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ABREVIATURAS
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EDTA: Acido etilendiaminotetraacético
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ROS: Especies de oxigeno reactivas
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U: Uridina

UMP: Uridina monofosfato

UPLC: Cromatografia liquida de alto rendimiento
UTP: Uridina trifosfato

VAChT: Transportador vesicular de acetilcolina
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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer (AD) se define como un proceso
neurodegenerativo del sistema nervioso central (CNS). Esta patologia se caracteriza por
la pérdida de memoria, cambios de comportamiento y confusion, dejando a los

pacientes completamente invalidos.

Este tipo de procesos mentales dependen del correcto funcionamiento de las
redes neuronales. En el caso del AD son las neuronas colinérgicas las que se ven
afectadas. Las conexiones neuronales vienen dadas por la correcta sinaptogénesis, y
para ello necesitan la produccion de neuritas, elongaciones de la membrana plasmatica

de la propia célula.

Los principales compuestos de la membrana celular son los fosfatidos. Este tipo
de molécula necesita para su formacién la participacion del sistema de fosforilacion
oxidativa (OXPHOS) y la enzima dihidroorotato deshidrogenasa (DHODH). La
combinacion de ambos factores da lugar al nucledsido de pirimidina, uridina, precursor
de los fosfatidos. Un fallo en la cadena respiratoria de la mitocondria produciria como
consecuencia el de la DHODH y una disminucion de los niveles de uridina celulares.

Se ha observado en diferentes estudios que la administracion de uridina y
compuestos relacionados (CDP-colina, CTP, UTP) producian una mejoria en pacientes
de AD.

El estudio de la inhibicion de estos dos factores, el sistema OXPHOS vy la
DHODH, podria explicar el papel de la mitocondria en la formacion de la membrana

celular y las conexiones neuronales que se ven dafiadas con la AD.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is defined as a neurodegenerative disorder of the
central nervous system (CNS). This disease is characterized by memory loss, behaviour

changes and confusion, leaving patients completely invalid.

This type of mental processes depends on the proper function of neural
networks. Cholinergic neurons are affected in AD. Neuronal connections depend on a
correct synaptogenesis, and to that end, they need the production of neurites, which
consist in elongation of the plasma membrane of the cell itself.

The main compounds of the cell membrane are phosphatides. These molecules
require from a correct OXPHOS system and dihidroorotate dehydrogenase (DHODH)
activity. The combination of these factors leads to the pyrimidine nucleoside
production, uridine, a precursor of phosphatides. A failure in the mitochondrial
respiratory chain would produce the inhibition of DHODH and would decrease cellular

uridine levels.

It has been observed that the administration of uridine and related compounds
(CDP-choline, CTP, UTP) produced an improvement in AD patients.

The study of these two factors inhibition, OXPHOS system and the DHODH,
could explain the role of mitochondria in the cell membrane formation and neuronal

connections that are damaged in AD.
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I. INTRODUCCION

|. INTRODUCCION

1. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La enfermedad de Alzheimer (AD) es un sindrome neurodegenerativo
progresivo del sistema nervioso central (CNS) [1]. Se caracteriza principalmente por la
pérdida de memoria, la apatia y la depresion, que son los primeros sintomas, y
posteriormente también pueden aparecer alteraciones en el juicio, cambios de
comportamiento, desorientacion y confusion, y dificultad para tragar, hablar y caminar,

lo que convierte a los enfermos en personas totalmente dependientes [2].

La AD es hoy en dia la causa mas comun de demencia, ocupando entre un 60 y
un 70% de los casos. A nivel mundial, casi 35,6 millones de personas padecen
demencia, cifra que se duplicara en el 2030 (65,7 millones) y triplicard para el 2050
(115,4 millones). El tratamiento y el cuidado de personas con demencia cuesta
actualmente al mundo méas de 604 mil millones de ddlares al afio (Organizacion
Mundial de la Salud). La AD es una de las mayores causas de muerte, siendo la sexta en
Estados Unidos [2].

Se han identificado varias caracteristicas patologicas en la AD, entre las que se
incluyen la aparicion de placas causadas por la agregacion de un fragmento de la
proteina B-amiloide (AR) y ovillos neurofibrilares asociados con la fosforilacion

irregular de la proteina tau [1].

Uno de los hallazgos mas consistente en la AD es la degeneracion de las
neuronas colinérgicas (y la disminucién de los niveles de acetilcolina, ACh) del cerebro
anterior basal, que ofrecen una amplia inervacion para el hipocampo y la corteza
cerebral [3].
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El sistema colinérgico se ha visto que es uno de los mas afectados con la edad,
tanto con la vejez como con la enfermedad de Alzheimer se produce un fallo
colinérgico. Pero este fallo comUn esta producido por distintas causas en cada caso [4].
Mientras que con la edad el déficit colinérgico se debe a una falta en la funcion de las
neuronas (pérdida de ACh por desgaste denditrico, sindptico y axonal) y no a su muerte;

en el caso de la AD el déficit colinérgico tiene numerosas hipatesis.

2. PAPEL DEL SISTEMA OXPHOS EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

En la mitocondria se encuentra el sistema de fosforilacion oxidativa (OXPHOS)

que entre otras muchas funciones dota de energia a las células.

Este sistema esta compuesto por la cadena de transporte de electrones (ETC) o
cadena respiratoria y por la ATP sintasa o complejo V. La cadena respiratoria incluye a
su vez a los complejos | (CI), Il (CIlI) y IV (CIV), ademas del citocromo c y la
coenzima Q (Q). Trece polipéptidos de los mas de 80 que forman estos complejos estan
codificados en el DNA mitocondrial (mtDNA) (Figura 1).

Cl Clll Civ Cv
AT

Figura 1. Sistema de fosforilacion oxidativa. Las subunidades marcadas en verde, azul,
naranja y marron son codificadas en el mtDNA y las marcadas en gris por el DNA
nuclear (nDNA).
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I. INTRODUCCION

El sistema OXPHOS produce la mayor parte del ATP, molécula necesaria para
realizar todas las funciones vitales entre las que se encuentran pensar y recordar,

funciones que se ven afectadas en la enfermedad de Alzheimer.

Debido a su localizacién y a sus caracteristicas especificas, el mtDNA tiene una
tasa mutacional mucho mas elevada que el nDNA. Por ello, a medida que vamos
envejeciendo la frecuencia de mutaciones en el mtDNA aumenta y se produce una
disminucion de la funcion del sistema OXPHOS. Estos dos factores acompafian al

hecho de que con la edad también aumenta el riesgo de padecer Alzheimer.

Existen numerosos estudios que apuntan a una posible relacion entre la

mitocondria y su funcionamiento con la enfermedad de Alzheimer.

-Otro factor de riesgo para esta enfermedad, después de la edad, es la de tener un
pariente cercano afectado, y mas si se trata de uno de los progenitores. Se estudi6 a
pacientes que padecian la enfermedad y que ademas tenian uno de sus progenitores
afectados y se vio que en la gran mayoria de los casos era la madre la progenitora
afectada. Esto sugiere que existe mayor riesgo si es la madre la que ha padecido
Alzheimer, hecho que vuelve a vincular la enfermedad con la mitocondria, ya que el

mtDNA se transmite Unicamente por via materna [5].

-Asimismo también se observd que adultos sanos, que no padecen la
enfermedad, pero que tenian la madre afectada, poseian un volumen de materia gris
cerebral menor que el de personas sanas sin ningun progenitor afectado o incluso que el
de sanos con el padre enfermo. Sin embargo, no se vieron diferencias entre los que

tenian los dos progenitores sanos y los que tenian el padre afectado [6].

