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Células madre neurales

Sistema de fosforilacidn oxidativa



PBS
PCR
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RNA
RNAsa
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Reaccién en cadena de la polimerasa
Enfermedad de Parkinson

Acido ribonucleico
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RNA ribosémico
Desviacion estandar
Tributilo de estafo
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1. RESUMEN

En la actualidad, a pesar de muchos afios de investigacion, la mayoria de los mecanismos
bioldgicos que dan lugar al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas son todavia una
incégnita. Se ha comprobado que son enfermedades muy ligadas al envejecimiento y, ademas,
es posible que ciertos factores ambientales induzcan o provoquen estas patologias. Esto ocurre
con el cloruro de tributilestano, el cual se une a una subunidad del complejo V provocando su
inhibicidn y a consecuencia, una disminucién en la produccion de ATP mitocondrial. Este tdxico
ambiental se empled como antiincrustante en la pintura que recubria los barcos y tiende a
bioacumularse en especies troficas superiores de la cadena alimentaria. De hecho, se han
encontrado concentraciones de TBT y alguno de sus derivados en sangre humana, en un rango
de 8-293 nM. Sin embargo, no se ha demostrado el efecto que pueden tener estos téxicos en la
diferenciacién y funcionalidad neuronal.

Por tanto, en el siguiente trabajo se han llevado a cabo estudios para ver cdmo afectan
diferentes concentraciones de TBTC en el desarrollo neuronal usando dos lineas celulares. Los
ensayos con células SH-SY5Y no tuvieron resultados muy esclarecedores sobre la posible
influencia del téxico en el desarrollo neuronal, por lo que se empled células madre neurales que
proporcionan un modelo mas real. Pequefiios indicios muestran que patologias mitocondriales
inducidas por factores ambientales pueden ser posibles.

1.1. ABSTRACT

Currently, most of the biological mechanisms that lead to the development of
neurodegenerative diseases are still unknown. It has been proven that they are diseases closely
linked to aging and, in addition, it is possible that certain environmental factors induce or cause
these pathologies. This occurs with tributyltin chloride, which is assembled to a subunit of
complex V causing its inhibition and consequently, a decrease in the production of mitochondrial
ATP. This environmental toxicant was used as an antifouling in the paint that coated ships and
tends to bioaccumulate in higher trophic species of the food chain. In fact, concentrations of TBT
and some of its derivatives have been found in human blood, in a range of 8-293 nM. However,
the effect that these toxins may have on neuronal differentiation and functionality has not been
displayed.

Therefore, in this work, studies have been carried out to see how different concentrations of
TBTC affect neuronal development using two cell lines. The assays with SH-SY5Y cells did not
have very illuminating results on the possible influence of the toxin on neuronal development,
so neural stem cells were used that provide a more realistic model. Small clues show that
mitochondrial pathologies induced by environmental factors may be possible.



2. INTRODUCCION
2.1. SISTEMA GENETICO MITOCONDRIAL

La mitocondria es un organulo celular eucariota con un papel esencial en el funcionamiento de
las células, principalmente en la produccién de energia, debido al sistema de fosforilacién
oxidativa (OXPHOS) que se encuentra en la membrana interna. Ademas, tiene otras funciones
como la homeostasis del ion calcio, importacion de proteinas, liberacidon de especies reactivas
de oxigeno (ROS), regulacién de la apoptosis...

Una particularidad de la mitocondria es que posee su propio genoma, el cual esta constituido
por multiples moléculas de DNA circular de doble hebra (aproximadamente 16500 pares de
bases) y contiene informacion sobre 37 genes, de los cuales, 13 codifican distintos polipéptidos
gue forman parte del sistema OXPHOS complementdndose con péptidos codificados por el DNA
nuclear, y los 24 restantes, codifican RNAs implicados en la maquinaria de sintesis proteica a
nivel de organulo (22 tRNAs y 2 rRNAs). Por tanto, para el correcto funcionamiento de la
mitocondria es necesaria la participacién y coordinacion de los dos genomas de la célula, DNA
nuclear y mitocondrial [1],[2].
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Figura 1. Relacion sinérgica entre el genoma nuclear y mitocondrial: La cadena respiratoria humana estd
compuesta por varios complejos multi-enzimdticos formados por polipéptidos que han sido codificados por el DNA
mitocondrial y nuclear, lo que se traduce en una coordinacion de ambos.



2.2. SISTEMA DE FOSFORILACION OXIDATVA

En la célulalos procesos se impulsan principalmente por la hidrélisis de adenosin trifosfato (ATP),
nucledtido fundamental en la obtencion de energia celular, por lo que es importante la provision
de esta molécula. La oxidaciéon de NADH Y FADH; (transportadores de electrones reducidos) en
la obtencion de ATP se puede dar tanto en el citosol por accién de lactato deshidrogenasa (LDH)
en la glucdlisis como por la mitocondria mediante el sistema OXPHOS. Esta ultima obtiene un
mayor rendimiento energético. Sin embargo, el uso de uno u otro depende del tipo de célula,
sus necesidades energéticas y las condiciones en las que se encuentra [3].

