina

La solucién stock de doxiciclina se preparé a una concentracién de 15 6 30 mg/mL
segun necesidad, disolviendo la doxiciclina en agua nano-pura estéril y guardando
alicuotas de esta solucién a -20 °C. Una vez en uso, cada alicuota se guard6 a 4 °C por
un maximo de 4 dias. Los estimulos con doxiciclina se realizaron a concentraciones
finales de 15 6 60 pg/mL durante un tiempo variable entre 2 'y 72 h, segun lo indicado en

cada experimento.

5.5. Preparacion de extractos proteicos totales

Las células se sembraron en placas de 60 mm a una confluencia del 50% inicial. Al
dia siguiente del sembrado se comenzaron los estimulos con doxiciclina de 24, 48y 72 h.
Una vez finalizado los estimulos, las células se lavaron tres veces con solucién de PBS
fria y luego se lisaron con 60 pL de tampon de lisis RIPA (Tris-HCI 10 mM pH 7,4; EDTA
5 mM; NaCl 50 mM; acido deoxicolico 1%; triton X-100 1% v/v) suplementado con
inhibidores comerciales de proteasas y fosfatasas. EI homogenizado se transfirié a un

tubo Eppendorf y se centrifugé a 16.500 g durante 15 min a 4°C. El sobrenadante o
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extracto de proteinas se recupero en un tubo nuevo y se determind su concentracion por
el método de Bradford (Bradford, 1976). Finalmente, el extracto se desnaturé a 95 °C
por 5 min en tampon SDS-PAGE 4x, para ser almacenado posteriormente a —20 °C.

5.6. Electroforesis en geles de poliacrilamida y electrotransferencia de proteinas

La separacion de las proteinas en base a su masa molecular se realiz6 mediante
electroforesis en geles de SDS-poliacrilamida. En todos los casos, se cargaron 30 ug de
extracto proteico total. El gel concentrador se preparé al 3% y el separador al 10% de
poliacrilamida. La electroforesis se realiz6 en tampdn de electroforesis (Tris 25 mM;
glicina 192 mM; SDS 0,1%) a un voltaje constante de 80 V durante 30 min y luego a 100
V hasta el final de la corrida electroforética. Una vez realizada la electroforesis, las
proteinas se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa de 0,45 uym a
amperaje constante de 400 mA por 90 min en tampén de transferencia (Tris 25 mM;
glicina 192 mM).

5.7. Western blot

Una vez realizada la electrotransferencia, las membranas se trataron con tampén de
blogueo (TBS 1x; Tween-20 0,1%; leche descremada 5% p/v) durante 1 h a temperatura
ambiente y posteriormente se incubaron con el anticuerpo primario anti-MTCO1 (dilucién
de 1:1.000), anti-SDHA (dilucién de 1:6.000) o anti-B-tubulina (dilucién de 1:5.000) en
tampén de incubacion (TBS 1x; Tween-20 0,1 %; leche descremada 5% p/v) toda la
noche a 4°C y con agitacion suave. Luego, las membranas se lavaron durante 15 min en
TBS 1x; Tween-20 al 0,1%, y se incubaron durante 1,5-2 h a temperatura ambiente con
el anticuerpo secundario anti-IgG correspondiente conjugado con peroxidasa de rabanito
a una dilucion de 1:5.000 en tampon de incubacién. Para la deteccion, las membranas,
previamente lavadas, se incubaron durante 1 min en la solucién quimioluminiscente para
Western blot EZ-ECL y se digitalizaron mediante el sistema de captura de imagenes
Dyversity 4 (Syngene). La densitometria de las imagenes se realiz6 mediante el

programa computacional USI Scan.
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5.8. Extraccion del RNA total

Las células se sembraron en placas de 60 mm a una confluencia del 50% inicial. Al
dia siguiente del sembrado se comenzaron los estimulos con doxiciclina de 24, 48y 72 h.
Una vez finalizado los estimulos, las células se lavaron tres veces con solucion de PBS
fria filtrada y luego se agreg6 1 mL de Trizol, rescatando el lisado en un tubo Eppendorf
estéril. Luego de incubar por 5 min en hielo, se agreg6 200 pL de cloroformo y se agit6
vigorosamente por 15-30 seg para después dejar reposar por 3 min en hielo. Las
muestras se centrifugaron a 12.000g por 15 min a 4 °C y se rescato la fase acuosa
superior cuidadosamente, traspasando a un tubo Eppendorf estéril nuevo. Se agregé
500 pL de isopropanol, se agité suavemente y se incubd en hielo durante 10 min. Se
centrifugd nuevamente a 12.000g por 10 min a 4 °C y se removi6 cuidadosamente todo
el sobrenadante. El pellet obtenido se lavé con 1 mL de etanol 75% frio (diluido con agua
libre de nucleasas), agitando vigorosamente y volviendo a centrifugar a 12.000g por
5 min a 4 °C. Se eliminé todo el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet en 20 uL de
agua libre de nucleasas. El RNA extraido se cuantific6 mediante un espectrofotometro
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific).

5.9. Reaccién de retrotranscripcion

Para la reaccion de retrotranscripcion se utilizé el kit 5x iScript RT Supermix (BioRad)
segun las instrucciones del fabricante. De cada muestra se tomé el volumen necesario
del extracto de RNA para tener 1 ug de RNA total, se agreg6 4 pL del mix y el volumen
necesario de agua libre de nucleasas para completar 20 pL. La reaccion de
retrotranscripcion se realizé en un termociclador Gene Cycler (BioRad) siguiendo el
siguiente protocolo: 5 min a 25 °C, 30 min a 42 °C y 5 min a 85 °C. El DNAc obtenido se

almacend a -20 °C.

5.10. Validacion de partidores para gPCR

Para estandarizar la concentracion de partidores y de DNAc para la reaccion de PCR

cuantitativo (qPCR) y calcular la eficiencia de la reaccién, se realiz6 una validacion de
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cada par de partidores utilizados en este trabajo. Para comenzar se eligid una
concentracion inicial de partidores (entre 200 y 500 nM) y se tomO una muestra
representativa de DNAc de la cual se prepararon 5 diluciones seriadas de 1:5 para
realizar la curva de concentraciones. Para la reaccion de gPCR se utilizo el mix comercial
PowerUp SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems), segun las indicaciones del
fabricante, considerando un volumen final de reaccion de 10 pL (5 yL Master mix, 1 L
mezcla de partidores, 3 yL agua libre de nucleasas, 1 pL DNAc) y agregando cada punto
de la curva en triplicado. Las muestras se corrieron en un equipo StepOnePlus Real-
Time PCR System (Thermo Fisher Scientific) en modo “Quantitation — Standard curve”.
El protocolo de temperaturas utilizado fue el siguiente: 95 °C durante 10 min, 40 ciclos
de [95 °C por 15 seg y 60 °C por 1 min], mas la curva de melting de [95 °C por
15 seg + rampa de temperatura continua de 60 °C a 95 °C]. Para cada par de partidores
se obtuvo una curva de ciclo umbral (Cr) versus log [DNACc], la cual se ajust6 a una linea
recta (con un r?> = 0,96) cuya pendiente representa la eficiencia de la reaccion. Se
consideraron aceptables las eficiencias de reaccion entre 90 y 110%. De esta validacion
se obtuvo la concentracion adecuada de partidores, la dilucion de DNAc que permite
obtener un Cr apropiado (entre 18 y 24 ciclos) y la eficiencia de la reaccion para el calculo
semi-cuantitativo del ACr.

45



Los partidores utilizados en este trabajo de tesis fueron los siguientes:

Sentido 5" CCTCACTCTCCAGATTCCA &
CHOP (humano)

Antisentido 5 AGCCGTTCATTCTCTTCAG 3’

Sentido 5 TTACTGCTGTCATTGTCCAT 3
mtHsp60 (humano)

Antisentido 5 GCTGCTTAACTTCTCATCTG &

Sentido 5 CAGCGACGAGTACAAGAT 3
C/EBP (humano)

Antisentido 5 CTGCTCCACCTTCTTCTG 3

Sentido 5 TGGCATCTTAGACAAGGTTC 3’
ClpP (humano)

Antisentido 5" CACATGATTCTGGAGAGGAG 3

Sentido 5 TCTGGTGATCAAGATACAGG 3’
Hspa5 (humano)

Antisentido 5 CTTTCACCTTCATAGACCTTG 3’

Sentido 5 TGCTTTCCTTGGTCAGGCAGTA 3
Hprt (humano)

Antisentido 5 CAACACTTCGTGGGGTCCTTTT 3

Las concentraciones de partidores validadas, con sus respectivas eficiencias

de

reaccion se muestran a continuacion:

Gen Concentracion Eficiencia R?
CHOP (humano) 500 nM 100,766 0,966
mtHsp60 500 nM 98,854 0,988
C/EBPB (humano) 500 nM 105,649 0,997
ClpP (humano) 500 nM 96,339 0,997
Hspa5 (humano) 200 nM 100,504 0,963
Hprt (humano) 500 nM 97,593 0,988
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5.11. Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativo (QPCR) en tiempo real

La reaccion de gPCR en tiempo real se realiz6 considerando la concentracion de
partidores y la dilucion de DNAc obtenidas en la validacion previamente descrita. Para
la reaccion de gPCR se utilizd el mix comercial PowerUp SYBR Green Master Mix
(Applied Biosystems), segun las indicaciones del fabricante, considerando un volumen
final de reaccién de 10 L (5 pL Master mix, 1 uL mezcla de partidores, 3 uL agua libre
de nucleasas, 1 yL DNAc) y agregando cada punto de la curva en triplicado. Las
muestras se corrieron en un equipo StepOnePlus Real-Time PCR System (Thermo
Fisher Scientific) en modo “Quantitation — Comparative C+”, siguiendo el mismo protocolo
de temperaturas utilizado en la validacion de los partidores. La razon de la expresion de
un gen determinado versus un gen de referencia se calculé utilizando el método de Pfaffl

(Pfaffl, 2001), siguiendo la siguiente ecuacion:

ACTgen interés(control—condici()n)
(Egen interés)

Razon de expresion = ACTgen referencia(control—condicion)

(Egen referencia)

Donde E representa la eficiencia de la reaccion, AC+ es la diferencia de Cy entre el

control experimental y la condicién de interés, en este caso el estimulo con doxiciclina.

5.12. Ensayo de viabilidad celular con azul de tripan

Las células se sembraron en placas de 12 pocillos en nimero de 20 x 103
células/pocillo. Al dia siguiente del sembrado se comenzaron los estimulos con
doxiciclina de 24, 48y 72 h, en triplicado. Una vez terminados los estimulos, las células
se lavaron tres veces con solucion de PBS y se agregaron 250 uL de solucion de tripsina
1X durante 5 min a 37 °C para soltar las células, deteniendo la reaccién con 50 pL de
FBS. De esta suspension de células se tomaron 20 puL en un tubo Eppendorf y se
agregaron 20 pL de azul de tripan al 0,4% en PBS. El conteo de células viables se realizé

siguiendo el protocolo expuesto en el punto 5.3.
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5.13. Ensayo de viabilidad celular mediante incorporacién de yoduro de propidio

Las células se sembraron en placas de 12 pocillos en nimero de 20 x 10°
células/pocillo. Al dia siguiente del sembrado se comenzaron los estimulos con
doxiciclina de 24, 48 y 72 h, en triplicado. Una vez finalizado los estimulos, se colecto el
medio de cultivo (1 mL) y las células se lavaron tres veces con solucion de PBS friay se
agregaron 300 pL de solucién de tripsina 1X durante 5 min a 37 °C para soltar las células,
deteniendo la reaccién con 30 yL de FBS. Las células en suspension se traspasaron a
tubos de citdmetro correspondientes junto con el medio de cultivo colectado y se agreg6
13 pL de una solucién de yoduro de propidio (PIl) 1 mg/mL (excitacion 493 nm; emision
630 nm). La lectura de la fluorescencia se realiz6 mediante citometria de flujo en un
equipo BD Accuri C6, considerando como umbral de fluorescencia aquella emitida por
una muestra sin Pl y como control positivo de muerte celular una muestra tratada con

H>O2 5 mM durante 1 h antes de terminado los estimulos.