-Los individuos sanos que tenian la madre afectada ademas acumulaban mas f-
amiloide cerebral que los sanos sin ningun progenitor afectado o con sélo el padre
enfermo, y al igual que el estudio anterior no se encontraron apenas diferencias entre los

que tenian el padre afectado o ningn progenitor afectado [7].
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-Siguiendo con este tipo de individuos, sanos con la madre afectada, se vio que
poseian una tasa metabolica cerebral de glucosa reducida en comparacion con los otros
dos tipos de individuos, con ninguno de los progenitores o sélo el padre afectado [8, 9].
A lo largo de tan solo dos afios, los que tenian la madre afectada perdian mucha
capacidad de metabolizar glucosa, mientras que los otros dos tipos de individuos casi no

sufrian modificaciones en su consumo de glucosa [10].

-En otro estudio se vio que las mitocondrias de neuronas de cerebros de
pacientes con Alzheimer tenian una actividad del C IV reducida. En relacion con esto, el
flujo de electrones también se vio disminuido, lo que podria explicar el menor consumo
de glucosa, y se produciria menor cantidad de ATP, lo que contribuiria a la aparicion de
desordenes mentales. Ademas se observo, que esta disminucion de la actividad del C IV
no solo se daba en neuronas sino también en células de la musculatura y células
sanguineas en los enfermos de Alzheimer. Por lo que indicaria que esta carencia no se
trata de una consecuencia de la patologia sino una causa o por lo menos un factor de

riesgo a tener en cuenta [11].

-Con respecto al C IV se confirm6 su importancia para la funcion cerebral. Para
ello se trataron ratas con azida sddica (NaNs), un inhibidor de este complejo. Se observd
que las ratas a las que se les administrd esta substancia desarrollaron lesiones en la
corteza cingulada posterior, una de las primeras zonas afectadas en el Alzheimer,
perdian sus neuronas y aumentaban el numero de células gliales. Ademas se vio que

ejecutaban peor las tareas que requerian el uso de la memoria [12].

-El C IV esté codificado tanto por el mtDNA como el nDNA, 3 subunidades
pertenecen al primero y las otras 10 al segundo. Por ello, para saber de qué parte
radicaba el fallo se realizd un estudi6 mediante la tecnologia de cibridos

transmitocondriales.

La generacion de cibridos transmitocondriales consiste en fusionar dos tipos de
células. Células rho® (p0) que carecen de mtDNA y citoplastos, que son células
enucleadas o plaquetas (ya que no tienen nucleo). Por un lado se cultivaron celulas (con
un sistema OXPHOS formado por subunidades codificadas en el nucleo y subunidades
codificadas en el mtDNA) con una droga que les elimin6 el mtDNA. Esto hizo que ya

no sintetizaran subunidades mitocondriales y no produjeran un sistema OXPHOS
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I. INTRODUCCION

operativo. Y por otro lado, plaquetas de pacientes de la enfermedad de Alzheimer o
individuos sanos. Estas células se fusionaron resultando en dos lineas celulares distintas.
La primera resultante de la fusion de las rho® con plaquetas de enfermos, que poseen el
nDNA de la célula donadora y el mtDNA de un paciente enfermo, y la segunda linea,
con de nuevo el nDNA de la donadora y el mtDNA, esta vez, de un individuo sano. Al
crecer estos dos tipos de células en las mismas condiciones, las posibles diferencias que
se dieran serian debidas al mtDNA que portaban, ya que el nDNA era el mismo. Las
diferencias que se observaron fueron que los cibridos construidos con las plaquetas de
los enfermos de Alzheimer poseian una menor actividad del C IV que los sanos, ademas
de un manejo de calcio alterado y una mayor produccidon de especies de oxigeno
reactivas (ROS) [13]. Y ademas también producian mas [3-amiloide [14].

AD
> G|c,y

Figura 2. Tecnologia de cibridos. Las células rho® con las subunidades del sistema
OXPHOS codificadas en el nacleo, aqui marcadas en gris. Estas células se fusionan con
plaquetas de pacientes con AD y pacientes sanos. Las células resultantes tendran un
OXPHOS con subunidades codificadas en el nacleo de la célula receptora en gris y otras

codificadas en la mitocondria donadora, en rojo los enfermos y azul los sanos.
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-Si nos centramos en el DNA mitocondrial, existen estudios en los que se han
demostrado que los pacientes con Alzheimer tienen mas mutaciones en el mtDNA que
los individuos sanos de su misma edad (importante ya que las mutaciones en el mtDNA
se van acumulando a medida que envejecemos). Ademas estas mutaciones se localizan
en posiciones importantes para el correcto funcionamiento del mtDNA [15]. Por lo tanto
las neuronas de los enfermos de Alzheimer tienen menos mtDNA y en consecuencia
expresan menos genes mitocondriales. Pero este exceso de mutaciones no solo se ha
observado en el cerebro, sino que también se vio en los mtDNAs extraidos de suero o

células sanguineas de estos mismos pacientes [16].

-Estas mutaciones en el mtDNA se van acumulando a lo largo de la vida pero no
se heredan a la generacioén siguiente. Aunque si hay un pequefio porcentaje de ellas que
son inherentes a su haplogrupo mitocondrial. Los haplogrupos se formaron a lo largo de
miles de afios con el acimulo de mutaciones en el mtDNA, dando lugar a diferentes
lineas de evolucidn y grupos de mtDNA distintos (haplogrupos mitocondriales). Cuando
se estudid la frecuencia de estos grupos en enfermos y sanos, se observé que alguno de
los haplogrupos estaban sobrerrepresentados en los pacientes [17]. Lo cual indica que
las mutaciones que definen a algunos haplogrupos mitocondriales incrementan el riesgo
de padecer AD.
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3. PAPEL DEL SISTEMA OXPHOS EN LA NEURITOGENESIS

3.1. Formacion de la membrana celular

Los procesos mentales dependen de las redes neuronales, y éstas a su vez de las
conexiones entre las neuronas. Las conexiones se realizan a través de las superficies

neuronales que estan formadas por las membranas plasmaéticas.

El principal constituyente de las membranas celulares de mamiferos son los
fosfatidos, de los cuales el mas abundante es la fosfatidilcolina (PC). La biosintesis de
PC se iniciada con la fosforilacion de colina para formar fosfocolina, que a
continuacion, se combina con la citidina trifosfato (CTP) para formar 5’ - citidina
difosfato colina (CDP-colina). Este compuesto a continuacion, reacciona con
diacilglicerol (DAG) para producir PC (Figura 3).

Colina | - - » | Fosfocolina |- - = | CDP-colina | - - | PC

7 L7 7

4 ' Pl
Pl ' -’

CTP DAG

Figura 3. Sintesis de Fosfatidilcolina

La tasa a la cual las células sintetizan PC depende de la disponibilidad de sus
precursores. Por lo tanto, la citidina aumenta los niveles de CTP, la disponibilidad de

CTP, a su vez puede ser limitante de la sintesis de la CDP-colina 'y PC.

CTP puede ser sintetizado tanto a partir de la fosforilacion de citidina como del
nucleétido de uridina trifosfato (UTP). Los niveles intracelulares de UTP vy citidina

dependen de los de uridina libre ya que se sintetizan a partir de ésta [18].
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Al tratar células con uridina se vio que los niveles intracelulares de CTP, UTP y
CDP-colina aumentaban [19]. También se observé que el tratamiento con uridina
extracelular aumentaba el crecimiento de neuritas y de sus ramificaciones en células
diferenciadas y mostraban una mejora significativa en el ndmero de neuritas al

compararlas con células diferenciadas en ausencia de uridina.