El mayor rendimiento energético en OXPHOS se debe a sus dos componentes funcionales: la
cadena trasportadora de electrones (ETC), compuesta por los complejos I-1V, el citocromo cy la
coenzima Quo; y la ATP sintasa (complejo V). Estos componentes se encuentran localizados en la
membrana mitocondrial interna.
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Figura 2. Sistema de fosforilacion oxidativa (OXPHOS): Representacion de la cadena transportadora de
electrones (Complejos I-IV) y ATP sintasa (complejo V), incluyendo el fujo de electrones y protones a través.

El flujo de electrones a través de la ETC se complementa con el bombeo de protones hacia el
espacio intermembrana en los complejos |, lll y IV, generdndose un gradiente electroquimico
que facilita el paso de protones a la matriz mitocondrial. La ATP sintasa usa este gradiente para
la sintesis de ATP a partir de ADP y fosfato.

Las enfermedades mitocondriales son aquellas causadas por defectos en el sistema OXPHOS, y
por tanto, se caracterizan por una privacion en el suministro de ATP, dando lugar a
manifestaciones clinicas complejas y muy variadas. Una de las razones por lo que esto ocurre es
debido al hecho de la relacion sinérgica de los dos sistemas genéticos celulares, produciendo un
gran abanico de posibilidades de mutaciones causales y patrones de herencia [2].



La tasa de mutacion del mtDNA es mucho mas elevada que la del DNA nuclear, ya que se
generan grandes cantidades de especies reactivas de oxigeno (ROS) en la ETC. Hay varias copias
de mtDNA por mitocondria, y, ademas varias mitocondrias por célula, por lo que el alcance y
complejidad de las enfermedades dependerd del porcentaje de mtDNA mutado. Entre estas
mutaciones cabe destacar las deleciones. En individuos ancianos, las neuronas de la sustancia
negra tienen los niveles de deleciones en el DNA mitocondrial aumentados. Esto también sucede
en pacientes con ciertas enfermedades neurodegenerativas, como el Parkinson, donde estos
niveles también estan incrementados con respecto a pacientes sanos de la misma edad. Por
tanto, se deduce que la edad es el factor de riesgo en las enfermedades neurodegenerativas de
aparicion tardia [3],[4].

2.3. IMPORTANCIA DE OXPHOS EN CELULAS DEL SISTEMA NERVIOSO

Las neuronas son células que componen el sistema nervioso y su principal funcién es recibir,
procesar y transmitir informacién por medio de senales quimicas y eléctricas. Tienen una
morfologia bastante caracteristica comprendida por la extension de largos axones y dendritas
ramificadas. Esto incluye el transporte de mitocondrias a través de los axones y la eliminacion
de organulos danados. La disfunciéon mitocondrial afecta en mayor medida a las neuronas que a
otros tipos celulares debido a la elevada demanda energética, la peculiaridad morfolégica y una
mayor tendencia a acumular daios.

Por la alta demanda energética, este tipo de células consumen una gran cantidad de ATP y al no
disponer de almacenamiento de glucégeno dependen de un flujo ininterrumpido de glucosa. Por
lo que tienen preferencia por la oxidacidén de este sustrato hasta CO,y H,O mediante OXPHOS.
En consecuencia, es de vital importancia el mantenimiento de la funcionalidad mitocondrial en
las células neuronales.

Se han descrito una serie de factores que contribuyen a la vulnerabilidad preferencial de las
neuronas dopaminérgicas, como el aumento del flujo de calcio y largos axones sin recubrimiento
de mielina con elevadas demandas energéticas, que en conjunto aumentan el estrés oxidativo
mitocondrial. Ademas, la presencia de dopamina (neurotransmisor) puede generar especies
reactivas de oxigeno y formar aductos con proteinas implicadas en la homeostasis mitocondrial
afectando a su funcién [5], [6].



2.3.1. Trascendencia en la diferenciacion neuronal

Durante el proceso de diferenciacidon neuronal, se incrementa el nUmero de copias de mtDNA,
el nimero de polipéptidos codificados por este, el consumo de oxigeno y el ATP intracelular. Se
deduce de estas evidencias que en la diferenciacidn se produce una transicion en la produccién
de energia, de la glicolisis al sistema OXPHOS. En consecuencia, disfunciones en OXPHOS pueden
dar lugar a alteraciones en la diferenciacion neuronal [7].

Por ejemplo, el sistema OXPHOS se encuentra involucrado en la producciéon de plasmalema,
esencial en el desarrollo de las neuritas. La enzima dihidroorotato deshidrogenasa (DHODH) se
encarga de oxidar DHODH a orotato cediendo los electrones a la ubiquinona. Por lo tanto, si
disminuye la actividad OXPHOS resultara en una disminucién en la produccién de orotato, que
se encuentra implicado en la produccidon de fosfolipidos y pirimidinas, los cuales tienen
relevancia en el establecimiento de la sinapsis [8],[9].