5.14. Evaluacion de la poblacién subG1 mediante citometria de flujo

Las células se sembraron en placas de 12 pocillos en nimero de 20 x 10°
células/pocillo. Al dia siguiente del sembrado se comenzaron los estimulos con
doxiciclina de 24, 48 y 72 h, en triplicado. Una vez finalizado los estimulos, se colecto el
medio de cultivo (1 mL) en tubos Eppendorf y las células se lavaron tres veces con
solucion de PBS fria y se agregaron 300 pL de solucién de tripsina 1X durante 5 min a
37 °C para soltar las células, deteniendo la reaccion con 30 pL de FBS. Las células en
suspension se traspasaron a los tubos Eppendorf correspondientes y se colectaron por
centrifugacion a 250 g a 4 °C durante 5 min. Luego de eliminar el sobrenadante, las
células se resuspendieron en 1 mL de metanol absoluto frio y se incubd durante toda la
noche a -20 °C para permeabilizar la membrana celular. Al dia siguiente, se colectaron
las células por centrifugacion a 250 g a 4 °C durante 5 min y se resuspendieron en 300
pL de solucibn de PBS con RNAsa (50 pg/mL) y se incubaron durante 30 min a
temperatura ambiente. Las muestras se trasladaron a tubos de citometro y se agrego
5 pL de una solucion de Pl 1 mg/mL (excitaciéon 493 nm; emision 630 nm). La lectura de

la fluorescencia se realiz6 mediante citometria de flujo en un equipo BD Accuri C6,
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considerando como poblacibn subG1l todas aquellas células cuya emision de
fluorescencia se encontré bajo la poblacién G1. Como control positivo de apoptosis se
utilizé una muestra tratada con sorbitol 300 mM durante 6 h antes de terminados los

estimulos.

5.15. Amplificacion de plasmidos

Los plasmidos utilizados en este trabajo se amplificaron mediante el cultivo en medio
selectivo de bacterias Escherichia coli SH5a competentes transformadas mediante
shock térmico. La purificacién de los plasmidos se realizé utilizando el Plasmid Maxi Kit

(Qiagen) segun el protocolo del fabricante.

5.16. Evaluacion de la mitofagia mediante el sensor mitoKeima

Las células se sembraron en placas de 6 pocillos sobre cubreobjetos de vidrio de
25 mm de diametro en nimero de 80 x 10° células/pocillo. Al dia siguiente del sembrado
se comenzaron los estimulos con doxiciclina de 24, 48 y 72 h, en duplicado. 48 h antes
del término de los estimulos, las células se transfectaron con 1 pg del plasmido
mitoKeima (Shirakabe et al., 2016; Sun et al., 2015) utilizando como vector Lipofectamina
3000 en medio Opti-MEM segun las indicaciones del fabricante. El medio de transfeccion
se mantuvo durante 4 h y luego se cambi6 al medio de cultivo habitual, reponiendo los
estimulos correspondientes. Al finalizar los estimulos, los cubreobjetos se lavaron con
solucién tampoén Krebs (NaCl 140 mM; KCI 5 mM; CacCl, 3,5 mM; MgCl, 2 mM; Hepes
10 mM; Glucosa 5,6 mM, pH 7,2-7,4) y se ubicaron en adaptadores para microscopia
confocal con 500 pL de la misma solucion. Las células se observaron en un microscopio
confocal modelo LSM 700 (Carl Zeiss), registrando la fluorescencia obtenida luego de

excitar a 488 y 555 nm.

5.17. Medicioén de los niveles intracelulares de ATP

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos en nimero de 20 x 103
células/pocillo. Al dia siguiente del sembrado se comenzaron los estimulos con
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doxiciclina de 2 y 4 h. Una vez finalizado los estimulos, se removi6 el medio de la placa
y se lavé dos veces con solucion de PBS. Luego se agregaron 20 pL de solucion tampon
Krebs (NaCl 140 mM; KCI 5 mM; CaCl, 3,5 mM; MgCl; 2 mM; Hepes 10 mM; Glucosa
5,6 mM, pH 7,2-7,4) y 20 yL del tampon de lisis del kit Cell Titer-Glo® (Promega). La
placa se agité durante 2 min con el fin de completar la reaccion. Posteriormente, el lisado
se traspaso a una placa opaca de 96 pocillos y se analizé la luminiscencia en un equipo
Glomax Multidetection System (Promega). Finalmente, los resultados se expresaron
como los promedios de medidas normalizadas a las células sin tratamiento o control.

Como control de la técnica se utilizé un tratamiento con oligomicina 2 uM durante 1 h.

5.18. Medicién de la velocidad de consumo de O, mediante oxigrafia de Clark

Las células se sembraron en placas de cultivo de 60 mm para una confluencia final de
80%. Al dia siguiente del sembrado se realizaron los estimulos con doxiciclina de 2 y
4 h. Una vez finalizados los estimulos, las células se lavaron dos veces con solucién de
PBS a 37 °C y se incubaron con 1 mL de solucién de tripsina 1X durante 5 min a 37 °C,
deteniendo la reaccion con 100 L de FBS. Las células en suspension se traspasaron a
tubos Eppendorf, se colectaron por centrifugacion a 250 g durante 5 min y se eliminé el
sobrenadante. El pellet de células se resuspendié en 500 uL de PBS, los cuales se
traspasaron a una camara (volumen final de 600 pL) acoplada al sistema de electrodos.
El consumo de O se registré en un electrodo de Clark Oxygraph Plus System
(Hansatech) acoplado a un sistema de registro digital. Las mediciones se realizaron a
25 °C durante al menos 3 min para registrar la respiracion basal y luego se agreg6 CCCP
a una concentracion final de 200 nM para medir la respiracion desacoplada. Una vez
finalizada la medicion, se recuperé la solucion con células para cuantificar proteinas
mediante el método de Bradford (Bradford, 1976), con el fin de normalizar las mediciones

de consumo de Os.

5.19. Evaluacion del potencial mitocondrial

Las células se sembraron en placas de 6 pocillos sobre cubreobjetos de vidrio de

25 mm de didmetro en nimero de 200 x 103 células/pocillo. Al dia siguiente del sembrado
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las células se comenzaron los estimulos con doxiciclina de 2 y 4 h, en duplicado. 30 min
antes de finalizar los estimulos, se agreg6 TMRM al medio de cultivo, a una
concentracion final de 20 nM. Luego, los cubreobjetos se lavaron con solucion tampén
Krebs (NaCl 140 mM; KCI 5 mM; CaCl2 3,5 mM; MgCI2 2 mM; Hepes 10 mM; glucosa
5,6 mM, pH 7,2-7,4) adicionando TMRM 20 nM para mantener el equilibrio y se ubicaron
en adaptadores para microscopia confocal con 300 pL de la misma solucion. Las células
se observaron en un microscopio confocal modelo LSM 700 (Carl Zeiss), registrando en

tiempo real la fluorescencia obtenida luego de excitar a 555 nm, durante 50 seg.

5.20. Inmunofluorescencia indirecta

Las células se sembraron en placas de cultivo de 12 pocillos en nimero de 40 x 10°
células/pocillo, sobre cubreobjetos de vidrio de 18 mm de didmetro. Al dia siguiente del
sembrado se realizaron los estimulos con doxiciclina de 2 y 4 h. Una vez finalizados los
estimulos, las células se lavaron con PBS frio, se fijaron con paraformaldehido al 4% en
PBS por 20 min, se permeabilizaron con Tritébn X-100 al 0,1% en PBS por 10 min y se
bloquearon con BSA al 1% en PBS (filtrado) durante 1 h. Posteriormente, para
determinar la distribucién y los contactos entre RE y mitocondrias, las células se
incubaron con los anticuerpos anti-Calnexina (para marcar RE, diluciéon 1:200) y anti-
mtHsp70 (para marcar mitocondrias, dilucion 1:500) en PBS-BSA 1% durante toda la
noche a 4°C. Se lavaron nuevamente con PBS y luego se incubaron por 1 h a
temperatura ambiente y protegidas de la luz con el anticuerpo secundario Alexa 488 o
568, anti IgG de raton o anti IgG de conejo, segun corresponda (dilucion 1:600).
Finalmente, las células se montaron en los portaobjetos respectivos, utilizando ProLong
con DAPI como medio de montaje, el cual ademas retarda el decaimiento de la
fluorescencia. Posteriormente, las preparaciones se observaron en un microscopio
confocal modelo LSM 700 (Carl Zeiss). El andlisis de las imagenes se realiz6 utilizando

el programa Image J (NIH, EEUU) como se describe en detalle mas adelante.
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5.21. Evaluacion de los contactos RE-mitocondria mediante el sensor Split-GFP

Las células se sembraron en placas de 6 pocillos sobre cubreobjetos de vidrio de
25 mm de didmetro en nimero de 180 x 10° células/pocillo. Al dia siguiente del sembrado
las células se transfectaron con el plasmido Split-GFP (1 ug de OMM GFPgi.10+ 1 ug de
[ER GFPg11 short/ER GFPgi4 long/Cytosolic GFPg11 + RFP]) (Granatiero et al., 2016)
utilizando como vector Lipofectamina 3000 en medio Opti-MEM segun las indicaciones
del fabricante. El medio de transfeccién se mantuvo durante 4 h y luego se cambié al
medio de cultivo habitual. Al dia siguiente de la transfeccién se comenzaron los estimulos
con doxiciclina de 2 y 4 h, en duplicado. Al finalizar los estimulos, los cubreobjetos se
lavaron con solucién tampén Krebs (NaCl 140 mM; KCI 5 mM; CaCl, 3,5 mM; MgCl,
2 mM; Hepes 10 mM; Glucosa 5,6 mM, pH 7,2-7,4) y se ubicaron en adaptadores para
microscopia confocal con 500 L de la misma solucién. Las células se observaron en un
microscopio confocal modelo LSM 700 (Carl Zeiss), registrando la fluorescencia obtenida

luego de excitar a 488 nm.

5.22. Medicién de Ca?* mitocondrial bajo estimulo con histamina

Las células se sembraron en placas de 6 pocillos sobre cubreobjetos de vidrio de
25 mm de didametro en nimero de 180 x 102 células/pocillo. Al dia siguiente del sembrado
las células se transfectaron con 1 pg del plasmido Cepia2mt (Suzuki et al., 2014)
utilizando como vector Lipofectamina 3000 en medio Opti-MEM segun las indicaciones
del fabricante. El medio de transfeccion se mantuvo durante 4 h y luego se cambié al
medio de cultivo habitual. Al dia siguiente de la transfeccion se comenzaron los estimulos
con doxiciclina de 2 y 4 h, en duplicado. Al finalizar los estimulos, los cubreobjetos se
lavaron con solucion tampon Krebs (NaCl 140 mM; KCI 5 mM; CaCl, 3,5 mM; MgCl,
2 mM; Hepes 10 mM; Glucosa 5,6 mM, pH 7,2-7,4) y se ubicaron en adaptadores para
microscopia confocal con 300 pL de la misma solucién. Las células se observaron en un
microscopio confocal modelo LSM 700 (Carl Zeiss), registrando en tiempo real la
fluorescencia obtenida luego de excitar a 488 nm. Luego de medir la fluorescencia basal
durante 50 segundos, se agreg6 un estimulo con histamina 100 uM para inducir la

liberacion de Ca?* desde el RE y se registré a fluorescencia emitida durante otros
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100 seg. Finalmente se agregé un estimulo de FCCP 1 uM como control positivo de la
técnica, ya que al disipar el potencial mitocondrial se produce la salida de calcio desde

la matriz.

5.23. Medicién de Ca?* mitocondrial basal

Las células se sembraron en placas de 6 pocillos sobre cubreobjetos de vidrio de
25 mm de didmetro en nimero de 180 x 102 células/pocillo. Al dia siguiente del sembrado
las células se transfectaron con 1 ug del plasmido mitoGCaMP6m (Hailong et al., 2014)
utilizando como vector Lipofectamina 3000 en medio Opti-MEM segun las indicaciones
del fabricante. EI medio de transfeccién se mantuvo durante 4 h y luego se cambié al
medio de cultivo habitual. Al dia siguiente de la transfeccién se comenzaron los estimulos
con doxiciclina de 2 y 4 h, en duplicado. Al finalizar los estimulos, los cubreobjetos se
lavaron con solucién tampén Krebs (NaCl 140 mM; KCI 5 mM; CaCl, 3,5 mM; MgCl,
2 mM; Hepes 10 mM; glucosa 5,6 mM, pH 7,2-7,4) y se ubicaron en adaptadores para
microscopia confocal con 300 pL de la misma solucion. Las células se observaron en un
microscopio spinning disk modelo 1X81 (Olympus), registrando en tiempo real la
fluorescencia obtenida luego de excitar a 490 nm (sensible a Ca?*) y a 420 nm (insensible
a Ca?"). Luego de medir la fluorescencia basal durante 50 seg, se agregd un estimulo
con histamina 100 uM para inducir la liberacién de Ca?" desde el RE y se registré a
fluorescencia emitida durante otros 100 seg. Finalmente se agregé un estimulo de FCCP
1 uM como control positivo de la técnica, ya que al disipar el potencial mitocondrial se

produce la salida de Ca?* desde la matriz.