Se advirtid que el tratamiento, en estas mismas células diferenciadas, con
uridina mejoraba la expresion de los neurofilamentos 70 (70 kD) y M (145 kD) en
comparacion con células sin tratamiento. Estas proteinas de neurofilamentos forman
parte de la composicion de las neuritas, por lo que un aumento de éstas significaria un

aumento en el nimero de neuritas [18].

Diferentes estudios han demostrado que el tratamiento de animales
simultaneamente con precursores de fosfatido presentes en la sangre y de formacién
enddgena (uridina y colina) o derivados de alimentos (colina y acidos grasos omega-3),
puede tener varios efectos: aumento de fosfatidos en el cerebro, proteinas sinapticas,
crecimiento de neuritas, y formacion de espinas dendriticas [20]. Este tratamiento
también mejora la cognicion y la liberacion de algunos neurotransmisores del cerebro en

los animales [21, 22].

Apoyando esta idea se realiz6 otro estudio en el que se trataba ratones modelos
de la enfermedad de Alzheimer con PN401. Esta substancia es un neuroprotector y se
trata de un profarmaco de uridina. En el estudio se vio una significativa mejoria en
comparacion con los ratones no tratados. Asimismo se determiné que la uridina
(dependiendo de la dosis) protegia a las células de la hipoxia quimica, disminuia la
formacion de especies de oxigeno reactivo y de los dafios en el mtDNA debidos al
perdxido de hidrégeno [23].

Por otra parte, la administracion de los precursores fosfatidicos (junto con
nutrientes adicionales de apoyo) mejora significativamente la cognicion en un periodo

inicial en los pacientes con AD leve [24].
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3.2. Uridina y la enzima dihidroorotato deshidrogenasa (DHODH)

La uridina es una pirimidina. Las pirimidinas tienen dos vias a traves de las
cuales se sintetizan: la via de sintesis de novo y la via de recuperacion. La enzima
DHODH (dihidroorotato deshidrogenasa) cataliza el cuarto paso en la biosintesis de
novo. Esta enzima convierte el dihidroorotato (DHO) en orotato, este se convierte en
uridina monofosfato (UMP) y este a su vez en uridina trifosfato (UTP).

La DHODH es la Gnica enzima en esta ruta de biosintesis de pirimidina que se
encuentra en la membrana interna de la mitocondria. El resto de enzimas se encuentran
en el citosol. DHODH cataliza la oxidacion de DHO en orotato mediante la
transferencia de electrones a la ubiquinona, molécula de la cadena respiratoria. Por lo
tanto DHODH se apoya en la ubiquinona, formando de este modo un enlace funcional
entre la cadena respiratoria mitocondrial y la biosintesis de pirimidina (Figura 4).

Colina - --> Fosfocolina ---> CDP-colina ---> PC

/1 /1 /1

ATP CTP DAG
?
UTP
g
UMP
t

Orotate

Figura 4. Relacion entre la enzima DHODH vy el sistema OXPHOS e

implicacion de ambos elementos en la sintesis de fosfatidilcolina.
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La inhibicion del C Il produce una inhibicion de la enzima DHODH, y esto

provocd una disminucion en la produccion de pirimidinas [25, 26].

Esta conexion entre la enzima DHODH vy el sistema OXPHOS suscitd la
posibilidad de que el déficit observado en el C IV pudiera disminuir el flujo electronico
de la cadena respiratoria y con ello el correcto funcionamiento de la DHODH, con lo
que se veria afectado la sintesis de orotato, UTP y CTP, afectando asi la produccion de
la fosfocolina y deméas componentes de la membrana celular que forman parte de las

dendritas de una neurona.
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1. OBJETIVOS

La AD es una enfermedad mental en la que, entre otros muchos signos, se
produce un fallo en las conexiones neuronales (sobre todo de neuronas colinérgicas).
Nuestra hipotesis seria que esta carencia podria ser consecuencia de una falta de sintesis
de membrana plasmética debido a una deficiencia en el sistema OXPHOS de la
mitocondria que resultaria en la ausencia de pirimidinas en el medio, imprescindibles
para una correcta neuritogénesis.

Los objetivos propuestos para este trabajo fin de master para comprobar nuestra

hipotesis serian:

e Cultivo y diferenciacion a neuronas colinérgicas de lineas celulares tumorales
humanas.
o Linea celular de neuroblastoma SH-SY5Y

o Linea celular de teratocarcinoma NT2

e Estudio del efecto de la inhibicion del C II1 y C IV de la cadena respiratoria

sobre los niveles de DHO, orotato y nucleétidos de pirimidina.
e Andlisis del papel del sistema OXPHOS sobre el nimero y longitud de neuritas

de las neuronas colinérgicas y sobre los niveles de proteinas del citoesqueleto
que contribuyen a la produccion de estas neuritas.
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11l. MATERIAL Y METODOS

1. LINEAS CELULARES

Se utilizaron dos lineas celulares diferentes. Por un lado se trabajo con células de

neuroblastoma SH-SY5Y, y por el otro con la linea celular de teratocarcinoma NT2.

2. MEDIOS DE CULTIVO

e Suero fetal bovino (FBS) (GIBCO) 500 ml

e Suero dializado (GIBCO) 500ml

e Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium: High glucose (25mM) (SIGMA) 500 ml
e Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium: Low glucose (5 mM) (SIGMA) 500 ml

3. CONDICIONES DE CULTIVO CELULAR

El cultivo celular se realiz6 en placas de 150 y 100 cm?, y en placas de 12 y 6
pocillos (TPP). ElI material de vidrio se esteriliz6 previamente en un autoclave
(Raypa®) y las disoluciones agregadas al cultivo fueron filtradas con filtros de 0,22 um
(TPP). Las manipulaciones se llevaron a cabo en una campana de flujo laminar vertical

(Holten LaminiAir HB 2448) y bajo condiciones estériles.

El medio se cambi6 cada 2-3 dias y las células se cultivaron en un incubador a
37°C y con un 5% de CO; (modelo DHD AutoFlow Incubator de Nuaire).

Ambas lineas celulares, tanto en mantenimiento como en proceso de

diferenciacion, fueron cultivas en ausencia de antibioticos.
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4. REACTIVOS

e Acido Retinoico (RA) (Sigma)

e Colesterol (Sigma)

e Uridina (Sigma)

e Fluoro-deoxyuridine (Sigma)

e Cytosine arabinoside (Sigma)

e Factor Neurotrofico Ciliar (CNTF) (Invitrogen)
e Azida Sédica (NaN3) (Sigma)

5. PROCEDIMIENTOS DE CULTIVO CELULAR

Tanto para las células SH-SY5Y como para las NT2 lo primero que se hizo fue

crear un pool de células para poder trabajar con ellas a lo largo del proyecto.

Las células se cultivaban en medio rico en glucosa suplementado con 10% de
FBS. Cuando las células llegaban a un 80% de confluencia se doblaban. Para ello se
tripsinizaban, afiadiendo 2 mL de tripsina al 0,25% y &cido etilendiaminotetraacético
(EDTA) a 0,53 mM. Tras la tripsinizacion se le adicionaba una cantidad de medio
mayor (4 mL) a la afiadida de tripsina, se recogian, centrifugaban 5 min a 1400 rpm
(Beckman Coulter Allegra™ X — 22, rotor S x 4250) y resuspendian en el medio

requerido para su distribucion en varias placas.

En el caso de la congelacion el pellet celular se resuspendié en medio
suplementado con un 20% de FBS y un 10% de Dimetilsulféxido (DMSQO) (Sigma).