2.3.2 Enfermedades neurodegenerativas

Actualmente, las enfermedades neurodegenerativas tienen una alta incidencia en personas de
avanzada edad, por lo que, producen un gran impacto social. La pérdida de neuronas
hipotaldmicas y la apoptosis se encuentran involucradas en la progresién de estas enfermedades
relacionadas con el envejecimiento. Los principales factores reguladores en la muerte de las
neuronas son el estrés oxidativo, la disfuncién mitocondrial y la muerte celular inducida por
apoptosis.

Se ha ido incrementado el estudio de la intervencidon de la mitocondria en el envejecimiento y
fisiopatogenia de enfermedades neurodegenerativas. En varias se han observado alteraciones
mitocondriales. Aunque la neurodegeneracion puede deberse tanto a mutaciones en el DNA
mitocondrial como en el nuclear, repercutiendo en la fosforilacion oxidativa, proteinas
mitocondriales y en genes nucleares con implicacidon mitocondrial [10], [11].



Mutaciones primarias en mtDNA

Enfermedad Gen mutado Afeccion

B( Complejo lll

Sindrome de Leigh
MTATP 6 Complejo V

Neuropatia Optica hereditaria de

MTNDE (18 variantes alélicas) Complejo |
Leber (LHON)
Mutaciones en genes nucleares que afectan OXPHOS
Sindrome de Leigh (COX) Surf 1 Complejo V
Sindrome de Leigh (COX) SDHA Complejo Il
NDUFSS8, NDUFST, NDUFV1,
Sindrome de Leigh NDUFS4, MTNDS, MTNDG, Complejo |

NDUFS3, MTDND2

Mutaciones genes nucleares afectando proteinas mitocondriales

Alaxia de Friedreich FRDA1 Frataxina

Paraplejia espastica familiar SPGT Paraplegina
Enfermedad de Wilson ATPTB ATPasa transportadora de Cu
Sindrome de Mohr-Tranebjaerg TIMM BA Translocasa de membrana

interna mitocondrial

Mutaciones gen nuclear con involucro mitocondrial

Alzheimer PS1yPS2 Presenilina 1y 2
Péptido amiloide-beta
Huntington HD Huntingtina
SNCA Alfasinucleina
PARK 2 (parkina) Ligasa de ubiquitina
uBC Ubiquitina
Parkinson DJ1 Sensor REDOX
PINK1 Cinasa Ser/ thr mitocondrial
LRRK2 Cinasa GTPasa
HTRA2 Proteasa apoptitica
Paralisis supranuciear progresiva | PSNP 1 Proteina tav
Esclerosis lateral amiotrofica S0D1 Superbxido dismutasa

Tabla 1. Enfermedades neurodegenerativas con alteraciones mitocondriales: Se exponen diferentes enfermedades
neurodegenerativas que pueden ser producidas por mutaciones en el DNA mitocondrial directamente, o en el DNA
nuclear afectando a OXPHOS o proteinas mitocondriales. Aparece el gen mutado que produce cada determinada
enfermedad y el complejo de la cadena respiratoria al que afecta.

Como se puede observar en la tabla 1, en el sindrome de Leigh uno de los genes mutados es el
MT-ATPS, el cual codifica el polipéptido p.MT-ATP6, componente esencial del complejo V, que
actia como canal de iones de hidrégeno acoplando el transporte de iones con la catdlisis
rotatoria de ATP.

Las mutaciones puntuales en este determinado gen causan algunos trastornos mitocondriales:
FBSN (necrosis estriatal bilateral familiar), MILS (sindrome de Leigh de herencia materna) y NARP
(neuropatia, ataxia y retinosis pigmentaria). El deterioro bioenergético y el dafio oxidativo a
consecuencia de la disfuncién de la ETC son dos hipdtesis caracteristicas de la patogénesis de las
encefalopatias mitocondriales humanas. Pero existen detalles mecanicistas de estos trastornos
gue siguen sin estar claros, por lo que los enfoques terapéuticos siguen siendo en la actualidad
muy limitados.



Existe la hipdtesis de que téxicos ambientales podrian simular los efectos de las mutaciones de
este gen, al inhibir el complejo V por unién a dicho polipéptido. De hecho, en el grupo de
investigacion Biogénesis y Patologia Mitocondrial de la Universidad de Zaragoza, se comprobd
que los niveles de consumo de oxigeno y produccion de ATP eran semejantes en cibridos con
mutaciones en MT-ATP6 y en aquellos expuestos a TBTC, pero no se conoce el efecto que puede
tener dicho téxico en la diferenciacion y funcionalidad neuronal, lo que serd objeto de estudio
en el siguiente Trabajo Fin de Master [12], [13].