5.24. Andlisis digital de imagenes

Una vez obtenidas las distintas imagenes de microscopia confocal, éstas se
deconvolucionaron, mediante el software Image J, para eliminar la fluorescencia fuera
de foco, usando el modelo tedrico de algoritmo de deconvolucion Landweber y la PSF
(Point Spread Function) correspondiente a las condiciones experimentales. Al finalizar la
deconvolucion, se realizaron mascaras o regiones de interés, segun el experimento, para
analizar cada célula o regién por separado. Para el experimento de mitoKeima se analizé
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la relacion de la fluorescencia emitida luego de excitar a 488 y 555 nm. En el caso de la
inmunofluorescencia indirecta y el experimento de Split-GFP, se fijaron umbrales para
cada canal de deteccién y, segun el caso, se cuantifico el nimero de objetos, utilizando
el programa accesorio 3D Object Counter para Image J, el area de fluorescencia, o la
colocalizacion mediante los coeficientes de Manders, para lo cual se utilizo el programa
accesorio Colocalization Finder para Image J. Para los experimentos de captacién de
Ca?* mitocondrial, se determinaron los niveles de fluorescencia en distintas regiones de
interés de células individuales. Los valores se expresaron como AF/Fo, donde AF

corresponde a F-Fo, y Fo a la fluorescencia basal, respectivamente.

5.25. Andlisis estadistico

Dependiendo del tipo de experimento, los resultados se muestran como figuras
representativas o como promedios *+ SEM de, al menos, tres experimentos
independientes. Los datos se analizaron por ANOVA de una o dos vias, segun el
experimento, considerando los datos como pareados (a menos que el andlisis indique lo
contrario) y asumiendo la esfericidad de los datos. Para el andlisis de comparaciones

multiples se utilizé el post test de Holm-Sidak. Se considerd como significativo un p<0,05.
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6. RESULTADOS

Para dar respuesta al primer objetivo especifico, es decir, el curso temporal de la
activacion de la UPR™ frente a un estrés de origen mitocondrial, se procedié a evaluar
el efecto del tratamiento con doxiciclina sobre la expresion de proteinas mitocondriales
y la expresion de genes relacionados con UPR™ en células Hela.

6.1. Efecto de la doxiciclina sobre el balance de expresion de proteinas mitocondriales

Los complejos respiratorios mitocondriales estdn compuestos por decenas se
subunidades proteicas, las cuales deben plegarse y ensamblarse correctamente para su
funcionamiento 6ptimo (Mick et al., 2011). Excepto el complejo I, los otros 4 complejos
(incluyendo la ATP sintasa o complejo IV) presentan subunidades con origen dual:
algunas subunidades se encuentran codificadas en el DNA nuclear, mientras que otras
se encuentran codificadas en el DNA mitocondrial (Couvillion et al., 2016; Harbauer et
al., 2014; Richter-Dennerlein et al., 2016). Este hecho implica una dificultad adicional
para lograr el correcto plegamiento y ensamblaje de los complejos respiratorios, ya que
se debe contar con cantidades estequiométricas de todas las subunidades, requiriendo
una coordinacion fina entre le expresion de proteinas de origen nuclear y mitocondrial
(Couvillion et al., 2016; Richter-Dennerlein et al., 2016). Se ha descrito en la literatura
gue alteraciones en este balance gatillan estrés mitocondrial por acumulacién de

subunidades no ensambladas la IMM (Houtkooper et al., 2013).

Las tetraciclinas son antibiéticos de amplio espectro que actian a través de la
inhibicion de la traduccion bacteriana por su unién a la subunidad 30S del ribosoma
microbiano. Debido a su origen endosimbionte, las mitocondrias también son
susceptibles a la inhibicion de la traduccion por tetraciclinas (Chatzispyrou et al., 2015;
Moullan et al., 2015). Se ha mostrado que las tetraciclinas son desencadenantes de
estrés mitocondrial al producir el llamado “desbalance mitonuclear”, debido a la
descoordinacién en la expresion de las subunidades de los complejos respiratorios
(Chatzispyrou et al., 2015; Houtkooper et al., 2013; Moullan et al., 2015).

En este objetivo, como primera aproximacion se evaluaron los efectos de la doxiciclina
sobre los niveles, analizados por Western blot, de proteinas que conforman subunidades
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de los complejos respiratorios: MTCO1, perteneciente al complejo citocromo C oxidasa
o complejo 1V, codificada en el DNA mitocondrial; y SDHA, que forma parte del complejo
succinato deshidrogenasa o complejo I, y que esta codificada en el DNA nuclear
(Houtkooper et al., 2013; Moullan et al., 2015).

A partir de datos de la literatura, se eligieron dos concentraciones de doxiciclina para
comenzar los ensayos: 15 y 60 ug/mL (Houtkooper et al., 2013). El tratamiento con
doxiciclina se realiz6 a distintos tiempos de exposicién, considerando que, en la literatura
del area, el tiempo de exposicion utilizado es el de 48 h (Houtkooper et al., 2013). Como
se observa en la Figura 5, el tratamiento con doxiciclina 15 pg/mL produjo una
disminucién de un 30% de los niveles de MTCOL1 con respecto a SDHA, lo cual se
mantiene de forma consistente entre las 24 y 72 h de tratamiento, a pesar de que la

diferencia estadisticamente significativa sélo se obtiene a las 24 h.

De forma similar, el tratamiento con doxiciclina 60 pg/mL disminuyé los niveles de
MTCOL1 con respecto a SDHA (Figura 6), pero observdndose un efecto tiempo-
dependiente mas marcado, siendo la disminucion estadisticamente significativa a las 48

y 72 h de estimulo.
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Figura 5. Efecto del tratamiento con doxiciclina 15 pg/mL sobre la expresién de
proteinas mitocondriales codificadas en DNA nuclear y mitocondrial en células
HelLa. Las células se trataron con doxiciclina 15 pug/mL durante el tiempo indicado.
Andlisis mediante Western blot de los niveles de MTCO1 (codificado en DNA
mitocondrial) y SDHA (codificado en DNA nuclear) en extractos celulares totales. * p <
0,05 versus control (n=5). Promedio + SEM; Andlisis mediante ANOVA de una via
seguido del test de comparaciones multiples de Holm-Sidak.
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Figura 6. Efecto del tratamiento con doxiciclina 60 pg/mL sobre la expresién de
proteinas mitocondriales codificadas en DNA nuclear y mitocondrial en células
HelLa. Las células se trataron con doxiciclina 60 pug/mL durante el tiempo indicado.
Andlisis mediante Western blot de los niveles de MTCO1 (codificado en DNA
mitocondrial) y SDHA (codificado en DNA nuclear) en extractos celulares totales. * p <
0,05 versus control (n=5). Promedio + SEM; Analisis mediante ANOVA de una via
seguido del test de comparaciones multiples de Holm-Sidak.

6.2. Efecto de la doxiciclina sobre la expresion de genes blanco de la UPR™

Una vez verificada la accion de la doxiciclina sobre la expresion de proteinas
mitocondriales, se evaluaron los niveles de mRNA de distintos marcadores de la UPR™
mediante RT-gPCR en las mismas condiciones experimentales anteriores, para conocer
la respuesta celular frente a esta alteracion. Los marcadores utilizados fueron CHOP y
C/EBP@ (Horibe & Hoogenraad, 2007; Zhao et al., 2002), que participan en la expresion
de los genes blancos de la UPR™, y mtHsp60 y ClpP (Aldridge et al., 2007; Zhao et al.,
2002), que son genes blancos de esta respuesta y ejercen funciones de chaperona

molecular y proteasa de matriz mitocondrial, respectivamente.

58



A s B 25
*
* 20 :
St 6 & 20
X * o
ExT * £ ﬁ 1.5
S ¢ 4 3 2
ea o 104
32 o
235 2 > u
20 27 Z 0 o5
0- 0.0
Control 24h 48 h 72h Control 24 h 48 h 72h
Doxiciclina 15 pg/mL Doxiciclina 15 png/mL
2.0 * 2.5
*%
<k 15 <, 201
s xx
E% EL 1.5
S35 1.0 S
8 "% 8 o 1.0
° 02
ZF 05 £0
0.5
0.0 0.0-
Control 24h 48 h 72h Control 24h 48 h 72h
Doxiciclina 15 pg/mL Doxiciclina 15 png/mL

Figura 7. Efecto del tratamiento con doxiciclina 15 pg/mL sobre la expresién de
genes marcadores de UPR™ en células HelLa. Las células se trataron con doxiciclina
15 pg/mL durante el tiempo indicado. Analisis comparativo de los niveles de mRNA de
distintos marcadores de UPR™ versus el gen constitutivo HPRT, normalizando en cada
caso contra el control. (A) CHOP, (B) C/EBPS, (C) mtHsp60, (D) ClpP. * p < 0,05 y
** p < 0,01 versus control (n=5-8). Promedio + SEM; Andlisis mediante ANOVA de una
via seguido del test de comparaciones multiples de Holm-Sidak.

De acuerdo a lo observado en la Figura 7, doxiciclina a una concentracion de
15 pg/mL aumento6 la expresion de todos los marcadores analizados, con distintos
niveles de aumento y temporalidades, siendo el tiempo de 48 h el que generd resultados
mas claros. Con la concentracion de 60 pg/mL de doxiciclina (Figura 8) se obtuvieron
resultados similares, aunque los cambios parecen ser mas consistentes y sostenidos en

el tiempo, excepto en el caso de CHOP, donde se observdé un aumento mayor a las
48 h de tratamiento.
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Figura 8. Efecto del tratamiento con doxiciclina 60 pg/mL sobre la expresiéon de
genes marcadores de UPR™ en células HelLa. Las células se trataron con doxiciclina
60 pg/mL durante el tiempo indicado. Analisis comparativo de los niveles de mRNA de
distintos marcadores de UPR™ versus el gen constitutivo HPRT, normalizando en cada
caso contra el control. (A) CHOP, (B) C/EBPf3, (C) mtHsp60, (D) ClpP. * p < 0,05 versus
control (n=5-8). Promedio + SEM; Analisis mediante ANOVA de una via seguido del test
de comparaciones multiples de Holm-Sidak.

Ademas, a modo de control de la especificidad de la respuesta, se analiz6 la expresion
de un marcador de UPR de RE: Hspa5 (también conocido con Grp78 o Bip) (Bravo et
al., 2013). Utilizando como control positivo tunicamicina, un conocido inductor de UPRRE
(Bravo et al., 2011), se mostré que doxiciclina no induce el aumento en la expresion de
este marcador a ninguna de las dos dosis ensayadas a 48 h de tratamiento, que fue el

tiempo con resultados mas consistentes en la expresion de marcadores de UPR™
(Figura 9).
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Figura 9. Efecto del tratamiento con doxiciclina sobre la expresion de un gen
marcador de UPRRE en células HelLa. Las células se trataron con doxiciclina durante
48 h. Andlisis comparativo de los niveles de mRNA de Hspa5, como marcador de UPRRE
versus el gen constitutivo HPRT, normalizando en cada caso contra el control. Como
control positivo de la activacion de UPRRE se utilizé tunicamicina 0,5 pg/mL durante 24 h.
(A) Doxiciclina 15 pg/mL, (B) Doxiciclina 60 pg/mL. *** p < 0,001 versus control (n=3-5).
Promedio £+ SEM; ns: no significativo. Andlisis mediante ANOVA de una via seguido del
test de comparaciones multiples de Holm-Sidak.