6. DIFERENCIACION NEURONAL DE LA LINEA SH-SY5Y

-Diferenciacion neuronal

Para obtener una diferenciacion neuronal general las células se sembraron en
placas de 100 cm? a una cantidad de aproximadamente 250.000 células por placa. Se
trataron con medio DMEM (de alta y baja glucosa) con 10% de FBS o 10% de Suero

Dializado y acido retinoico 10 UM durante una semana.
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-Células SH-SY5Y con Uridina y Azida Sodica

Tras haber conseguido la diferenciacion neuronal de las SH-SY5Y, éstas fueron

sometidas a diferentes tratamientos con uridina y/o azida sddica (Sigma).
Las células se cultivaron durante una semana con diferentes tratamientos:

= 200 uM Uridina

= 1puM Azida Sodica

= 5uM Azida Sodica

= 10 uM Azida Sodica

= 200 uM Uridinay 1 uM Azida Sédica
= 200 uM Uridinay 5 uM Azida Sédica
= 200 pM Uridina'y 10 pM Azida Sodica

-Diferenciacién a neurona colinérgica

Las células se sembraron en placas de 100 cm? con una densidad de 250.000
células por placa. Para la diferenciacion se siguidé un protocolo previamente descrito
[27]. Las células se trataron con RA a una concentraciéon de 10 uM durante una semana.
Posteriormente se levantaron con tripsina para ser sembradas de nuevo pero esta vez en
placas con matrigel. Estas placas deben ser preparadas con anterioridad, tanto el gel,
ECMgel (Sigma), como todo el material empleado (falcons, puntas, pipetas y placas)
debe estar a una temperatura de aproximadamente 4°C. Tras la elaboracion del gel, se
dej6 que alcanzara paulatinamente una temperatura de 37°C y una vez llegada a ella se
sembraron las células. Sobre las placas con matrigel las células se cultivaron durante
otra semana mas con un medio que contenia, ademas del RA a 10 pM, colesterol a una

concentracion de 10 pg/ml (Sigma).
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7. DIFERENCIACION CELULAR DE LA LINEA NT2

Para la diferenciacion de las NT2 de nuevo se uso un protocolo ya existente en el
que se buscaba una diferenciacion a neurona de tipo colinérgica [28]. Las células se
sembraron en placas de 150 cm? con una densidad de 400.000 células por placa. Se
cultivaron con medio de glucosa alta suplementado con FBS al 10% y RA 10 uM
durante un mes. Cumplido el mes se realiz6 una tripsinizacion selectiva y las células se
sembraron en placas de 100 cm? con poly-D-lysina (Becton Dickinson) en una
concentracion de entre 1 y 2 millones de células por placa. Tras la siembra en poly-D-
lysina, las células fueron cultivadas durante una semana con medio de alta glucosa y
10% FBS al que se le afadio los inhibidores mitdticos uridina (10 uM), cytosine-
arabinoside (1 pM) y fluoro-deoxyuridine (10 puM), ademéas del factor CNTF (20
ng/ml).

8. ANALISIS DE LA VIABILIDAD CELULAR EN PRESENCIA DE AZIDA
SODICA

Para ver el efecto de la droga sobre la viabilidad celular, cultivamos a lo largo de
5 dias la linea celular SH-SY5Y con azida sodica (NaN3). Se siembran 10.000 células
por pocillo en varias placas de 12 pocillos con diferentes concentraciones de NaN3 (1

UM, 5 uM y 10 uM), ademas de unos pocillos de control sin la droga.

Cada 24 horas se recoge una placa. A las células recogidas (tratamiento con
trypLE™ Express, gibco® Life Technologies) se les realiza un contaje (Contess™
automated cell counter de Invitrogen™) y con los datos recogidos a lo largo de toda la

semana se realiza la curva de viabilidad.
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9. DETECCION DE PROTEINAS POR CITOMETRIA DE FLUJO

Tras la diferenciacion, se tripsinizaron y recogieron las células. Se lavaron con
PBS vy fijaron con formaldehido al 4% durante 15 minutos a 4°C. Una vez fijadas se
volvieron a lavar con tampon fosfato salino (PBS) y se centrifugaron 5 minutos a 4500
rpm (centrifuga Eppendorf modelo 5415R, rotor F45-24-11). El pellet celular se
resuspendio en 100 L de saponina al 0,1%, BSA al 5% y el anticuerpo primario y se
dejo incubar a 4°C durante toda la noche. Los anticuerpos primarios empleados fueron
anti-beta-111-tubulina, anti-transportador vesicular de acetilcolina (VAChT) y anti-
tirosina hidroxilasa (TH) (Tabla 1). Después de la incubacion se lavé con PBS vy se
centrifugo (5 min a 4500 rpm). Se afadio el anticuerpo secundario de igual modo que el
primario, con 100 pL de saponina al 0,1% y BSA al 5%. En este caso la incubacion fue
de 1 hora a temperatura ambiente y protegido de la luz. Tras la incubacién las muestras
fueron de nuevo lavadas con PBS, centrifugadas (5 min a 4500 rpm) y resuspendidas en
PBS para analizarlas. El anticuerpo secundario que se utilizo fue Alexa fluor 488 (Tabla
1) que se excita a 488 nm y emite a 530 nm por lo que el canal que se empleo fue el
canal FL1 del citobmetro.

Anticuerpo Tipo Caracteristicas Dilucion Proveedor
Anti-Beta-I11- Ac. 1° Policlonal conejo lug/mi Abcam
Tubulina
Anti- Ac. 1° Policlonal conejo 1:100 Abcam
Transportador
vesicular de
acetilcolina
(VChaT)

Anti-Tirosina Ac. 1° Policlonal conejo 1:200 Sigma
Hidroxilasa (TH)
Alexa Fluor 488 | Ac. 2° Policlonal cabra 1:1000 Sigma

Tabla 1. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en citometria de flujo
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10. ANALISIS DE PROTEINAS MEDIANTE WESTERN BLOT

-Extraccion de proteinas totales de células en cultivo

Tras someter las células a diferentes tratamientos, se tripsinizaron y recogieron.
Las muestras se centrifugaron a 1400 rpm durante 5 minutos (Beckman Coulter
Allegra™ X — 22, rotor S x 4250). El pellet celular obtenido se lavo con 1 ml de PBS y
se volvid a centrifugar. El nuevo pellet se resuspendio en tampon de lisis RIPA: 50 mM
Tris/HCI, 50 mM NaCl, 0,5% deoxicolato de sodio, 5 mM EDTA y 1% de Triton X-
100. Para favorecer la accion del detergente en la rotura de las membranas celulares se
incubaron en una noria giratoria 15 minutos a 4°C y para eliminar los restos celulares se
centrifugaron también a 4°C, a 13000 rpm durante 15 minutos. El sobrenadante que

quedo se congel6 a -80°C hasta su uso.

-Cuantificacidn de proteinas por espectofotometria. Método de Bradford

La cuantificacion de proteinas es una etapa previa a la carga de las mismas en gel.
Con ella obtenemos la cantidad de proteinas totales presentes en un homogenado
celular. Cuantificamos las proteinas presentes en la muestra por un método
colorimétrico basado en la realizacion de una recta patron con una concentracion de
proteina conocida. Se utiliz6 la albumina sérica bovina (BSA) y se trabajé con una

absorbancia de 595 nm (Figura 5).

Standard Coree{s)

\

Figura 5. Representacion grafica de una determinacion de proteinas por el método de

Bradford. Recta de calibrado: concentraciones de BSA frente a absorbacia a 595 nm.
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Para la realizacion de la recta de calibrado con BSA se partio de una
concentracion de 1 mg/ml, y a partir de ella se realizaron con agua destilada diferentes
diluciones con concentraciones conocidas (Tabla 2).