2.4. TOXICO INHIBIDOR DEL SISTEMA OXPHOS: TBTC

Las organotinas son compuestos quimicos cuya férmula general es R,SnXs, donde R es un grupo
alquilo y X un anién (Cl-, COO-,0H-). Estos se caracterizan por la presencia de, como minimo, un
enlace covalente C-Sn. Dependiendo del nimero de enlaces alquilo o arilo unidos a su centro
tetravalente de estafio, se pueden clasificar como mono-, di-, tri- o tetraorganotinas. Entre sus
propiedades fisicas se pueden destacar que son liquidos incoloros o con un leve color
amarillento, y son poco solubles en agua. La liberacion al medio ambiente de estos compuestos
se produce principalmente en el medio marino. Mientras que en los diferentes procesos de
fabricacidn, transporte y almacenamiento el riesgo de emisidn es menor.

Dentro de las organotinas se puede encontrar el cloruro de tributilestaifio (TBTC), el cual se ha
usado como catalizador, biocida y estabilizador térmico de polimeros de cloruro de polivinilo
durante mucho tiempo. Principalmente, fue utilizado como componente antiincrustante de la
pintura que recubria los barcos [14],[15].

HsC

Cl— Sn

AR HyC

Figura 3. Estructura molecular del cloruro de tributilestario (TBTC)

Se consideré como téxico en 1990 ya que puede desencadenar efectos nocivos en los
organismos a bajas concentraciones. Por tanto, se trata como un compuesto quimico organico
disruptor endocrino por sus propiedades peligrosas para la salud y el medio ambiente, por lo
gue su uso comercial debe eliminarse por completo. Su tasa de degradacién ambiental es
bastante lenta, por lo que los compuestos de TBTC tienden a bioacumularse en especies troficas
superiores de la cadena alimentaria.



Las concentraciones de TBT en sangre humana se encuentran entre 8 y 293 nM, sin embargo,
estos se eliminan con facilidad rdpidamente de la sangre. Por lo que, la sangre no es el
compartimento biolégico ideal para evaluar la carga de TBTC y sus derivados en humanos. El
nivel de ingesta diaria tolerable que se ha impuesto para humanos es de 0,25 microgramos/kg
de peso corporal, basdandose en estudios de inmunotoxicidad.

En este caso, el interés por este compuesto se debe a que es una buena herramienta en la
investigacion de la funcidn cerebral. Los efectos neuropatoldgicos producidos por la intoxicacidn
por este xenobidtico pueden proporcionar una vision general del mecanismo de accidn de dicho
compuesto y adaptaciones a los procesos inducidos por la toxina [14],[16].

Las organotinas son sumamente lipofilicas y atraviesan sin dificultad la barrera hematoencefdlica
(BHE) para ingresar en el cerebro. Este posee un alto potencial oxidativo, sin embargo, una
capacidad limitada para combatir al estrés oxidativo. Normalmente, existe un equilibrio estable
entre prooxidantes y antioxidantes para asegurar una éptima eficiencia. Pero cuando la tasa de
generaciéon de ROS excede la capacidad de actuacién de los antioxidantes, se produce estrés
oxidativo. Este acontecimiento puede producir efectos negativos en proteinas, lipidos y DNA. Sin
embargo, la respuesta de algunas regiones del cerebro al estrés oxidativo no es homogénea y
puede aparecer resiliencia selectiva. Numerosas neuropatologias han sido relacionadas con el
estrés oxidativo. La exposicién en mamiferos a cloruro de tributilestafio puede dar lugar a
epilepsia y amnesia, por lo que es especialmente neurotdxico en el sistema nervioso central.
Todavia no se conoce el mecanismo mediante el que se producen estos efectos [17].

Gracias a diferentes estudios se han comprobado algunos factores que se ven afectados en las
neuronas tras la exposicion al téxico:

e Se produce la salida de glutamato, cuya acumulacién excesiva puede
desencadenar una activacién desmedida de sus receptores, aumentando los
niveles de concentracién de Ca ?* intracelular. El calcio tiene un papel esencial en
la transmision del impulso nervioso al desencadenar la liberacidon de
neurotransmisores y modular numerosas reacciones celulares. Por lo que es
necesario en el mantenimiento fisioldgico de una célula, modulando las
propiedades de la barrera hematoencefalica e induciendo la muerte neuronal
mediante excitotoxicidad a través del receptor NMDA.

En resumen, un incremento en los niveles de Ca extracelular puede afectar a la
excitabilidad de las neuronas, sin embargo, el aumento de los niveles
intracelulares conduce a la muerte celular neuronal excitotéxica y a la generacién
de oxidantes a través de las vias mitocondriales. Y la disminucién de los niveles
de calcio intracelular puede obstaculizar varias vias de sefalizacién [18].



e Induce la activacion de calpainas. Algunas investigaciones han demostrado que
la inhibicion de la activacidn de la calpaina previene la fragmentacién inducida
por la exposicion a TBTC de las proteinas citoesqueléticas neuronales y muerte
neuronal. Esto significa que la activaciéon de la calpaina es clave en la
neurodegeneracion periférica inducida por TBT [18].

e Induce dafio neuronal oxidativo al inhibir la actividad de la glutation-S-
transferasa [19].

e Degeneracion de axones [22].