6.3. Efecto de la doxiciclina sobre la viabilidad celular

Una vez establecidos los efectos del tratamiento con doxiciclina a nivel de expresion
de proteinas mitocondriales y de genes marcadores de estrés mitocondrial, se estudio si
el estrés producido por este farmaco lleva a la pérdida de la viabilidad celular. Como
primera aproximacion, se estudio la pérdida de la integridad de la membrana plasmatica
mediante la incorporacion del agente intercalante fluorescente yoduro de propidio (PI)
en células no permeabilizadas. De acuerdo a la Figura 10, el tratamiento con doxiciclina
15 pg/mL no indujo de forma significativa la pérdida de integridad de la membrana
plasmatica en ninguno de los tiempos ensayados. Sin embargo, al ensayar la
concentracion de 60 pg/mL se observé un aumento en el porcentaje de células PI
positivas a todos los tiempos ensayados (Figura 11), aunque en ningun caso supera el
8% de la poblacion, por lo que no se considera un efecto biolégicamente muy
significativo.
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Figura 10. Efecto del tratamiento con doxiciclina 15 ug/mL sobre laincorporacion
de yoduro de propidio (Pl) en células HeLa. Las células se trataron con doxiciclina
durante el tiempo indicado. Estudio de la incorporacibn de Pl en células no
permeabilizadas mediante citometria de flujo. Como control positivo de necrosis se utilizo
H.O, 5 mM durante 1 h. (A) Cuantificacién del porcentaje de células Pl positivas. (B-F)
Plots representativos de tamafio celular relativo (FSC) versus emision de fluorescencia.
El umbral se fij6 de acuerdo a la fluorescencia emitida por una muestra sin PI. (B) Control,
(C) 24 h, (D) 48 h, (E) 72 h, (F) H202. ** p < 0,01 versus control (n=3). Promedio + SEM;
ns: no significativo. Analisis mediante ANOVA de una via seguido del test de
comparaciones multiples de Holm-Sidak.
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Figura 11. Efecto del tratamiento con doxiciclina 60 ug/mL sobre laincorporacion
de yoduro de propidio (Pl) en células HelLa. Las células se trataron con doxiciclina
durante el tiempo indicado. Estudio de la incorporacién de Pl en células no
permeabilizadas mediante citometria de flujo. Como control positivo de necrosis se utilizo
H.O, 5 mM durante 1 h. (A) Cuantificacién del porcentaje de células PI positivas. (B-F)
Plots representativos de tamafio celular relativo (FSC) versus emision de fluorescencia.
El umbral se fij6 de acuerdo a la fluorescencia emitida por una muestra sin PI. (B) Control,
(C) 24 h, (D) 48 h, (E) 72 h, (F) H20.. * p < 0,05 versus control (n=3). Promedio + SEM;
Analisis mediante ANOVA de una via seguido del test de comparaciones multiples de
Holm-Sidak.
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Como segunda aproximacion, para estudiar de forma mas especifica el proceso de
muerte celular por apoptosis, se analiz6 el porcentaje de la poblaciéon celular que
presenta una cantidad total de DNA menor a la esperada para células diploides en etapa
G1, conocida como poblacién subG1. Esto ocurre debido a la accién de endonucleasas
durante etapas tardias de la apoptosis. Para realizar este ensayo, las células en
suspension se fijaron y permeabilizaron con metanol y luego se tifieron con Pl para
visualizar el contenido total de DNA. De acuerdo a lo observado en la Figura 12, el
estimulo con doxiciclina 15 pg/mL no produce un aumento significativo de la poblacién
de células en subG1, asi como tampoco se observan cambios con la dosis de 60 pug/mL
(Figura 13). Tomando todos estos datos en consideracion, podriamos concluir que la
concentracion de 15 pg/mL no produce pérdida de viabilidad celular significativa,
mientras que la concentracion de 60 pg/mL podria producir un bajo indice de muerte
celular total (pérdida de permeabilidad de la membrana), sin indicios de muerte celular

programada.

En los primeros ensayos realizados, la concentracién de doxiciclina de 60 pg/mL fue
la que presenta resultados mas claros, por lo que se utilizé s6lo esta concentracion en

algunos de los siguientes experimentos.
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Figura 12. Efecto del tratamiento con doxiciclina 15 pg/mL sobre la poblacién
subG1l en células HelLa. Las células se trataron con doxiciclina durante el tiempo
indicado. Analisis del ciclo celular mediante tincién con yoduro de propidio en células
fijadas y permeabilizadas. Como control positivo de apoptosis se utilizé sorbitol 300 mM
durante 6 h. (A) Cuantificacion del porcentaje de células en subG1. (B-F) Histogramas
representativos de emision de fluorescencia versus nimero de particulas. (B) Control,
(C) 24 h, (D) 48 h, (E) 72 h, (F) Sorbitol. ** p < 0,001 versus control (n=3).
Promedio £ SEM; ns: no significativo. Analisis mediante ANOVA de una via seguido del
test de comparaciones multiples de Holm-Sidak.
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Figura 13. Efecto del tratamiento con doxiciclina 60 pg/mL sobre la poblacion
subGl en células HelLa. Las células se trataron con doxiciclina durante el tiempo
indicado. Analisis del ciclo celular mediante tincién con yoduro de propidio en células
fijadas y permeabilizadas. Como control positivo de apoptosis se utilizé sorbitol 300 mM
durante 6 h. (A) Cuantificacion del porcentaje de células en subG1. (B-F) Histogramas
representativos de emision de fluorescencia versus nimero de particulas. (B) Control,
(C) 24 h, (D) 48 h, (E) 72 h, (F) Sorbitol. ***p<0,001 versus control (n=3).
Promedio + SEM; Analisis mediante ANOVA de una via seguido del test de
comparaciones multiples de Holm-Sidak.
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6.4. Efecto de la doxiciclina sobre el proceso de mitofagia

Una vez establecido que la doxiciclina no causa una muerte celular significativa, se
evalu6 sus efectos sobre la mitofagia. La mitofagia, o autofagia selectiva de
mitocondrias, es un proceso de degradacion via lisosomal de mitocondrias dafiadas o
despolarizadas (Youle & Narendra, 2011). Para evaluar la mitofagia, se utiliz6 una
proteina sensora fluorescente, llamada Keima, con destinacién a la matriz mitocondrial
(mitoKeima) (lkeda et al., 2015; Shirakabe et al., 2016; Sun et al., 2015). mitoKeima
presenta distintos espectros de absorcion y emision de fluorescencia dependiendo del
pH del medio circundante. A pH neutro, como ocurre en una mitocondria intacta,
mitoKeima emite fluorescencia luego de ser excitada a 488 nm. Sin embargo, durante el
proceso de mitofagia, luego de producirse la fusién del autofagosoma con el lisosoma,
se promueve la acidificacion del ambiente y mitoKeima se excita a 555 nm (Sun et al.,
2015). Ademas, mitoKeima es resistente a las proteasas lisosomales, por lo tanto, la
fluorescencia no decae con el tiempo (Sun et al., 2015). Por lo tanto, mientras mayor sea

la emision de color rojo, mayor sera el nivel de mitofagia en la célula.

A modo de estandarizacion, y en busca de un control positivo apropiado para gatillar
mitofagia en células Hela, se realiz6 un primer ensayo utilizando distintos gatillantes de
mitofagia: disipacion del potencial mitocondrial mediante el uso del desacoplante CCCP,
inhibicion de la cadena transportadora de electrones mediante una mezcla de antimicina
Ay rotenona, y la privacion de nutrientes mediante el uso de medio de cultivo deficiente
en glucosa (RPMI) o amino&cidos (EBSS). La Figura 14 muestra las imégenes
representativas obtenidas para cada condicién de la estandarizacion del sensor
mitoKeima. De acuerdo a lo observado en las imagenes y en la cuantificacion, la
privacion de nutrientes, ya sea glucosa o aminoacidos, es el tratamiento que tiene mayor
afecto en la induccion de mitofagia en células HelLa y seran utilizados a modo de control

positivo de mitofagia en el siguiente ensayo.
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Figura 14. Estandarizacion del sensor de mitofagia mitoKeima en células HelLa. Las
células se transfectaron con el plasmido mitoKeima, y luego de 24 h se estimularon con
CCCP 20 pM, Oligomicina 12 pM/Antimicina 90 nM (O/A), medio EBSS o medio RPMI
durante 24 h. Analisis del proceso de mitofagia mediante microscopia confocal,
evaluando la emisién luego de excitar a 488 y 555 nM. (A) Imagenes representativas
obtenidas para cada condicion. Escala: 40 um. (B) Cuantificacion de la relacion de
emision luego de excitar a 488 y 555 nm. * p < 0,05 y *** p < 0,001 versus control.
Promedio + SEM; Analisis mediante ANOVA de una via seguido del test de
comparaciones multiples de Holm-Sidak
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Figura 15. Efecto de doxiciclina sobre la mitofagia en células HelLa. Las células se
trataron con doxiciclina 60 pg/mL durante el tiempo indicado. 48 h antes del término de
los estimulos las células se transfectaron con el plasmido mitoKeima. Andlisis del
proceso de mitofagia mediante microscopia confocal, evaluando la emisién luego de
excitar a 488 y 555 nM. (A) Imégenes representativas obtenidas para cada condicion.
Escala: 40 um. (B) Cuantificacion de la relacién de emision luego de excitar a 488 y
555 nm. ** p < 0,01 versus control (n=4). Promedio + SEM; Analisis mediante ANOVA
de una via seguido del test de comparaciones multiples de Holm-Sidak.

Una vez estandarizadas las condiciones para la evaluacion de la mitofagia, se
procedié a realizar el ensayo de mitoKeima en las condiciones experimentales

anteriores, utilizando la dosis de doxiciclina de 60 pg/mL. El estimulo con doxiciclina no
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indujo cambios significativos en los niveles de mitofagia en ninguno de los tiempos

estudiados (Figura 15).

Considerando todos los resultados obtenidos en los experimentos anteriores,
podemos concluir que el tratamiento con doxiciclina, a pesar de producir alteraciones en
la expresion de proteinas mitocondriales y gatillar la induccién de genes de respuesta a
UPR™, pude ser considerado como un estrés leve ya que no conlleva una muerte celular

significativa ni la degradacion selectiva de las mitocondrias.

6.5. Efecto de la exposicion temprana a doxiciclina en los niveles intracelulares de ATP

De acuerdo a los resultados obtenidos en el objetivo especifico 1, se logré establecer
un modelo de estrés mitocondrial leve, que conlleva alteraciones en la expresion de
genes relacionados con la UPR™, pero sin inducir muerte celular o degradacion selectiva
de mitocondrias. Resultados previos obtenidos en nuestro Laboratorio muestran que el
estrés de RE leve, es decir, con concentraciones bajas y tiempos tempranos de
tratamiento con un estresor, incluso antes de que se manifiesten cambios a nivel
transcripcional, induce cambios en el metabolismo celular (Bravo et al., 2011). Estos
cambios implican una mayor actividad metabdlica, con mayor produccion de ATP, con el

fin de sustentar las respuestas adaptativas frente al estresor (Bravo et al., 2012).

Por este motivo, para los ensayos de metabolismo celular se eligié trabajar a tiempos
cortos de estimulacién, antes de que se manifiesten los cambios a nivel genético. De
acuerdo a los trabajos previos de nuestro laboratorio, se eligieron tiempos entre 1y 4 h

de estimulacion (Bravo et al., 2011).

Para evaluar si el estrés producido por doxiciclina promueve algin cambio en el
metabolismo celular, se midieron los niveles intracelulares de ATP. Como se aprecia en
la Figura 16, los niveles de ATP aumentan levemente a las 2 h de tratamiento con
doxiciclina a 15 y 60 pg/mL. Este resultado sugiere que si existen cambios metabdlicos
tempranos asociados al estrés mitocondrial. Sin embargo, no se puede establecer si
estos cambios se deben a un incremento en el metabolismo mitocondrial dado que se
analizaron los niveles intracelulares de ATP totales sin discernir si este ATP se generé
0 no en las mitocondrias.
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Figura 16. Efecto de doxiciclina en los niveles intracelulares de ATP en células
HeLa. Las células se trataron con doxiciclina 15 6 60 ug/mL durante 2 h. Analisis de los
niveles relativos de ATP intracelular medidos mediante un kit comercial basado en
luminiscencia. Oligomicina 2 uM durante 1 h, un inhibidor de la ATP sintasa, se utilizd
como control de la técnica. * p < 0,05 y *** p < 0,001 versus control (n=4-9.
Promedio + SEM; Analisis mediante ANOVA de una via seguido del test de
comparaciones multiples de Holm-Sidak.