Concentracion BSA (mg/ml) | Agua (uL) | BSA (uL)
Blanco 100 0

0,05 95 5

0,1 90 10

0,2 80 20

0,3 70 30

0,4 60 40

0,5 50 50

Tabla 2. Diluciones de BSA para la recta de calibrado del método de Bradford

El reactivo de Bradford se diluye 1:5 en agua destilada y se conservé a
temperatura ambiente en ausencia de luz. En una placa de 96 pocillos se depositaron por
triplicado 10 pL tanto de las diferentes concentraciones de BSA como de las muestras y
se les afiadieron 200 pL del reactivo de Bradford. Tras la medicion se usé la recta

patrén obtenida para interpolar los valores de absorbancia de las muestras.

-Preparado de las muestras para la carga en el gel

Una vez conocida la concentracion de las muestras se prepararon para la carga en
el gel. Se calcul6 la cantidad de proteina a cargar en cada pocillo. Todas las
manipulaciones a las que se le sometieron fueron en hielo para evitar asi que las

proteasas actuasen.

El tampon de carga empleado tenia una concentracion 4x y una composicion de:
20% qglicerol, 0,16 M Tris-HCI pH 6,8, 20 mM EDTA, 4% azul de bromofenol, 4%
mercaptoetanol (todos de Sigma) y 8% SDS (Merck).
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Previamente a la carga de las muestras, estas se calentaron a 100°C en bafio seco

durante 5 minutos.

-Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS

La separacion electroforética de las proteinas se realizd mediante geles de
poliacrilamida que permiten separar las proteinas en funcion de su peso molecular. Para
ello se realizaron dos versiones, una siguiendo el método Laemmli o SDS-tris-glicina, y
otra empleando geles comerciales BIO-RAD Mini-PROTEAN® TGX™ Gels.

Los geles SDS-tris-glicina estan compuestos por dos fases con composiciones
diferentes (Tabla 3). La fase superior denominada fase de concentracién o stacking
contiene una cantidad de poliacrilamida del 5%, mientras que la fase inferior, fase de

resolucion o running, tiene una composicion del 10% de acrilamida-bisacrilamida.

Componentes Running (10%) Stacking
Acrilamida 1,7 ml 330 pL
Tampon separador 4% 1,25 ml 500 pL
SDS 25% 20 pL 10 pL
Agua 2mi 1,160 mi
10% persulfato amonico 30 pL 20 pL
(APS)

TEMED 5 L 5 pL

Tabla 3. Composicién de las dos fases que componen el gel SDS-tris-glicina

En primer lugar se afiade la fase de resolucién ocupando las % partes del gel,
cuando ésta solidifico se afiade la fase de concentracion y el peine para crear los

pocillos de carga.

Una vez polimerizado el gel se quitd el peine y se cargaron las muestras. La
electroforesis se realizd con tampon de electroforesis (0,125 M Tris-HCI, 0,96 M
Glicina y 0,01% SDS pH 8,3) y a un amperaje de 100 V constante hasta que las

muestras alcanzaron la parte inferior del gel.
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-Transferencia a membrana PVDF

La transferencia de proteinas a membranas PVDF se realizo en el sistema de
transferencia Trans-Blot® Turbo™ usando el programa HIGH MW para proteinas
mayores de 150 kD.

-Anélisis de proteinas por inmunotrasferencia. Western-Blot

Tras obtener la membrana se le realizé un blogueo con PBS con un 5% de leche
desnatada en polvo a temperatura ambiente durante 1 hora. Después se hicieron 3
lavados de 10 minutos cada uno con PBS-Tween (0,12 M NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 8,

0,1% Tween 20 en PBS pH 7,4) para eliminar los restos de la solucion de bloqueo.

Una vez lavada se le afiadid el anticuerpo primario, este iba diluido en una
solucion de PBS-T con un 1% de leche en polvo. Se dej6 la membrana en la camara fria
a 4°C toda la noche. Tras la incubacion se realizaron de nuevo 3 lavados de 10 minutos
con PBS-T para eliminar completamente el anticuerpo primario y se incub6 de nuevo,
esta vez con el anticuerpo secundario en una solucion de PBS-T con un 0,1% de leche.
Esta incubacion se llevo a cabo a temperatura ambiente en agitacién continua durante 1

hora.

Terminada la incubacion se lavé de nuevo la membrana, esta vez 2 lavados de
PBS-T y el altimo con PBS.

Los anticuerpos primarios empleados fueron el anti-Neurofilamento M y la beta-
actina para normalizar. En cuanto a los secundarios se usaron tanto de conejo como de
raton y ambos en verde (800) y rojo (680) (Tabla 4).
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Anticuerpo Tipo | Caracteristicas | Dilucion | Proveedor
Anti-Neurofilamento M | Ac 1° Conejo 1:500 Millipore
Anti - B - actina Ac 1° Raton 1:5000 — Sigma

1:10000

Anti- Ac 2° Cabra 1:15000 Thermo
conejolgGDyLight™ Scientific
800

Anti- Ac 2° Cabra 1:15000 Thermo
conejolgGDyLight™ Scientific
680

Anti- ratonlgGyLignt™ | Ac 2° Cabra 1:15000 Thermo
800 Scientific
Anti- ratonlgGyLignt™ | Ac 2° Cabra 1:15000 Thermo
680 Scientific

Tabla 4. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en inmunotransferencia

Por Gltimo se escanearon y procesaron las membranas usando el sistema de
imagenes Odyssey® que utiliza dos canales de fluorescentes infrarrojos (700 y 800 nm)
para la deteccion y analisis simultaneo de proteinas.
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11. ANALISIS DE PROTEINAS POR MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

La deteccion de proteinas por inmunohistoquimica se realizaron en placas de 100
cm?y multiplacas donde las células se sembraron a una concentracién baja para evitar la
confluencia. Se lavaron las células con PBS y se fijaron con PBS al 4% de formaldehido
a temperatura ambiente durante 15 minutos. Se permeabilizdé con PBS con tritdn X-100
al 0,1 % y se bloguearon con PBS al 0,1 % de BSA durante 30 minutos a temperatura

ambiente.

Para la marcacion de las proteinas, las células se incubaron con el anticuerpo
primario en la camara fria toda la noche. Después se lavaron y se incubaron de nuevo
con el anticuerpo secundario a temperatura ambiente 30 minutos (Tabla 5). Por ultimo
se le afiadio un marcador para ver el nucleo de las células (DAPI, Life Technologies), se
cargd a una concentracion 1 pM vy se incubd durante 15 minutos a temperatura

ambiente. Las células se observaron a través de la estacion de imagenes Floid™.

Anticuerpo Tipo Caracteristicas Dilucion Proveedor
Anti-Beta-I11- Ac. 1° | Policlonal conejo 1ug/mi Abcam
Tubulina
Anti- Ac 1° Policlonal conejo 1:100 Abcam
Transportador
vesicular de
acetilcolina
(VChaT)

Anti-Tirosina Ac 1° Policlonal conejo 1:100 Sigma

Hidroxilasa

(TH)

Alexa Fluor 488 | Ac 2° Policlonal cabra 1:1000 Sigma
1:400

Alexa Fluor 488 | Ac 2° Policlonal cabra 1:1000 Sigma

Tabla 5. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en microscopia de

fluorescencia
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12. DETERMINACION DE OROTATO, DIHIDROOROTATO (DHO), UMP,
UDPy UTP DE FIBROBLASTOS

Javier Torres Torronteras y Ramén Marti Seves, de la Unidad de Patologia
Mitocondrial y Neuromuscular del Hospital Universitario Vall d'Hebron, llevaron a

cabo esta técnica en colaboracion con este proyecto.