e Exposiciones cortas a altas concentraciones de TBT (<500nM) causan la expresidn
de AMPK vy posterior fosforilacion por parte del compuesto de estafio. La
liberacion de glutamato puede controlarse mediante AMPK, por lo que la
activacion de AMPK por la exposicidn al toxico produce la muerte neuronal.

e Inhibe la biosintesis de dopamina en las células neuronales mediante la
reduccion de la actividad de la enzima tirosina hidroxilasa (TH), provocando
estrés oxidativo y dafo celular. En algunos estudios se ha propuesto como
mecanismo la posibilidad de que la producciéon de dopamina se vea afectada
cuando el xenobidtico se asocia con L-DOPA, exacerbando los sintomas de la
enfermedad de Parkinson [19], [20],[21].

e Como se ha comentado con brevedad anteriormente, el TBTC tiene la capacidad
de inhibir la ATP sintasa (CV), lo que se traduce en una disminucién en los niveles
de ATP neuronal, desencadenando la autofagia y activacion de la caspasa 3/7
seguida de fragmentacion del material genético.

Este ultimo mecanismo de toxicidad provocado por el TBTC estd bien caracterizado. Como se
puede ver en la figura 4, la ATP sintasa estd compuesta por dos regiones (Fo y F1), las cuales se
encuentran conectadas. Tienen un papel primordial en el metabolismo energético y por ello son
esenciales en practicamente todas las células. La regién FO se encarga de transformar la energia
de un gradiente electroquimico transmembranal de iones en un esfuerzo de torsidn. La rotacién
se transmite a través del eje de unidén a laregion F1, donde se produce la sintesis del ATP, a partir
de fosfato y ADP. Uno de los efectos toxicos de las organotinas es el dafio producido en la
fosforilacién oxidativa mitocondrial. La subunidad de F-ATP sintasa contiene un canal idnico que
permite el acceso al sitio de enlace de la subunidad Ci1 desde la superficie periplasmica. Este
canal es imprescindible en el funcionamiento del complejo enzimatico, ya que enzimas mutantes
gue tienen dicho canal bloqueado quedando totalmente inactivadas.



Figura 4. Inhibicion de la ATP sintasa (Complejo V) por parte del TBTC: A) Estructura de la ATP sintasa formada
e interconectada por dos regiones (Fo y F1). B) Mecanismo de inhibicidn del canal idnico por competicion del
TBTC con cationes Na*.

Se comprobd en distintas investigaciones que el TBTC influye en la regidn F1 compitiendo con los
cationes de Na*, debido a la superposicion estructural de los sitios de reconocimiento de ambos.
El bloqueo del canal iénico se relaciona con alteraciones a nivel de diferenciaciéon adipogénica,
lo que significa que la exposicidon al téxico puede dar lugar al desarrollo de sindromes
metabolicos [23],[24],[25].

2.4.1. Otros efectos del TBTC

Aparte de la inhibicion de ATP sintasa, este xenobidtico produce otros efectos perjudiciales
caracterizados por distintos mecanismos de toxicidad. Los mas destacables se describen a
continuacion:

e Inmunotoxicidad

En estudios con ratas expuestas a TBT y DBT se ha visto como consecuencia una atrofia del timo
y supresién de la respuesta inmune de los linfocitos T. La atrofia se produce por una disminucién
en el numero de linfoblastos de crecimiento rapido, pero el mecanismo de acciéon de las
organotinas en este caso es desconocido. Existe la hipdtesis de que estos compuestos inducen
la apoptosis PPARG-dependiente de linfocitos en el timo, al activar las enzimas caspasa 3y 9,
provocando la caida del potencial de membrana mitocondrial promoviendo la destruccidn del
sustrato de estas enzimas [26].
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e Variacion de la homeostasis esteroidea

Se ha comprobado que una alta exposicién a TBTC puede dar lugar a una disminucién en la
actividad de la enzima aromatasa, la cual forma parte de la biosintesis de los estrégenos,
produciendo un incremento en los niveles de testosterona. Este efecto se ha observado en
moluscos gasterépodos, sin embargo, en mamiferos predominan mas efectos dafiinos
neuronales, hepaticos y de inmunotoxicidad [28].

e Agonista de receptores nucleares

El TBTC ha sido definido como agonista de los receptores nucleares RXRa y PPARYy, los cuales
forman un heterodimero permisivo para modular la transcripcién de sus genes diana como la
acil-CoA oxidasa, para un rango de concentraciones 10-100 nM. Estos receptores controlan la
via de oxidacion beta peroxisomal de los acidos grasos, regulando asi la adipogénesis.

Estudios in vitro en roedores y humanos han evidenciado acumulacién de triglicéridos y un
aumento de la expresion de marcadores adipogénicos. Estos resultados sugieren que el TBTC
altera el metabolismo lipidico y provoca obesidad al activar estos receptores nucleares [27].

2.4.2. Posible estrategia paliativa de los efectos neurotéxicos producidos por TBTC

La supresién de la apoptosis neuronal puede proporcionar una estrategia para paliar las secuelas
neurodegenerativas y tratar este tipo de enfermedades.