6.6. Efecto de la exposicién temprana a doxiciclina en la tasa de respiracion celular

Un indicador mas directo de la funcién mitocondrial es la medicion de la velocidad de
consumo de oxigeno. Mediante oxigrafia en electrodo de Clark, se analiz6 la velocidad
de consumo de oxigeno basal y luego se agreg6 el desacoplante CCCP para medir la
respiracion maxima. Los resultados con la concentraciéon de 15 pug/mL de doxiciclina
permiten observar una tendencia al aumento de la respiracién, tanto basal como maxima,
a todos los tiempos ensayados (Figura 17A), sin embargo, la diferencia
estadisticamente significativa se obtuvo cuando se analiza solamente a las 4 h de
tratamiento (Figura 17B). De forma similar, a la concentracién de 60 pg/mL también se
observo una tendencia al aumento de la respiracion basal y maxima, aunque en este
caso es bastante mas marcada la diferencia a las 4 h de estimulo con respecto a los
otros tiempos de estimulacion (Figura 18). Por otra parte, se analizé el potencial
mitocondrial mediante la sonda fluorescente TMRM y microscopia confocal, sin

encontrar diferencias significativas al tratar con doxiciclina 60 pg/mL (Figura 19).
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Con estos resultados, se puede inferir que el aumento en los niveles de ATP
intracelular podria ser causa del incremento en el metabolismo oxidativo a nivel

mitocondrial, indicado por la mayor tasa de respiracion.
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Figura 17. Efecto de doxiciclina 15 pg/mL sobre la tasa de respiraciéon celular en
células HelLa. Analisis comparativo de la velocidad de respiracion celular, medida en
electrodo de Clark. Para la medicién de la respiracion maxima, se utilizé CCCP 200 nM.
(A) Tasa de respiracion luego del tratamiento con doxiciclina 15 pg/mL durante 1, 2y 4 h.
(B) Para una mejor visualizacion se muestra solo el tiempo de 4 h de estimulo. * p < 0,05
(n=5). Promedio + SEM; Andlisis mediante ANOVA de dos vias seguido del test de
comparaciones multiples de Holm-Sidak.
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Figura 18. Efecto de doxiciclina 60 pg/mL sobre la tasa de respiracion celular en
células HelLa. Analisis comparativo de la velocidad de respiracion celular, medida en
electrodo de Clark. Para la medicién de la respiracion méaxima, se utiliz6 CCCP 200 nM.
(A) Tasa de respiracion luego del tratamiento con doxiciclina 15 pg/mL durante 1, 2y 4 h.
(B) Para una mejor visualizacion se muestra sélo el tiempo de 4 h de estimulo. * p < 0,05
(n=5). Promedio + SEM; Andlisis mediante ANOVA de dos vias seguido del test de
comparaciones multiples de Holm-Sidak.
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Figura 19. Efecto de doxiciclina 60 ug/mL sobre el potencial mitocondrial en
células Hela. Las células se trataron con doxiciclina 60 pg/mL durante el tiempo
indicado. En los ultimos 30 min de estimulo se trataron con TMRM 20 nM y se analizé la
fluorescencia basal mediante microscopia confocal (n=5). (A) Imagenes representativas
de la marca de TMRM. Escala: 10 um. (B) Cuantificacion de la fluorescencia promedio
de TMRM durante 50 seg de medicion. Promedio + SEM; ns: no significativo. Analisis

mediante ANOVA de una via seguido del test de comparaciones multiples de
Holm-Sidak.

74



6.7. Efecto de la exposicion temprana a doxiciclina en el acoplamiento fisico entre RE y

mitocondria

Posteriormente, para estudiar silos cambios metabdlicos inducidos por doxiciclina son
paralelos a cambios en la comunicacion entre el RE y las mitocondria, tal como ocurre
en el caso del estrés de RE leve (Bravo et al., 2011, 2012), se analizé por un lado los
contactos fisicos entre ambos organelos y, por otra parte, la comunicacion funcional
mediante la medicion de los niveles de Ca?" mitocondrial frente a la liberacion de este
ion por parte del RE. Para analizar los contactos fisicos entre RE y mitocondria se
comenzd analizando la co-localizacién entre la proteina Hsp70 mitocondrial y calnexina
como marcador de RE mediante inmunofluorescencia indirecta a los mismos tiempos de
estimulacion utilizados para medir la tasa de respiracion celular. De acuerdo a los
resultados mostrados en la Figura 20 se observa que a medida que aumenta el tiempo
de tratamiento con doxiciclina, existe mayor co-localizacion de las sefiales
correspondientes a RE y mitocondrias. Al cuantificar los coeficientes de Manders se
observd una tendencia tiempo-dependiente al aumento de la co-localizacién de
mitocondrias sobre RE, alcanzando significancia estadistica a las 4 h de tratamiento con
doxiciclina (Figura 20B). Sin embargo, al analizar los coeficientes de Manders de RE
sobre mitocondrias no se observan diferencias a ninguno de los tiempos analizados.
Estos hallazgos sugieren que son las mitocondrias las que se acercan al RE y no

viceversa.

Como una aproximacién complementaria, se empled una nueva herramienta que
permitid analizar la cercania entre RE y mitocondria de forma més especifica. Dicha
herramienta, gentilmente donada por el Dr. Gyorgy Szabadkai (UCL, Londres), consiste
en la expresion, por un lado, de una porcién de la proteina fluorescente verde GFP (Split
GFP) destinada a RE (ER GFPf11) vy, por otra parte, la otra porcion de GFP destinada
a mitocondria (OMM GFPB1-10) (Cabantous et al., 2005; Granatiero et al., 2016). De
esta forma, cuando ambos organelos se encuentran a la distancia apropiada se produce
la complementacién bimolecular de GFP (Cabantous et al., 2005) y, por lo tanto, se
observa una marca fluorescente en los puntos de contacto. En primer lugar, se realizé
una estandarizacion de la expresion de distintas combinaciones de Split GFP para

verificar su correcta expresion y complementacion. Se prob¢ transfectando las células
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con 1 pg del plasmido OMM GFPB1-10, que expresa la porcién 1-10 de Split GFP
destinado a la membrana mitocondrial externa, mas 1 pg de uno de los siguientes
plasmidos: 1) Cytosolic GFPB11 + RFP, que contiene la porcién 11 de Split GFP con
destinacion citosolica y ademas expresa RFP como control de transfeccion; 2) ER
GFPB11 short, que expresa la porcién 311 de Split GFP asociado a la membrana del RE
mediante un enlazador corto; y 3) ER GFPB11 long, que expresa la porciéon 11 de Split

GFP asociado a la membrana del RE mediante un enlazador mas largo.
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Figura 20. Efecto de doxiciclina sobre los contactos RE-mitocondria evaluados
mediante Inmunofluorescenciaindirecta en células HelLa. Las células se trataron con
doxiciclina 60 pg/mL durante los tiempos indicados. Andlisis de co-localizacion mediante
inmunofluorescencia indirecta. (A) Imagenes representativas para cada condiciéon. Los
colores corresponden a: Rojo, calnexina (RE); verde, mtHsp70 (mitocondria); azul, DAPI
(nucleo). Escala: 20 um. En los paneles inferiores se muestra una magnificacioén de 5X.
(B) Coeficientes de Manders de mitocondrias sobre RE. (C) Coeficientes de Manders de
RE sobre mitocondrias. * p < 0,05 versus control (n=3). Promedio + SEM; ns: no
significativo. Analisis mediante ANOVA de una via seguido del test de comparaciones
multiples de Holm-Sidak.
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Figura 21. Ensayo de la evaluacion de los contactos RE-mitocondria con el sensor
Split-GFP en células HelLa. Las células se transfectaron con las tres combinaciones de
Split-GFP (OMM GFPB1-10 + [ER GFPB11 short, ER GFPB11 long o Cytosolic
GFPB11 + RFP]) y luego de 24 h se analizaron mediante microscopia confocal,
evaluando la emisién luego de excitar a 488 y 555 nM. Escala: 30 um.

En la Figura 21 se muestra el resultado del ensayo de la expresion de las distintas
combinaciones de Split GFP. En todos los casos se logré la expresion y la
complementacién bimolecular, al observarse la fluorescencia correspondiente a GFP. Al
utilizar el control de expresion citosdlica + RFP se observo claramente la expresion de
RFP, lo que permitié verificar que la co-transfeccion fue efectiva en un gran porcentaje
de la poblacion celular. Ademas, dada la expresion citosolica de la porcion GFPB11, se
observa la fluorescencia de GFP a lo largo de toda la red mitocondrial, dando cuenta de
la correcta localizacion del marcador. Por otra parte, al estudiar la co-transfeccion de
OMM GFP1-10 con las porciones ER GFPB11 short y long, se observé un patron de
fluorescencia menos continuo y en algunos casos mas punteados, indicando que la
fluorescencia s6lo se produce en lugares determinados de la red mitocondrial, que

corresponderian a los puntos de contacto entre RE y mitocondrias. De acuerdo con estas
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observaciones, la Figura 21 muestra que el patrén de fluorescencia de ER GFPf311 short
es mas extenso que el de ER GFPB11 long, lo cual se explica porque al tener un
enlazador de menor longitud, permite una mejor complementacion bimolecular en
lugares estrechos, como lo es la interfase entre RE y mitocondria. En cambio, la mayor
longitud del enlazador de ER GFPB11 long sélo le permite lograr la complementacion

bimolecular en lugares donde la distancia entre RE y mitocondria es mayor.

Control

Short Split GFP

Long Split GFP

Figura 22. Efecto de doxiciclina 60 pug/mL sobre los contactos RE-mitocondria
evaluados con el sensor Split-GFP en células HelLa. Las células se transfectaron con
las dos combinaciones de Split-GFP (OMM GFPB1-10 + [ER GFPB11 short o ER
GFPB11 long]) y luego de 24 h, se estimularon con doxiciclina durante los tiempos
indicados y se analizaron mediante microscopia confocal, evaluando la emisién luego de
excitar a 488 nM. En la figura se muestran imagenes representativas para cada
condicion. Escala: 20 pum.

Una vez establecida la correcta expresion de las distintas combinaciones de
plasmidos, se realiz6 el ensayo estimulando con doxiciclina 60 pyg/mL a2y 4 h. En la
Figura 22 se muestran imagenes representativas obtenidas para cada condicion, donde
se puede apreciar que el tratamiento con doxiciclina tiende a aumentar el nivel de
fluorescencia con ambos marcadores. Para tener una nocién mas objetiva del efecto de
doxiciclina sobre los contactos RE-mitocondria, se ensayd dos formas de cuantificar las
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iméagenes obtenidas con Split GFP: por un lado, se midi6 el porcentaje del area celular
ocupado por la fluorescencia, y por otro, el nimero de objetos fluorescentes por célula
(Granatiero et al., 2016), con el fin de determinar el mejor indicador cuantitativo de los
contactos. Los resultados indican que ambas formas de cuantificacibn muestran
resultados coherentes con lo observado en las imagenes. Con la combinacién de OMM
GFPB1-10 + ER GFPB11 short se observo un aumento tanto en el area de fluorescencia
como en el nimero de objetos por célula con ambos tiempos de tratamiento con
doxiciclina (Figura 23), indicando que existe un aumento en el nUmero de puntos de
contacto entre RE y mitocondrias como un aumento en la extension de estos contactos

en conjunto.
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Figura 23. Efecto de doxiciclina 60 pg/mL sobre los contactos RE-mitocondria
evaluados con el sensor short Split-GFP en células HelLa. Las células se
transfectaron con la combinacién de Split-GFP (OMM GFPB1-10 + ER GFPB11 short)
durante 24 h, y luego se estimularon con doxiciclina durante los tiempos indicados y se
analizaron mediante microscopia confocal, evaluando la emision luego de excitar a 488
nM. (A) Porcentaje de area de florescencia versus area total de las células. (B) Niamero
de objetos. * p < 0,05y ** p < 0,01 versus control (n=5). Promedio + SEM; Analisis
mediante ANOVA de una via seguido del test de comparaciones mudultiples de
Holm-Sidak.