Se procede a la extraccion de orotato, DHO, UMP, UDP y UTP, de fibroblastos
de 4 controles sanos y 2 pacientes con encefalopatia neurogastrointestinal mitocondrial
(MNGIE) en camara fria.

-Se parte de cultivos confluyentes en placas de 10 cm.

-Se elimina el medio de cultivo y se hace un lavado con PBS frio. Se afiaden 200 pl de

agua milliQ fria y se levantan las células con un scrapper.

-Se recupera la suspension celular y se homogenizan mediante 10 jeringazos enérgicos

a través de una aguja de 23Gx1” (0.6x25 mm) con una jeringa de 1 ml.

-El homogenado se ultrafiltra por centrifugaciéon (14000xg durante 30 minutos a 4°C) a
través de filtros de 10 kDa.

-El filtrado se congela a -20°C hasta su andlisis mediante cromatografia liquida de alto
rendimiento (UPLC) acoplado a espectrometria de masas (MS) en tandem (LC-MS/MS)

-Separacién cromatoqgrafica

Equipo: UPLC (Waters)

Columna: Acquity UPLC BEH C18 1,7 um (tamafio de la columna 2,1 x 100mm)
(Waters). Se usa un formador de par i6nico (dimetil-hexil-amina, DMHA), que permite

retener los compuestos iGnicos.

Volumen de inyeccion: 5 pl
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-Método de separacion:

-Por gradiente a un flujo de 0.4 ml/min. Se usa como solvente A (orgéanico): DMHA
5mM + acetonitrilo 50% (v/v); solvente B (acuoso): DMHA 5mM ajustdo a pH 7 con

acido férmico.

-El método de separacion empieza con 100% de B. De 0 a 4,7 min pasa de 100% a 20%
de B (de 0% a 80% de A. De 4,7 a 4,8 min pasa de 20% a 100% de B. De 4,8 a 6,1 min

(fin) isocratico con 100% de B.

-Método de deteccion

Espectrometria de masas en tandem
Equipo: Acquity UPLC-Xevo™ TQ Mass Spectrometer (Waters)

Método de deteccion: Multiple Reaction Monitoring con electrospray negativo. Las

condiciones de ionizacion para cada componente son las siguientes (Tabla 6):

Compuesto m/z ion m/z i6n hijo Voltaje de cono (V) Energia de
padre colision (eV)
Ac. orético 154,48 41,97 14 20
DHO 156,55 113,02 20 10
UMP 322,78 96,95 26 18
UDP 402,71 158,9 28 30
UTP 482,71 158,91 34 32

Tabla 6. Condiciones de ionizacién
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

1. DIFERENCIACION NEURONAL DE LA LINEA SH-SY5Y

-Diferenciacion a fenotipo morfol6égico neuronal

Para realizar los experimentos de este proyecto necesitamos trabajar con células
diferenciadas a neuronas. La principal caracteristica que distingue las células sin
diferenciar de las neuronas consiste en la produccion de neuritas. Se considera neurita

cualquier expansion del soma de una neurona, ya sea una dendrita o0 un axon (Figura 6).

Figura 6. A y B. Células indiferenciadas si la formacion de neuritas. C y D. Células

diferenciadas a neuronas con la formacion de neuritas (sefialas con las flechas rojas).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Para obtener una diferenciacion neuronal las células se trataron tan solo con RA
a una concentracion de 10 puM.

Se estudio también si la cantidad de glucosa o de uridina en el medio influia a la
hora de obtener una diferenciacion morfoldgica. En el caso de la glucosa, las células se
cultivaron con dos medios diferentes: de alta y de baja concentracion de glucosa (25y 5
mM). Y para la uridina, el medio se suplemento con un 10% de FBS (que contiene

uridina) o suero dializado (sin uridina).

Con los cuatro tipos de tratamiento se observa que las células obtenian un

fenotipo neuronal, es decir, mostraban neuritas (Figura 7).

Figura 7. Células tratadas con RA. A. Células en medio con glucosa 5 mM y FBS. B.
Células en medio con glucosa 5 mM vy suero dializado. C. Celulas en medio con glucosa

25 mMy FBS. D. Células en medio con glucosa 25 mM y suero dializado.

Las células, a una concentracion fisioldgica de glucosa (5 mM) pueden usar la
via de novo de sintesis de pirimidinas y formar neuritas durante la diferenciacion a

neurona.
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-Viabilidad neuronal

Una vez diferenciadas en las cuatro condiciones, las células se mantuvieron en
cultivo durante una semana para ver durante cuanto tiempo permanecian diferenciadas.
Con el tiempo en cultivo, las células van perdiendo progresivamente su morfologia

neuronal produciéndose el acortamiento y desaparicion de neuritas.

Las células se mantienen bien diferenciadas hasta los 5 dias. Después, las
neuritas van disminuyendo hasta que en el dia 10 post-diferenciacion a pesar de que
sigue habiendo células diferenciadas la mayor parte de las células se han despegado y

perdido en los cambios de medio (Figura 8).

Figura 8. Viabilidad neuronal. A. Células en medio 5 mM de glucosa y FBS a los 2
dias (Al), 5 dias (A2), 7 dias (A3) y 11 dias (A4). B. Células en medio 5 mM de
glucosa y suero dializado. C. Células en medio 25 mM de glucosa y FBS. D. Células en

medio 25 mM vy suero dializado.
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Tras estos dos analisis deducimos que el uso de medio de baja glucosa y con
suero dializado no supone un impedimento para la diferenciacion neuronal, por lo que
para el resto de pruebas donde sea necesaria la utilizacion de células con morfologia
neuronal utilizamos este tipo de medio. Ya que de esta manera no le administramos
glucosa en exceso y la concentacion se acerca mas a la fisioldgica (4 — 8 mM). En el
caso de la uridina, al no afiadirla al medio, provocamos que la Unica via de obtencién de
pirimidinas necesarias para la formacion de la membrana celular sea por la sintesis de

novo.
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2. ANALISIS DE LA FORMACION DE NEURITAS EN PRESENCIA O
AUSENCIA DE URIDINA

Para estudiar con mas exactitud si la presencia o ausencia de uridina tenia

repercusion a la hora de la sintesis de neuritas fue necesaria la utilizacion de un

marcador. Se empled como tal la proteina del Neurofilamento M ya que forma parte del

citoesqueleto y su cantidad esta correlacionada con la cantidad de neuritas sintetizadas

[18].

Diferenciamos células a neurona creciéndolas con suero dializado o suero

dializado con uridina (10 uM) (figura 9).
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Figura 9. Expresion del Neurofilamento M y la f - actina. A. Western blot. B.

Intensidad de las bandas de Neurofilamento M normalizadas con la f - actina.
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Como se observa en la figura 9, comprobamos que la diferenciacién celular va
acompafiada de un aumento del Neurofimalento M, ya que las células diferenciadas

tienen méas membrana plasmatica, y por lo tanto mas Neurofilamento M.

Ademas, se puede apreciar como existe un aumento en la produccion de
Neurofilamento M en las células diferenciadas a las que se les afiade una dosis de
uridina. Esto indica que la administracion de uridina mejora la produccién de neuritas,
lo que en consecuencia provoca una mejora de las conexiones neuronales. De esta
manera se podria explicar el porqué del efecto positivo de los tratamientos con uridina y

derivados en pacientes con Alzheimer.