En varias investigaciones se ha comprobado que la paeoniflorina (PF), un monoterpeno glicésido
gue actua como farmaco obtenido del extracto de plantas, tiene efectos antiapoptosis, ademas
de antinflamatorios y antioxidantes. De hecho, PF tiene un importante potencial neuroprotector.
En los estudios se contempld la posibilidad de que PF puede preservar neuronas hipotalamicas
de la citotoxicidad producida por TBTC, la reduccién de MMP y la apoptosis, mediante la
inhibicion de la via de sefalizacion MKK4-JNK, disminuyendo los niveles de caspasa 3 vy
modulando la relacién Bcl-2/Bax. Algunos de estos estudios han concluido que el PF es capaz de
proteger neuronal del hipocampo y corticales de la neurotoxicidad.

Por tanto, la via de sefializacion de JNK es una diana molecular para el tratamiento de la
apoptosis inducida por neurodegeneracion. La activacion de JNK se lleva a cabo mediante la
excitacion secuencial de MAP y MAPK quinasas especificas [29],[30].
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Uno de los proyectos iniciales del grupo de Bioquimica y Biologia Molecular y Celular de la
Facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza consistio en el estudio de los sindromes
de necrosis estriatal causados por la mutaciéon de MT-ATP6, ya que encontraron que los cibridos
expuestos al toxico TBTC presentaban niveles similares de consumo de oxigeno y produccién de
ATP que cibridos que poseian esa mutacion, por lo tanto, la exposicidn de cultivos celulares con
este toxico podria ser un buen modelo para este tipo de enfermedades mitocondriales, ya que
no existe un modelo neuronal de la mutacion hasta el momento.

En este trabajo se parte de la posibilidad de que un téxico ambiental sea capaz de influir en el
desarrollo neuronal durante la gestacion debido a la exposicién in Utero y a consecuencia, se
produzcan efectos negativos en neuronas dopaminérgicas, provocando una enfermedad
mitocondrial temprana o incluso con el tiempo algun tipo de enfermedad neurodegenerativa.

Por tanto, el fin de este trabajo es comprobar el efecto de la exposicién a diferentes
concentraciones de TBTC sobre la diferenciacidon neuronal dopaminérgica en SH-SY5Y y NSC. Se
establecen a continuacidén los objetivos especificos secuenciales:

1. Establecer las concentraciones de TBTC viables para llevar a cabo la diferenciacion
neuronal.

2. Seguimiento de la diferenciacién neuronal dopaminérgica durante 7 dias a diferentes
concentraciones de toéxico en ambas lineas celulares y su correspondiente
caracterizacidon con marcadores especificos neuronales.

3. Estudio de la minima concentracién de TBTC significativa a partir de la cual se empiezan
a observar efectos en OXPHOS, por inhibicién de la ATP sintasa, mediante ensayo de
consumo de oxigeno en células diferenciadas y no diferenciadas.

4. Comparacion de la produccién de ATP y expresion génica relativa dependiendo de la
concentracion de toxico.

5. Estudio de las posibles variaciones morfoldgicas y dindmica mitocondrial debida a la
exposicién de TBTC.

6. Comparacion de los efectos producidos por el toxico en ambas lineas celulares.
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4. MATERIALES Y METODOS

En el presente Trabajo de Final de Master se ha trabajado con las siguientes lineas células
eucariotas por su capacidad de diferenciacion a neuronas dopaminérgicas.

4.1. MATERIAL BIOLOGICO Y LINEAS CELULARES

Células madre neurales humanas (NSC), obtenidas en nuestro laboratorio por

diferenciacién a partir de iPSC control (Induced pluripotent stem cells).

Linea celular aneuploide SH-SY5Y, aislada de neuroblastoma, adquiridas en ATCC (CRL-

2266™).

4.2. APARATOS E INSTRUMENTOS

Funcion Aparato Modelo Marca Observaciones
Microscopia Invertido DMIL Leica Cédmara ICC50 HD
" Mettler L
Balanza Analitica ML204 Precisién 0,001g
Modelo
Muestras
Ultracongelador CFC Free Sanyo biolégicas
. (-80°C)
Almacenamiento .
Frigorificos y . Whirpool, Reactivos y
Congeladores Varios Bosch disoluciones
g ) (4°Cy -20°C)
. . . . 2,20,200y
Micropipetas Nichipet EX Nichiryo 10004l
] Micropipetal ) ) TermoFisher
Manejo volumen : Finnpipette o 50y 300ul
Multicanal Scientific
Pipeteador . Integra
. PipetBoy . 1-50ml
automatico (Biosciences)
Countess ThermoFisher
Recuento Celular Contador Automated N Azul Tripan
Scientific
Cell Counter
Con
Incubador DHD Autoflow Nuaire isopropanol y
rampa de T2 de
_ 1°C/min.
Cultivo celular LabGard ES
Campana de UN-437 Class .
. . Nuaire
flujo laminar Il, type A2
Biosafety