Con la combinacién de OMM GFPB1-10 + ER GFPB11 long se obtuvieron resultados

muy similares, con un aumento tanto en el area como en el nimero de objetos luego del

estimulo con doxiciclinaa 2y 4 h (Figura 24).
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Estos resultados, permiten concluir que, ademéas de inducir cambios en el
metabolismo celular a tiempos cortos de estimulacion, doxiciclina produce cambios en el

contacto fisico entre RE y mitocondrias.
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Figura 24. Efecto de doxiciclina 60 pg/mL sobre los contactos RE-mitocondria
evaluados con el sensor long Split-GFP en células HelL a. Las células se transfectaron
con la combinacion de Split-GFP (OMM GFPB1-10 + ER GFPB11 long) durante 24 h, y
luego se estimularon con doxiciclina durante los tiempos indicados y se analizaron
mediante microscopia confocal, evaluando la emisién luego de excitar a 488 nM. (A)
Porcentaje de area de florescencia versus area total de las células. (B) Numero de
objetos. * p < 0,05y ** p < 0,01 versus control (n=5). Promedio + SEM; Analisis mediante
ANOVA de una via seguido del test de comparaciones multiples de Holm-Sidak.

6.8. Efecto de la exposicién temprana a doxiciclina sobre el acoplamiento funcional entre

RE y mitocondria

Luego de determinar que el tratamiento con doxiciclina induce cambios en el
acoplamiento fisico entre RE y mitocondrias en células Hela, se investigo si este mayor
contacto implica una mayor comunicacion funcional. Para este fin, se analizé el traspaso
de Ca?* desde el RE a la mitocondria, ya que este es uno de los mejores indicadores de
la funcionalidad de dichos contactos (Bravo et al., 2012; Rowland & Voeltz, 2012). Como
indicador de los niveles de Ca?" mitocondrial, se utilizé la proteina fluorescente sensible
a Ca?*, Cepia2mt (Suzuki et al., 2014), con destinacion a la matriz mitocondrial, y como
inductor de la liberacion de Ca?* desde el RE se utilizé histamina, la cual actla a través
de la via de IPs. La fluorescencia del sensor Cepia2mt se analiz6 en tiempo real mediante

microscopia confocal.
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Figura 25. Efecto de doxiciclina 60 ug/mL en la captaciéon de Ca?* mitocondrial en
células Hela. Las células se transfectaron con el sensor de Ca?* mitocondrial Cepia2mt
durante 24 h, y luego se estimularon con doxiciclina durante los tiempos indicados y se
analizaron mediante microscopia confocal. Se evalué la fluorescencia basal y luego de
estimular la salida de Ca? desde el RE con histamina 100 nM. (A) Cinética
representativa. (B) Fluorescencia maxima alcanzada luego del estimulo con histamina.
(C) Porcentaje de células que responden frente al estimulo. * p < 0,05 y *** p < 0,001
versus control (n=3). Promedio + SEM; ns: no significativo. Analisis mediante ANOVA de
una via seguido del test de comparaciones multiples de Holm-Sidak.

La histamina, al unirse al receptor H1 ubicado en la membrana plasmética de las
células Hela, activa a la fosfolipasa C, generando los segundos mensajeros DAG e IPs.
Este Ultimo se une al receptor/canal IPs (IPsR) en el RE, estimulando la salida del Ca?*
reticular al citosol (Berridge et al., 2003). Si las mitocondrias estan en contacto fisico con
el RE, gran parte del Ca?* liberado es capturado por este Ultimo organelo (Bravo-Sagua

et al., 2017) y se detecta un incremento menor de este ion en el citosol. Si, por el
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contrario, dicho contacto no existe, la mayor parte del Ca?* se vacia al compartimento
citosolico y el Ca?* mitocondrial practicamente no se modifica (Bravo-Sagua et al., 2017;
Rizzuto et al., 2012). Por este motivo la histamina se usa como un estimulo para evaluar
la transferencia de Ca?* desde el RE a la mitocondria. La Figura 25A muestra que, en
las células control, la histamina produjo una rapida elevacion de la intensidad de
fluorescencia, indicando la entrada de Ca?' hacia la mitocondria, para luego decaer
lentamente. Luego de 150 seg de medicién se agreg6 el desacoplante FCCP como
control de la técnica, ya que éste, al disipar el potencial de membrana mitocondrial,
produce una caida abrupta de la concentracion de Ca?" mitocondrial. Al analizar la
cinética de las células previamente estimuladas con doxiciclina por 2 h, se observé un
mayor aumento relativo de la fluorescencia de Cepia2mt luego de la adicion de
histamina, la cual se mantuvo elevada durante el resto de la medicion (Figura 25 A-B).
Sin embargo, el cambio mas notorio se observé con el tratamiento de 4 h con doxiciclina,
el cual presenta una fluorescencia relativa mucho mayor y sostenida en el tiempo (Figura
25 A-B). En la cuantificacién de la fluorescencia s6lo se consideraron las células que
presentaron respuesta frente a histamina, por lo tanto, a modo de verificacién de las
mediciones, se cuantifico el porcentaje de células que responden frente al estimulo con
histamina en las tres condiciones experimentales, sin encontrar diferencias

estadisticamente significativas entre ellas (Figura 25C).

El sensor Cepia2mt sélo permite cuantificar los niveles de Ca?* mitocondrial de forma
relativa, por lo que no permite descartar cambios en la concentracion de Ca?*
mitocondrial basal o diferencias en la expresién del sensor en las diferentes condiciones
experimentales. Por este motivo se repitieron los experimentos de captacion de Ca?*
mitocondrial utilizando un segundo sensor conocido como mitoGCaMP6m, el cual, al
poseer una linea de emisién de fluorescencia independiente de Ca?*, permite normalizar
por la cantidad de sensor, y asi obtener mediciones normalizadas de la concentracion
de Ca?" mitocondrial. De acuerdo a lo mostrado en la Figura 26, los resultados con el
sensor mitoGCaMP6m fueron muy similares a los obtenidos con el sensor Cepia2mt.
El tratamiento con doxiciclina aumenté el traspaso de Ca?" desde el RE hacia las
mitocondrias, alcanzando una fluorescencia maxima mayor a las 4 h de tratamiento. Al

analizar la concentracién de Ca?" mitocondrial basal, previo a la estimulaciéon con
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histamina, se determiné que ésta no varia de forma significativa en las células tratadas

con doxiciclina con respecto a las células control.
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Figura 26. Efecto de doxiciclina 60 yg/mL sobre el Ca* mitocondrial basal en
células HelLa. Las células se transfectaron con el sensor de Ca?" mitocondrial
mitoGCaMP6m durante 24 h, y luego se estimularon con doxiciclina durante los tiempos
indicados y se analizaron mediante microscopia confocal. Se evalu6 la fluorescencia
basal y luego de estimular la salida de Ca?* desde el RE con histamina 100 nM. (A)
Cinética representativa. (B) Fluorescencia maxima alcanzada luego del estimulo con
histamina. (C) Concentracion relativa de calcio mitocondrial basal. * p < 0,05 vs control
(n=5). Promedio + SEM; ns: no significativo. Analisis mediante ANOVA de una via
seguido del test de comparaciones multiples de Holm-Sidak.
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7. DISCUSION

7.1. Proteostasis y adaptacion frente a estrés proteotoxico

Las proteinas son macromoléculas fundamentales para el funcionamiento celular,
cumpliendo funciones estructurales, enzimaticas, de transporte, sefializacion, entre otras
(Calamini & Morimoto, 2012). Para poder cumplir con estas funciones, las proteinas
requieren de una estructura especifica, la cual se logra mediante el plegamiento de su
cadena polipeptidica, modificaciones post-traduccionales, cortes proteoliticos,
ensamblaje de complejos proteicos, etc (Calamini & Morimoto, 2012; Wolff, Weissman,
et al., 2014). La homeostasis proteica 0 proteostasis comprende todos los procesos
implicados en el correcto funcionamiento de las proteinas, incluyendo su sintesis,
plegamiento, transporte, hasta su degradacion (Calamini & Morimoto, 2012; Wolff,
Weissman, et al., 2014). Cuando existe una alteracidén en la proteostasis, se ponen en
marcha respuestas de retroalimentacion que buscan restaurar el equilibrio perdido. Estas
respuestas se conocen como “respuesta frente a proteinas mal plegadas” o UPR y varian
de acuerdo al compartimento subcelular donde se origina la sefial de estrés, siendo la
mas conocida la UPR frente a estrés de RE (Taylor et al., 2014). Tradicionalmente, las
UPR se conocen como respuestas de retroalimentacion transcripcionales, involucrando
la expresién de novo de proteinas que actian como efectores, tales como chaperonas
moleculares y proteasas (Taylor et al., 2014). Sin embargo, resultados obtenidos en
nuestro Laboratorio muestran que existe una segunda rama de la respuesta, que se da
tempranamente, e implica una adaptacion metabdlica frente al estrés de RE (Bravo et
al., 2011, 2012). Esta respuesta metabdlica temprana se produce gracias a un
acercamiento entre el RE y las mitocondrias, lo cual potencia el metabolismo oxidativo
mitocondrial al hacer mas eficiente la transferencia de Ca?* hacia la matriz mitocondrial,

donde actiia como cofactor enzimatico (Bravo et al., 2012).

A pesar de las similitudes entre las distintas vias de mantencion de la proteostasis,
aun se desconoce si esta adaptacion metabdlica temprana ocurre cuando el estrés se

genera en un lugar distinto al RE. Por este motivo, esta tesis investigd si una respuesta
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de este tipo existe cuando la acumulacion de proteinas mal plegadas tiene lugar dentro
de las mitocondrias.

7.2. UPR™Yy control de calidad mitocondrial

A pesar de que la UPR™ se describié por primera vez a fines de la década de 1990
(Martinus et al., 1996), aln se desconocen muchos aspectos de esta respuesta, sobre
todo en modelos mamiferos. La gran mayoria de la via de transduccion de sefiales
descrita para la UPR™ se ha descubierto en el modelo de C. elegans, sin existir siempre
homologos claros en mamiferos para las proteinas participantes. Por este motivo,
tampoco existen modelos experimentales bien definidos para inducir esta respuesta in
vitro en células provenientes de mamiferos. Por lo tanto, el primer objetivo de esta tesis
fue definir un modelo experimental apropiado para su uso in vitro. Se eligié trabajar con
células Hela, derivadas de un tumor cervicouterino, ya que los trabajos previos
realizados en el Laboratorio sobre estrés de RE y contactos RE-mitocondria se realizaron

en este modelo celular.

Como primera aproximacion, se ensayo el modelo de induccion de UPR™ mediante la
expresion de una forma mutante de la proteina OTC, localizada en la matriz mitocondrial
(Zhao et al., 2002). Esta mutacién corresponde a la delecion de una porcion del sitio
activo de la enzima (AOTC), que le permite ser importada a la matriz mitocondrial, pero
impide su correcto plegamiento y lleva a la formacién de agregados proteicos insolubles
(Zhao et al., 2002). La expresion de esta proteina mutante en células COS-7 activa la
UPR™, generando un aumento en la expresiéon de chaperonas y proteasas
mitocondriales (Zhao et al., 2002). Nuestro modelo de trabajo original implicaba el uso
de células HelLa-TetON con expresion inducible por doxiciclina del gen de la OTC wild
type, como control, y de AOTC, como inductor de UPR™. Estas lineas celulares fueron
donadas gentilmente por el Dr. Richard J. Youle (NIH, Bethesda, EEUU) (Jin & Youle,
2013).