Por dltimo, también se observa que cultivar las células con diferente
concentracion de glucosa en el medio afecta a la diferenciacion. Las células con medio

5 mM de Glucosa se diferencian mas que las células con 25 mM de Glucosa.
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3. ANALISIS DE LA FORMACION DE NEURITAS EN PRESENCIA O
AUSENCIA DE URIDINA Y/O AZIDA SODICA

La sintesis de los fosfatidos de las neuritas depende de la presencia de uridina.
Al no haber uridina en el medio las células tienen que sintetizarla de novo lo cual
implica a la DHODH vy el sistema OXPHOS. Para observar las consecuencias ante un
fallo en esta conexion tratamos las células diferenciadas con azida sodica, un inhibidor
del C IV.

-Viabilidad celular en presencia de azida sodica

Antes de realizar el tratamiento con azida sddica a las células, debemos
asegurarnos que las dosis escogidas no son letales para éstas ya que en ese caso los
cambios en la cantidad de Neurofilamento M que queremos estudiar se deberian a las
muertes producidas. Para asegurarnos de ello realizamos una curva de viabilidad con las

diferentes concentraciones de NaNj3 utilizadas (1 uM, 5 uM y 10 uM).

Realizando un conteo celular a lo largo de 6 dias, observamos que la poblacién
celular va aumentando dia a dia con cualquiera de las tres concentraciones (Figura 10).
Lo cual indica las dosis escogidas no son letales para las células.

Viabilidad Celular
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Control 1M NaN3 =5 pM NaN3 =10 pM NaN3

Figura 10. Curva de viabilidad de las células SH-SY5Y con concentraciones 1 uM, 5
MMy 10 uM de NaNs.
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Cultivamos las células diferenciadas con las tres concentraciones distintas de
NaNs, 1 pM, 5 uM y 10 pM, y una segunda tanda con el mismo tratamiento mas una

dosis de uridina.

Al realizar el Western-Blot (Figura 11) observamos como las ceélulas
diferenciadas cultivadas con NaNj tienen menos concentracion de Neurofilamento M
que las diferenciadas sin NaN3, es decir, menos neuritas. Esto podria explicarse debido a
que la cadena respiratoria hubiera sido inhibida (por la inhibicion del C 1V), lo que
provocaria que el flujo de electrones a través del sistema OXPHOS se detuviera y por lo
tanto la DHODH no podria funcionar dejando de producirse uridina y en consecuencia

los fosfatidos de las neuritas.
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Figura 11. Expresion del Neurofilamento M y la f§ - actina. A. Western blot. B.
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Intensidad de las bandas de Neurofilamento M normalizadas con la  — actina: Células
cultivadas sin 'y con NaN3,
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De nuevo, también se puede apreciar un aumento en la produccion de

Neurofilamento M en las células diferenciadas tratadas uridina (Figura 12).

4,5

3,5

2,5

1,5

0,5

D 1 pM NaN3 D 5 pM NaN3 D 10 uM NaN3

M Sin Uridina ® Con Uridina

Figura 12. Expresion del Neurofilamento M y la f - actina. Intensidad de las
bandas de Neurofilamento M normalizadas con la B — actina: Células cultivadas con

NaN3 y con y sin uridina.

Al realizar esta prueba, observamos que entre las tres concentraciones de azida
no hay diferencias en la produccion de Neurofilamento M. Lo que si se aprecia es que
cuanto mayor es la concentracion de azida sddica utilizada, aumenta mas la sintesis de
Neurofilamento M en las células con uridina, es decir, mayor es la mejoria obtenida del

tratamiento con uridina.
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4. DIFERENCIACION DE LA LINEA SH-SY5Y A NEURONA COLINERGICA

La AD, como hemos dicho anteriormente, se trata de una enfermedad donde el
primer grupo de neuronas afectadas son las neuronas del sistema colinérgico, por lo que
resultaria de gran interés poder realizar todos estos estudios con ellas. Por ello,
intentamos poner a punto un protocolo de diferenciacién neuronal hacia tipo

colinérgico.

La linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y se diferencié en un
protocolo de dos fases. Primero se cultivaron con RA durante una semana, y después se

continug el tratamiento en placas con ECMgel, donde se les administré RA y colesterol.

-Anélisis de la morfologia neuronal

Con este protocolo desde la primera semana las células mostraron la morfologia

neuronal mostrando gran cantidad de neuritas (Figura 13).
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Figura 13. A. Células SH-SY5Y sin diferenciar. B. Células SH-SY5Y diferencias
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-Analisis de marcadores neuronales

Los cambios morfologicos por si solos no constituyen un indicador de la
diferenciacion hacia un fenotipo neuronal, por lo que fue necesario utilizar marcadores
celulares. En primer lugar usamos la § — Il — Tubulina que es un marcador que se ve

aumentado en todas las células con diferenciacién neuronal.

Realizamos el marcaje para citometria y microscopia de fluorescencia. En la
citometria se vio un gran aumento de la fluorescencia en relacion con las células sin

diferenciar, lo cual indica una diferenciacion celular a neurona (Figura 14).
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Figura 14. Expresion de la  — Il — Tubulina en células sin diferenciar (SD) y
células diferenciadas (D) en citometria de flujo.
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Ademas al observar las células diferenciadas al microscopio de fluorescencia

éstas expresaban la p — Il — Tubulina (Figura 15), hecho que apoya los resultados del

citometro.

Figura 15. Expresion de la p — 111 — Tubulina (en verde) en células sin

diferenciar (A) y células diferenciadas (B) por microscopia de fluorescencia.

-Analisis de marcadores colinérgicos

Una vez determinado que se trataba de una célula neuronal, estudiamos si
realmente se habia diferenciado hacia el tipo colinérgico. Para ello marcamos las células
con el transportador vesicular de acetilcolina (VAChT). Esta molécula se trata de una
proteina encargada del transporte a las vesiculas donde se almacena, hasta su liberacién,
el neurotrasmisor colinérgico, la acetilcolina [29]. Una neurona del sistema colinérgico

tendria, por tanto, una alta cantidad de esta proteina.

Al pasar por el citdmetro las células se aprecia un gran aumento de la intensidad
de fluorescencia de las células diferencias al compararlas con las sin diferenciar. Dato
que se ve confirmado con la microscopia de fluorescencia donde se ve que todas las

celulas diferenciadas expresen este marcador (Figura 16).
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A  SH1.8 MVACKT 28.07.13.LMD
s SH1.8 CVAChT 28.07.13.LMD

IF (VAChT) %

400

Figura 16. A. Expresion de VACHT en células sin diferenciar (SD) y células
diferenciadas (D) en citometria de flujo. B. Expresion del VAChT (en verde) en células

diferenciadas por microscopia de fluorescencia.

-Comprobacion de la diferenciacién de tipo colinérgico

Ya hemos comprobado que las células se han diferenciado hacia neuronas
colinérgicas, pero para asegurarnos que no lo han hecho hacia otros tipos neuronales
realizamos un marcaje con tirosina hidroxilasa (TH). La TH es una enzima encargada
de producir dihidroxifenilalanina (DOPA) que es el precursor de la dopamina,

neurotrasmisor de las neuronas dopaminérgicas.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Marcamos las células tanto para citometria de flujo como microscopia de
fluorescencia, con TH. Al observar los resultados vemos que en citometria la intensidad
de fluorescencia de las células diferenciadas disminuye con respecto de las sin
diferenciar y en microscopia de fluorescencia practicamente no se observan células que
expresen el marcador (Figura 17). Esto indica que no se ha producido una

diferenciacion a tipo dopaminérgico.
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Figura 17. A. Expresién de TH en células sin diferenciar (SD) y células
diferenciadas (D) en citometria de flujo. B1. Expresion del TH por microscopia de
fluorescencia. B1. En células diferenciadas a dopaminérgica (en verde). B2. En células

diferenciadas a colinérgicas (en rojo).