Congelacién de
células

Criocontenedor

Mr. Frosty™

ThermoFisher
Scientific

37°C, 5% COy,

atmodsferahiumeda

Atemperado

Bafio
termostatizado

Precisterm

Selecta
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. , MiniSpin®
Microcentrifuga Eppendorf
, plus
Centrifuga
, Beckman
Centrifuga Allegra X-22
Coulter
PCR Real-ti PCR StepOne™ ThermoFisher "
eal-time
System Scientific 96 pocillos
Absorbancia,
Lector de placas NOVOstar BMG LabTech fluorescencia 'y
Espectofotdmetros luminiscencia
ThermoFisher Aci
Nano-drop ND-1000 moTts Acidos
Scientific nucleicos
. Microscopio EVOS Floid TermoFisher
Inmunofluorescencia . s
confocal Cell Imaging Scientific

Tabla 2. Instrumentos y aparatos empleados en la realizacion del presente trabajo: Se especifica el aparato,
marca, modelo y observaciones.

4.3. REACTIVOS GENERALES

Los reactivos quimicos empleados son aptos para cultivo celular y biologia molecular. Proceden
principalmente de las casas comerciales TermoFisher Scientific, Merck, Sigma-Aldrich, BioRad,
Roche y Panreac®.

4.3.1. Medios de cultivo y material estéril
Los medios de cultivo celular y el suero fetal bovino (FBS) provienen de Gibco™, Invitrogen.

El material estéril de plastico utilizado que incluye placas de 6,12,96 pocillos y de 100 mm, tubos
Falcon, criotubos, pipetas, etc. proceden de TTP, Suiza.

4.3.2. Reactivos para PCR

Los reactivos empleados para la PCR cuantitativa (qPCR) procedian de TagMan® Multiplex PCR
Master Mix de la casa comercial Applied-Biosystems. Las sondas y oligonucleétidos utilizados se
sintetizaron por ThermoFisher Scientific y se purificaron por cromatografia liquida de alta
eficacia (HPLC).
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4.3.3. Kits comerciales

Funcion Nombre Casa comercial
Extraccion de DNA NucleoSpin® RNA Macharey- Nagel
TagMan Gene
Real-time PCR Expression/Genotyping Applied- Biosystems
Master Mix
Determinacion viabilidad LIVE/DEAD® Cell Vitality
. Promega
celular Assay Kit
Determinacidén niveles de CellTiter-Glo® Luminiscent
N Promega
ATP Cell Viability Assay

Tabla 3. Listado de Kits comerciales usados: Especificando funcion y casa comercial.

4.3.4. Anticuerpos

Anticuerpos primarios Especie Dilucion | Proveedor
B-lll-tubulina Conejo polyclonal 1/1000 Abcam
Anti-Tirosina Hidroxilasa Conejo polyclonal 1/1000 Sigma-Aldrich
Anticuerpos secundarios Especie Dilucion | Proveedor
ThermoFisher
Alexa Fluor 488 Cabra polyclonal 1/1000 o
Scientific
ThermoFisher
Alexa Fluor 594 Cabra polyclonal 1/1000

Scientific

Tabla 4. Anticuerpos primarios y secundarios empleados en inmunofluorescencia: La dilucion que se incluye es la
optima para la realizacion de este ensayo.

4.4. TECNICAS DE CULTIVO CELULAR
4.4.1. Cultivos celulares eucariotas

Para el crecimiento de la linea celular de neuroblastoma se utilizé6 Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM,Gibco ™), con un contenido en glucosa de 4,5 g/l, piruvato de sodio 1 mMy L-
glutamina 584 mg/l, suplementado con suero fetal bovino (Invitrogen) al 10%, aportando
proteinas y factores de crecimiento.

Las células madre neurales crecieron en un medio compuesto por KnockOut™ DMEM/F12,
GlutaMAX™-| Supplement 2 mM, bFGF 20 ng/ml, EGF 20 ng/ml y StemPro Neural Suplement®
al 2%. Para poder sembrar esta linea celular se afiadié CELLstart™ a las placas de cultivo,
permitiendo asi una correcta adhesiéon y expansion de las células.
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El CELLstart ™ es un sustrato definido que contiene componentes de origen humano (xeno-
free). Este se diluye en D-PBS con calcio y magnesio a 1:100 y posteriormente se incuba la placa
cubierta durante 1 hora a 37°C y 5% de diéxido de carbono. Tras acabar la incubacion se debe
eliminar la solucién de CELLstart de la placa antes de su uso.

Hay que destacar que no se afiadieron antibidticos para reproducir las condiciones fisioldgicas y
evitar efectos derivados por inhibicion a nivel mitocondrial.

4.4.2. Mantenimiento de los cultivos celulares

Con el fin de garantizar la esterilidad de los cultivos celulares, las manipulaciones se realizaron
en campanas de flujo laminar vertical en ausencia de antibioticos.

Ambas lineas celulares se cultivaron en placas de 6 y 96 pocillos y de 100 mm en su
correspondiente medio, el cual se renueva cada 2-3 dias. El cultivo se lleva a cabo en un
incubador termostatizado a 37°Cy 5% de CO,.