Al ensayar este modelo con la induccion de las proteinas OTC y AOTC mediante el
tratamiento con doxiciclina 0,5 pg/mL, se logré la expresion de ambas proteinas. Sin

embargo, la expresién de la proteina control, OTC wild type, fue mucho mayor que la de
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AOTC (datos no mostrados en esta tesis), lo que llevé a que en la linea celular control,
los marcadores de estrés tuvieran mayor tendencia al aumento de lo esperado. Esto
podria explicarse porque, aunque esta proteina no presenta defectos en su plegamiento,
puede estar produciendo estrés celular solamente por la sobrecarga de una proteina
exogena. Debido a que este efecto podria confundir la interpretacion de los resultados,
se decidi6 cambiar el modelo de induccién de UPR™. Considerando que, por otra parte,
surgieron publicaciones que alertaban sobre el uso de tetraciclinas, familia a la que
pertenece la doxiciclina, en investigacién por sus efectos negativos sobre la funcion
mitocondrial a largo plazo (Houtkooper et al., 2013; Moullan et al., 2015), se tomé la

opcién de utilizar directamente la doxiciclina como inductor de UPR™.,

Las tetraciclinas son antibiéticos ampliamente utilizados para el tratamiento de
infecciones respiratorias, de la piel y gastrointestinales, que actlan a través de la
inhibicién de la traduccién proteica por su union especifica al ribosoma procarionte
(Chatzispyrou et al., 2015; Moullan et al., 2015). El ribosoma mitocondrial, debido a su
origen endosimbionte, es muy similar al de las bacterias y a su vez diferente al ribosoma
eucarionte, por lo que las tetraciclinas afectan su funcion igualmente (Chatzispyrou et
al., 2015; Moullan et al., 2015). La inhibicién de la traduccion proteica mitocondrial
genera un efecto conocido como desbalance mito-nuclear, en donde la expresion de las
subunidades de los complejos de la ETC codificadas en el mtDNA y el DNA nuclear no
se encuentran en proporciones estequiométricas para su ensamblaje (Houtkooper et al.,
2013; Jovaisaite & Auwerx, 2015; Moullan et al., 2015). Este desbalance genera una
acumulacién en la mitocondria de las subunidades codificadas en el DNA nuclear,
gatillando asi el estrés proteotéxico mitocondrial y la UPR™ (Houtkooper et al., 2013;
Moullan et al., 2015). Aprovechando este efecto de la doxiciclina, propusimos utilizar el
tratamiento de células HelLa con dicho antibiético como una forma de inducir estrés
mitocondrial. Como aproximacion inicial, se utilizaron concentraciones de doxiciclina de

15y 60 pg/mL durante 0-72 h de tratamiento (Houtkooper et al., 2013).

Utilizando esta estrategia se logré establecer un modelo de desbalance mitonuclear,
reduciendo la expresién de una proteina codificada en el mtDNA con respecto a una
codificada en el DNA nuclear, ambas pertenecientes a complejos de la ETC, en tiempos

entre 24 y 72 h de estimulo (Figuras 5 y 6). Paralelamente, este desbalance se
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acompana del aumento en la expresion de genes marcadores de la UPR™, tal como
CHOP, C/EBPB, mtHsp60 y ClpP (Figuras 7 y 8). Con estos resultados en conjunto, se
puede concluir que se logré establecer un modelo de UPR™ mediante induccion

farmacologica en un modelo de lineas celulares humanas.

Para complementar la definicion del modelo de UPR™, se evaluaron algunos efectos
a tiempos largos (de hasta 72 h) como la muerte celular y la mitofagia. Con este modelo
experimental no existen datos en la literatura sobre estos efectos de toxicidad celular,
por lo gue no habia referencias al respecto al momento de realizar estos experimentos.
Como Unica referencia, existe un trabajo donde se describi6 la existencia de mitofagia
en mitocondrias con mtAy preservado, luego de la induccién de la expresion de AOTC
en el mismo modelo inducible por doxiciclina que se ensayo inicialmente en esta tesis
(Jin & Youle, 2013). Sin embargo, como ya se discuti6, dicho modelo tiene el problema
de que se esta causando un estrés dual, ya que por un lado se expresa la proteina
mutante AOTC, que forma agregados insolubles y, por otra parte, el farmaco utilizado
para inducir su expresion, la doxiciclina, tiene por si sola efectos sobre la expresion de

proteina mitocondriales, confundiendo los efectos observados.

En esta tesis sélo se encontr6é un aumento leve (menor al 10 %) en la poblacion celular
PI positiva, lo cual implica alteraciones en la permeabilidad de la membrana plasmética,
al ensayar la concentracion de 60 pug/mL, pero no con la de 15 pg/mL (Figuras 10y 11).
Sin embargo, al estudiar la poblacién apoptética subG1l no se encontraron aumentos
significativos con ninguna de las dos concentraciones (Figuras 12 y 13), indicando que
este tipo de estrés mitocondrial es leve y no lleva a muerte celular significativa en un
plazo de 72 h. Similarmente, tampoco se encontrd6 un aumento significativo de la
mitofagia basal segun lo testeado con el sensor mitoKeima a la concentracion mayor de
doxiciclina (Figura 15). En conjunto, con estos datos, y recordando el esquema mostrado
en la Figura 2 sobre el control de calidad mitocondrial, se puede concluir que el estrés
causado por el tratamiento con doxiciclina a las concentraciones ensayadas se
encuentra en los primeros niveles de la escala de control calidad mitocondrial. Sin
embargo, queda pendiente en esta tesis evaluar si existen respuestas adaptativas a nivel

de aumento en la expresion de enzimas antioxidantes o cambios en la dinamica
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mitocondrial, que de acuerdo a la Figura 2 se encuentran entre la UPR™ y la mitofagia

dentro de las respuestas de control de calidad mitocondrial.

7.3. Estrés mitocondrial y metabolismo

Las mitocondrias son organelos que cumplen importantes funciones metabdlicas en
las células. Ademas de ser el lugar fisico donde ocurre el ciclo de Krebs y la generacién
de ATP mediante la fosforilacion oxidativa, también en la mitocondria tienen lugar
reacciones relacionadas con el metabolismo de aminoacidos, nucledtidos y lipidos
(Chandel, 2015). Asi, cuando existe estrés mitocondrial por acumulacién de proteinas
mal plegadas, no so6lo es necesario activar vias de respuesta para recuperar la
proteostasis, sino que también es necesario mantener o redirigir el metabolismo celular
(Lin & Haynes, 2016).

Programacion transcripcional Adaptacion metabdlica
- .
Chaperonas ® | Glicolisis
Proteasas g |\
OxPhos 7 Glicolisis g
de = ATFS-1 Inmunidad innata = \\\
mtDNA S
™ oxphos S |
Ciclo de Krebs -§ ~ Ul
E — x_%
Estrés mitocondrial

Figura 27. UPR™ 'y adaptacién metabdlica. (Izquierda) Reprogramacion
transcripcional frente a estrés mitocondrial. En el nucleo, ATFS-1 regula la expresion de
mas de 400 genes, induciendo genes relacionados con la proteostasis mitocondrial,
ademas de la glicolisis y genes relacionados con la inmunidad innata. Por otro lado,
ATFS-1 reduce la acumulacién de transcritos relacionados con el ciclo de Krebs y la
fosforilacion oxidativa (OxPhos). Ademas, ATFS-1 en la mitocondria reduce la expresion
de genes codificados en el mtDNA. (Derecha) Durante la UPR™ se reduce la expresion
de genes relacionados con la fosforilacion oxidativa, a la vez que se incrementa la
glicolisis para mantener los niveles de ATP. Adaptado de Lin & Haynes, 2016.
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En la literatura existen pocos estudios que aborden este tema, y todos ellos utilizan el
modelo de C. elegans induciendo el estrés mitocondrial de forma crénica. En este
contexto, se ha descrito que existe un remodelado del metabolismo celular, potenciando
la expresion de genes relacionados con la glicélisis y reduciendo la expresion de genes
relacionados con el ciclo de Krebs y la fosforilacién oxidativa (Figura 27) (Lin & Haynes,
2016; Nargund et al., 2012, 2015; Schulz & Haynes, 2015). Se propone que este
remodelado metabdlico tendria como fin evitar la sobrecarga de trabajo de la mitocondria
mientras se recupera la homeostasis proteica o prescindir de algunas funciones
mitocondriales cuando no se logra recuperar completamente el organelo o el estrés es
muy prolongado (Lin & Haynes, 2016; Schulz & Haynes, 2015). Sin embargo, como se
ha mencionado anteriormente, los modelos de trabajo utilizados estudian el estrés
cronico y no abordan los posibles cambios metabélicos que podrian ocurrir en un estrés
agudo, leve o mas cercano a lo que ocurriria en un contexto fisiolégico. No obstante, la
adaptacion celular frente a un estrés crénico no necesariamente es la misma que frente
a un estrés agudo. En el caso del estrés mitocondrial, es l6gico pensar que frente a una
disfuncion crénica del organelo se activen otras vias metabdlicas a modo de
compensacién. Pero cuando la alteracion es leve y existen posibilidades de recuperar la
funcion de la mitocondria, la adaptacion metabdlica podria pasar directamente por
potenciar la funciéon mitocondrial. En esta tesis se propuso como hipétesis que en una
etapa temprana del estrés proteotéxico mitocondrial, incluso antes de ver cambios a nivel
de la expresién de genes relacionados con la UPR™, existe una potenciacion del
metabolismo mitocondrial y la fosforilacion oxidativa, de forma similar a lo que ocurre en
el estrés de RE temprano. Con este fin se decidi6 trabajar a tiempos no mayores a 4 h
de tratamiento con doxiciclina, realizando la mayoria de los experimentos a la
concentracion de 60 pg/mL, que presento resultados mas claros en la estandarizacion
del modelo de UPR™. En primer lugar, se evaluaron los niveles intracelulares de ATP,
encontrdndose un aumento significativo a las 2 h de estimulo (Figura 16). Este aumento
puede deberse a una mayor sintesis de ATP, a una disminucién en su consumo, 0 a una
combinacién de ambos procesos. De acuerdo al hallazgo de una mayor tasa de consumo
de O, basal (Figura 17 y 18), se puede inferir que podria haber un aumento en la sintesis

de ATP a través de la fosforilacion oxidativa. Sin embargo, no se puede descartar una
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posible contribucién de un aumento en la tasa de glicolisis. Por otra parte, se sabe que,
en situaciones de estrés, disminuyen algunas funciones celulares con el fin de reducir la
carga de trabajo y el requerimiento energético. Por ejemplo, durante el estrés por
acumulacién de proteinas mal plegadas, tanto originado en el RE como en las
mitocondrias, existe una reduccion de la traduccién general de proteinas, para redirigir
el gasto de ATP vy evitar la sobrecarga de los sistemas de proteostasis y plegamiento
proteico (Baker et al., 2012; Harding et al., 1999; Jovaisaite et al., 2014). En esta tesis
no se evalué especificamente esta rama de la sefializaciéon de la UPR™, pero se presume
que la reduccion de la sintesis general de proteinas podria contribuir a la reduccion del

requerimiento energético y al aumento de los niveles de ATP intracelular.

7.4. Estrés celular y comunicacion entre organelos

Tradicionalmente, se describe que las funciones celulares en organismos eucariontes
se encuentran compartamentalizadas en distintos organelos subcelulares. Sin embargo,
en las dltimas décadas se ha tomado conciencia de que estos organelos no son tan
independientes y que interactdan y se comunican constantemente entre si para
coordinar sus funciones (Bravo-Sagua et al., 2014). La comunicacion entre organelos se
da tanto a nivel fisico, por acercamiento y formacion de contactos directos, como a través
de moléculas sefalizadoras. La formacion de puentes fisicos de contacto entre
organelos membranosos permite el traspaso directo de metabolitos, iones u otras
moléculas de sefializacion. Estos contactos entre organelos parecen ser particularmente
importante en situaciones de estrés celular, donde se deben activar programas genéticos

y metabdlicos de adaptacion (Bravo-Sagua et al., 2014; Lopez-Crisosto et al., 2017).

En el caso de la mitocondria, se reconoce la comunicacion bidireccional, sin contacto
directo, con el nucleo donde, por un lado, el nacleo modula la biogénesis y funcién
mitocondrial regulando la expresion de las proteinas destinadas a la mitocondria, y, por
otra parte, el ndcleo recibe sefiales desde las mitocondrias como una forma de
monitorear su funciébn y promover los ajustes necesarios en la expresion génica
(Figura 28) (Quirés et al., 2016; Ryan & Hoogenraad, 2007; Whelan & Zuckerbraun,

2013; Wolff, Ladoukakis, Enriquez, et al., 2014). Esta comunicacion bidireccional entre
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mitocondrias y ndcleo se conoce como sefializacion anterdgrada y retrograda,

respectivamente.

Nucleo

Monitoreo
mitocondrial

Expresion
génica

Modulacién
mitocondrial

Figura 28. Representacion de la comunicacion entre nucleo y mitocondrias. La
funcién mitocondrial depende de la sefializacién anterdgrada y retrégrada. La regulacion
anterograda (Modulacién mitocondrial) integra en el ndcleo sefiales de estimulos
externos e internos para activar programas genéticos que ajusten parametros
mitocondriales de acuerdo a estas sefales. La regulacion retrograda monitorea el estado
funcional de las mitocondrias y sefaliza de vuelta hacia el nucleo (Monitoreo
mitocondrial). A y B representan nodos citoplasméticos que podrian actuar como
integradores de las sefiales anterdgradas y retrégradas, con posibles comunicaciones
cruzadas entre ellos que permitan una rapida regulacion de la funcion mitocondrial.
Adaptado de Battersby & Richter, 2013.