Todos los datos obtenidos nos indican que siguiendo este protocolo las células

SH-SY5Y se diferencian hacia neuronas de tipo colinérgico.
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5. DIFERENCIACION DE LA LINEA NT2 A NEURONA COLINERGICA

A pesar de haber obtenido la diferenciacién a neurona colinérgica con la linea
celular SH-SY5Y, buscamos también un protocolo de diferenciacion con células de la
linea NT2. Para investigar la relacion del sistema OXPHOS con la AD resultaria
interesante poder trabajar con cibridos transmitocondriales diferenciados a este tipo de
neurona. La construccion de cibridos requiere una técnica complicada, y la linea celular
NT2 ha demostrado ser mas sencilla para trabajar en la produccion de estos que la linea
SH-SY5Y.

-Anélisis de la morfologia neuronal

La linea de teratocarcinoma humano NT2 se diferencio, al igual que las SH-
SY5Y, con un protocolo formado por dos etapas. En la primera fase las células se
mantenian a lo largo de un mes con RA, para pasar a la segunda etapa se realizaba una
tripsinizacion selectiva y se cultivaban en placas de poly - D - lisina con inhibidores

mitéticos.

En cuanto a la morfologia, estas células no mostraron ningun fenotipo neuronal
en todo el mes de tratamiento con RA. No fue hasta que se realiz6 la tripsinizacion
selectiva cuando empezaron a mostrar conformacion neuronal y revelar neuritas (Figura
18).

Figura 18. A. Células NT2 sin diferenciar. B. Células NT2 diferenciadas.
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-Analisis de marcadores neuronales

De nuevo, los cambios morfolégicos no son suficientes para confirmar la
diferenciacion a neurona. Por lo tanto, al igual que con las células SH-SY5Y,

realizamos un marcaje con 3 — 11 — Tubulina en citometria de flujo.

Los datos de citometria nos muestran que ha habido una diferenciacion a
neurona. Se puede observar como la expresion del marcador aumenta en las células

diferenciadas con respecto a las no diferenciadas (Figura 19).
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Figura 19. Expresion de la  — Il — Tubulina en células sin diferenciar (SD) y

células diferenciadas (D) en citometria de flujo.

-Anélisis de marcadores colinérgicos

A continuacién, analizamos si se trata de una neurona diferenciada hacia tipo

colinérgico marcando las muestras con VAChT.

En citometria se ve un gran aumento de la intensidad de fluorescencia en las
células diferenciadas en contraste con las sin diferenciar y en microscopia de

fluorescencia vemos como todas las células expresan el marcador (Figura 20).
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Figura 20. A. Expresion de VACHT en células sin diferenciar (SD) y células
diferenciadas (D) en citometria de flujo. B. Expresion del VAChT (en verde) en células

diferenciadas por microscopia de fluorescencia.

-Comprobacion de la diferenciacion de tipo colinérgico

Con los datos anteriores podriamos apuntar que las células se han diferenciado a

neurona colinérgicas pero para corroborarlo realizamos el marcaje con TH.

Al pasar las muestras por citometria observamos que las células diferenciadas
tienen mas intensidad de fluorescencia que las no diferenciadas (aunque no tan marcado
como en el caso del VAChT). Y al ver las células diferenciadas por microscopia de

fluorescencia se aprecia que la mayoria de estas muestran el marcador (Figura 21).
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Figura 21. A. Expresion de TH en células sin diferenciar (SD) y células
diferenciadas (D) en citometria de flujo. B. Expresion del TH (en rojo) en células

diferenciadas por microscopia de fluorescencia.

Con todos estos datos podemos concluir que realizando este protocolo la linea
celular NT2 se diferencia a neurona, pero no podemos asegurar que lo haga hacia
ningun tipo neuronal en concreto ya que expresa los marcadores tanto de neurona
colinérgica como dopaminérgica. Por lo que debemos seguir poniendo a punto el

protocolo.
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6. EXTRACCION DE OROTATO, DHO, UMP, UDP y UTP DE
FIBROBLASTOS

Con el fin de poder observar las consecuencias producidas al inhibir la cadena
respiratoria del sistema OXPHOS, y por lo tanto la inhibicién de la enzima DHODH, se
estudio la forma de analizar los niveles de las moléculas participantes en la reaccion de
la DHODH (DHO vy orotato) y las producidas a partir de ella (UMP, UDP y UTP).

En la Unidad de Patologia Mitocondrial y Neuromuscular del Hospital
Universitario Vall d'Hebron, Javier Torres Torronteras y Ramon Marti Seves pusieron a
punto el protocolo para medir DHO, Orotato, UMP, UDP y UTP mediante

cromatografia.

Primero se trabajo con un multiestandar para determinar los tiempos para cada
molécula. Al pasar el multiestandar 1 puM acuoso con los 5 compuestos se pudo
observar claramente en sus correspondientes transiciones, a los siguientes tiempos de
retencion: Orotato (1.98 min), DHO (1.83 min); UMP (2.77 min); UDP (3.40 min);
UTP (3.77 min) (Figura 22 y 23).
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Figura 22. Cromatogramas del multiestandar de Orotato y Dihidrorotato.
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Figura 23. Cromatogramas del multiestandar de UDP, UMP y UTP.

Una vez conocidos los tiempos, se analizan los compuestos en un extracto

acuoso de una linea de fibroblastos. Los mono-, di- y trifosfatos de uridina se detectan

bien, mientras que orotato y dihidroorotato no se pueden detectar en sus transiciones

correspondientes, lo cual puede deberse a que se transforman muy rapido en el medio

convirtiéndose en fosfatos de uridina (Figura 24).
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Figura 24. Cromatogramas de la linea de fibroblastos de orotato, dihidroorotato, UDP,

UMP y UTP.

Una vez determinados los tiempos de cada molécula y confirmado cuales son

posibles medir en células de cultivo, el siguiente paso seria observar las posibles

variaciones en células diferenciadas a neuronas con el sistema OXPHOS y la DHODH

inhibidos.
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V. CONCLUSIONES

e Se consiguio la correcta diferenciacion a neurona de tipo colinérgico con la linea
celular de neuroblastoma SH-SY5Y, mientras que en la linea celular de
teratocarcinoma NT2 se obtuvo una diferenciacion a neurona sin poder

determinar con exactitud a que fenotipo correspondia.

e Se puso a punto la técnica para poder medir los niveles celulares de los
nucleotidos de pirimidina mediante cromatografia. EIl siguiente paso serd medir
estos niveles en diferentes condiciones de inhibicion del C 1l 'y C IV de la

cadena respiratoria.

e Se determiné las distintas concentraciones de neurofilamento M.

o Se observd la mayor produccion de esta proteina en células diferenciadas,
debido a una mayor produccion de membrana plasmatica necesaria para
la sintesis de neuritas.

o Se vio como la sintesis de membrana disminuia al inhibir la actividad del
sistema OXPHOS y la DHODH con azida sodica.

o Se demostro que el tratamiento con uridina mejoraba la produccion de

neuritogénesis y de esta manera, las conexiones neuronales.

De esta manera, a partir de ahora podremos estudiar con mas detalle las
posibles consecuencias de un fallo del sistema OXPHQOS en la neuritogénesis,
proceso de vital importancia para la prevencion de enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer.
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