La UPR™ es un claro ejemplo de sefializacion retrégrada entre las mitocondrias y el
nucleo. Aun no esta del todo claro cuales son las sefiales y la via de transduccién que
comunican el estrés por acumulacion de proteinas mal plegadas en la mitocondria hacia
el nucleo en mamiferos. Sin embargo, distintos trabajos en la literatura, junto con los

resultados de esta tesis, muestran el efecto en el aumento de la expresion de genes
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relacionados con la proteostasis mitocondrial (Aldridge et al., 2007; Zhao et al., 2002).
No obstante, a pesar de desconocer muchos de los aspectos de la comunicacion
mitocondria/nucleo frente al estrés mitocondrial, en el presente trabajo no se busco
abordar este tema, sino que se tuvo como objetivo estudiar otra rama de la respuesta

que involucrara la comunicacion entre mitocondrias y RE en este contexto de estrés.

7.5. Estrés mitocondrial y comunicacién con el RE

Como se ha descrito en este trabajo, durante las etapas tempranas del estrés
mitocondrial inducido por doxiciclina existe un aumento en el metabolismo mitocondrial,
lo cual puede deberse a varios factores, como lo son un aumento en la disponibilidad de
sustratos metabélicos o una estimulacion de las enzimas mitocondriales. La hipétesis de
este trabajo apunta a un aumento en la comunicacion entre mitocondrias y RE como
posible mecanismo que expliqgue esta potenciacion metabdlica. Diversas enzimas que
forman parte del ciclo de Krebs son dependientes de Ca?*, y la acumulacién de Ca?*
dentro de las mitocondrias requiere de altas concentraciones de este ion en las cercanias
del organelo para lograr un ingreso eficiente (Bravo-Sagua et al., 2017). Los sitios de
contacto entre RE y mitocondrias constituyen la principal plataforma de traspaso de Ca?*
hacia éstas Ultimas, ya que la salida masiva de Ca?* desde el RE forma micro-dominios
espacio-temporales de alta concentracion que permiten su captacion hacia la matriz

mitocondrial (Bravo-Sagua et al., 2017).

Los experimentos realizados en esta tesis muestran que efectivamente existe un
aumento en los contactos fisicos entre mitocondrias y RE frente al estimulo con
doxiciclina, los cuales se analizaron mediante inmunofluorescencia indirecta y una nueva
herramienta genética, Split-GFP (Figura 20, Figuras 22-24). Estos contactos ademas
son funcionales ya que conllevan un aumento en la eficiencia de traspaso de Ca?* desde
el RE a las mitocondrias (Figura 25). Sin embargo, queda pendiente estudiar la
causalidad entre este fendmeno y el aumento del metabolismo mitocondrial, por ejemplo,
inhibiendo el traspaso de Ca?* entre organelos y analizando si se mantiene el aumento

en el consumo de oxigeno.
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Ademas, en este trabajo no se defini6 un posible mecanismo que explique este
aumento en la comunicacién entre mitocondrias y RE, asi como tampoco se abordé una
posible relacién entre la comunicacién mitocondrias-nucleo y mitocondrias-RE. Como
antecedente mas directo, se sabe que el aumento en los contactos RE-mitocondrias que
ocurre en las etapas tempranas del estrés de RE, existe una participacion del
citoesqueleto que permite el acercamiento de los organelos (Bravo et al., 2011), tema

que no fue tratado en este trabajo.

7.6. Distribucion de los contactos entre mitocondrias y RE

Ademas de mostrar el aumento de los contactos entre mitocondrias y RE en etapas
tempranas del estrés de RE, nuestro grupo ha descrito, en trabajos relacionados con
esta tesis, que estos contactos no siempre se producen de forma homogénea a lo largo
del citoplasma. Es asi como frente a un estimulo con tunicamicina a bajas
concentraciones, el acercamiento entre RE y mitocondrias se produce principalmente en
la zona perinuclear (Bravo-Sagua et al., 2016; Bravo et al., 2011). Este evento se puede
explicar porque es en esta zona del RE donde ocurre la mayor parte del plegamiento
proteico y el acercamiento de las mitocondrias permitiria un suministro directo de ATP a
los sitios con mayor requerimiento energético (Bravo-Sagua et al., 2016; Bravo et al.,
2011, 2012). En cambio, cuando se induce estrés con rapamicina, un inhibidor de
MTORCL1 utilizado para simular una situacion de privacién de nutrientes, igualmente
aumentan los contactos entre RE y mitocondrias, pero éstos se dan de forma
homogénea a lo largo del citoplasma (Bravo-Sagua et al., 2016). En el caso del estrés
originado por doxiciclina, se desconoce si éste se produce homogéneamente en todas
las mitocondrias, o si existen poblaciones de mitocondrias mas susceptibles que otras.
En esta tesis, no se evaluo especificamente si el dafio mitocondrial o los contactos entre
RE y mitocondrias presenta alguna heterogeneidad en cuanto a su distribucion espacial,

pero seria algo interesante de estudiar en el futuro.
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7.7. Estrés mitocondrial, adaptacion y mitohormesis

En la literatura se ha descrito que la activacion cronica de la UPR™ promueve la
longevidad en diversos modelos, desde invertebrados hasta roedores (Durieux et al.,
2011; Houtkooper et al., 2013; Merkwirth et al., 2016; Morrow et al., 2016; Schulz &
Haynes, 2015; Tian et al., 2016). Sin embargo, la relacion entre UPR™ y longevidad no
siempre es tan clara y existe cierta controversia al respecto (Bennett et al., 2014; Bennett
& Kaeberlein, 2014; Schulz & Haynes, 2015). Esta controversia se debe en parte a que
probablemente la UPR™ no es la Unica via que conecta el estrés mitocondrial con la
sobrevida (Bennett & Kaeberlein, 2014; Schulz & Haynes, 2015). Pero, ademas existe la
nocion de que el estrés mitocondrial y la UPR™ tienen un efecto hormético sobre la
expectativa de vida de un organismo. Tal como se esquematiza en la Figura 29, un nivel
de estrés mitocondrial bajo promueve la longevidad por la activacion de vias de
adaptacion y recuperacion de la funcién mitocondrial y de la sobrevida. Sin embargo,
pasado cierto umbral de dafio y disfuncion mitocondrial, la sobrevida del organismo
disminuye por la imposibilidad de recuperar la funcionalidad de las mitocondrias. Esta
respuesta bifasica frente al estrés mitocondrial es un claro ejemplo de hormesis y deja
en evidencia la necesidad de comprender como operan las respuestas adaptativas que
promueven la sobrevida celular antes de llegar a un dafio irreversible, con la

consecuente disfuncion y muerte celular.
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Figura 29. Estrés mitocondrial y regulacion de la longevidad. (A) La longevidad
aumenta con niveles moderados de disfuncién mitocondrial y se reduce cuando el dafio
es muy severo. Durante la disfuncién mitocondrial leve el organismo es capaz de
promover la recuperacion mitocondrial a través de alteraciones fisiolégicas que afectan
positivamente la longevidad. Estas adaptaciones incluyen alteraciones metabdlicas, la
mantencion de la proteostasis mitocondrial y la resistencia a patégenos. (B) la UPR™ se
activa frente a la disfuncién mitocondrial y promueve la reparacién del organelo junto con
otras adaptaciones metabdlicas. En cierto punto (marcado por la linea punteada), el dafio
mitocondrial se vuelve irreparable, superando los efectos protectores mediados por la
UPR™, Durante la disfuncién mitocondrial severa, la UPR™ sigue actuando, pero ya no
es suficiente para mantener la homeostasis mitocondrial y promover la sobrevida.
Adaptado de Schulz & Haynes, 2015.

Existen algunas evidencias de la activaciéon de la UPR™ en patologias humanas de
tipo neurodegenerativo (Beck et al., 2016; Pimenta de Castro et al., 2012), sin embargo,
no esta clara su posible participacién en la patogénesis de estas enfermedades. De
acuerdo a lo que se sabe por literatura mas los datos de esta tesis, se podria suponer
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gue la activacién de la UPR™ en estas patologias podria cumplir un rol protector al activar

vias de sobrevida neuronal.

7.8. Perspectivas

En este trabajo se ha definido un nuevo componente de la respuesta adaptativa frente
al estrés mitocondrial, que comprende la potenciacion metabdlica en etapas tempranas
del estrés. De acuerdo al papel protector que tiene la adaptacion frente al estrés
mitocondrial, se puede inferir que promover esta nueva rama de la respuesta puede ser

beneficioso para la sobrevida celular y expectativa de vida de los organismos.

A pesar de que aln se desconocen muchos aspectos de la UPR™, sobre todo en
mamiferos, esta respuesta ya ha sido asociada, en uno u otro sentido, a diversas
patologias. Entre estas podemos encontrar el cancer (Deng & Haynes, 2017; Kenny et
al., 2017; Kenny & Germain, 2017; Skrti¢ et al., 2011); infecciones, sepsis e inflamacion
(Huang et al., 2012; Liu et al., 2014; Pellegrino et al., 2014; Rath et al., 2012); hipoxia
(Kaufman & Crowder, 2015; Mao et al., 2016; Pefia et al., 2016); y enfermedades
neuroldgicas y neurodegenerativas (Beck et al., 2016; Kambe & Miyata, 2015; Pimenta
de Castro et al., 2012). Esta cantidad creciente de estudios permite predecir que, en un
futuro cercano, la UPR™ sera considerada ampliamente dentro de la fisiopatologia de
distintas enfermedades y, por tanto, las vias de sefializacién que regulan esta respuesta
se propondran como nuevos blancos terapéuticos. En este contexto surge la importancia
de conocer a cabalidad los distintos componentes, tanto genéticos como metabdlicos,
gue comprenden la respuesta frente al estrés mitocondrial, para lograr a futuro maneras
eficientes y especificas de manipularla. El trabajo realizado en esta tesis devela una
rama de la respuesta frente a estrés mitocondrial no considerada hasta el momento, y

gue implica la adaptacion metabdlica en las etapas iniciales de la respuesta adaptativa.
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8. CONCLUSIONES

Los principales hallazgos de esta tesis se resumen en los siguientes puntos y en la
Figura 30.

» Doxiciclina es un estimulo adecuado para inducir la UPR™ in vitro en cultivos de
células Hela. El tratamiento con doxiciclina redujo la expresion de una proteina
codificada en el mtDNA, en relacibn a una codificada en el DNA nuclear,
produciendo desbalance mito-nuclear, y activando la expresiébn de genes de
respuesta de la UPR™,

= El estrés mitocondrial inducido por doxiciclina puede considerarse como un estrés
leve, ya que no conlleva un aumento en la degradacién mitocondrial por mitofagia,
ni un aumento significativo de la muerte celular.

= El tratamiento por tiempos cortos con doxiciclina produjo un aumento en el
metabolismo celular, manifestado como un incremento en los niveles intracelulares
de ATP y de la respiracién celular.

= En paralelo a los cambios en el metabolismo celular, se observé un incremento en
los contactos, tanto fisicos como funcionales, entre mitocondrias y RE. Estos
contactos aumentan la eficiencia de la captacion de Ca?" hacia la matriz

mitocondrial, lo que podria explicar el aumento en la tasa de respiracion.
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Figura 30. Modelo final. (A) En etapas tempranas del tratamiento con doxiciclina, en
células Hela, se observa un aumento en la cercania RE-mitocondrias, con un
consecuente aumento en la captacion de Ca®* hacia la matriz mitocondrial luego de la
liberacion desde el RE. Se propone que este aumento de Ca?* mitocondrial es
responsable del aumento en el consumo de O y de los niveles de ATP intracelular. (B)
en etapas mas avanzadas del tratamiento con doxiciclina se observa un desbalance
mitonuclear en la expresion de proteinas de la ETC, junto con un aumento en la
expresion de genes marcadores de UPR™. Sin embargo, no se observan cambios en la
degradacion de mitocondrias por mitofagia.
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