4.4.3. Tripsinizacion

Para la disociacion de las células SH se emplea tripsina TrypLE™ Express de Gibco™, Invitrogen.
Una vez que las células alcanzan una confluencia del 80% se retira el medio de cultivo sobrante
y se lava con PBS sin calcio y magnesio, para descartar proteinas del suero remanentes que
pueda inhibir el efecto de la tripsina. Una vez anadida la tripsina, se incuba la placa
aproximadamente 2-3 minutos a 37°C. Tras comprobar que las células se han despegado y se
encuentran en suspension, se neutraliza la tripsina con la adicién de medio (volumen 2 veces
superior al utilizado de tripsina). Posteriormente, se centrifugan las células a 1200 rpm durante
4 minutos y se elimina el sobrenadante. Finalmente, se resuspende el pellet obtenido en el
medio de cultivo preparado con anterioridad.

En el caso de las NSC, se utiliza D-PBS sin calcio y magnesio para lavar la placa y posteriormente
StemPro® Accutase® para eliminar la adhesién de las células. El resto de los pasos son similares.

4.4.4. Recuento celular

Para el recuento celular se usa un contador automatico, el cual detecta densidades entre 10%—
107 células/ml. En el anélisis de viabilidad se emplea Azul Tripan, un colorante con capacidad de
penetrar en las células que tienen la membrana plasmatica danada, por lo que quedan teiidas
de azul las células no viables y las viables sin colorear. Se recoge una alicuota de 20 pl de la
suspension celular y un volumen andlogo del colorante y se homogeneizan, se depositan en una
camara desechable por duplicado y ya se puede proceder al recuento automatico.
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4.4.5. Congelacion y descongelacidn celular

En la descongelacién de los cultivos celulares se parte de uno o varios criotubos (procedentes
del congelador a -80°C o tanque de nitrégeno liquido). Se introduce el vial al bafio con agua para
prevenir la formacién de cristales al descongelar. Se prepara un tubo Falcon de 15 ml con
aproximadamente 10 ml de medio de cultivo previamente atemperado y se traspasa el
contenido del criotubo descongelado rapidamente, evitando el contacto de las células con el
DMSO durante mucho tiempo. La suspensiéon celular se centrifuga a 1000 rpm durante 4
minutos, se aspira y elimina el sobrenadante y finamente se resuspenden las células en medio
completo previamente preparado. La viabilidad de las células descongeladas debe estar en torno
al 80%.

En el proceso de congelacién de los cultivos, se tripsinizan las células y se pipetea suavemente
para hacer de la monocapa de la superficie de la placa una suspensién celular. La tripsina o
acutasa se neutraliza con el medio celular. Se centrifugan las células a 1200 rpm durante 4
minutos y el pellet resultante se resuspende dando lugar a una densidad aproximada de 1-2
millones de células/ml. El medio de congelacion estara compuesto por un 20% de DMSO y 80%
de medio. Se guardan en criotubos resistentes al nitrégeno liquido y se introducen en el Mr.
Frosty en el -80°C. Este sistema consiste en un recipiente de policarbonato que contiene alcohol
isoamilico, el cual permite que la temperatura vaya descendiendo gradualmente 1°C/minuto.

4.5. DIFERENCIACION NEURONAL

Para el proceso de diferenciacidon neuronal las células se sembraron en placas de 100 mm, placas
de 6 y 96 pocillos a diferentes densidades dependiendo del ensayo a realizar. Hay que destacar
gue en el caso de las células SH la densidad al terminar la diferenciacion es mucho mayor, puesto
gue las células siguen creciendo durante los 2-3 primeros dias del desarrollo neuronal. Esto no
sucede en las NSC, una vez se encuentran en medio de diferenciacion dejan de crecer y
comienzan a diferenciarse.

e El medio de diferenciacién de las NSC contiene Neurobasal A preparado con baja
glucosa(se afiade a la botella original glucosa 1 g/Ly piruvato 110 mg/L), B27 serum-free
suplement 2%, GlutaMax 2mM, CultureOne 100X y acido ascdrbico 200mM.

e El medio de diferenciacion de las células SH-SY5Y contiene Neurobasal A preparado
(también se adiciona glucosa y piruvato en la misma concentracion), B27 2%, CultureOne
100X, GlutaMax 2mM, N2 y 10 uM 4cido retinoico.

El objetivo del presente Trabajo de Final de Master es estudiar el efecto que tienen diferentes
concentraciones de TBTC en los 7 dias que dura la diferenciacién neuronal. Por lo que para
ambas lineas celulares se prepararon sus correspondientes medios de diferenciacién con
concentraciones finales 0,10,20,50,75 y 100 nM de téxico a partir de TBTC alicuotado a una
concentracion de 10 uM .

17



4.5.1. Inmunofluorescencia: Microscopia

Las células se sembraron en placas de 6 pocillos, cada uno de ellos en una condiciéon de
concentracién de téxico diferente, a una densidad de 5 x 10° células/pocillo en el caso de las
iNSCs y 1 x 10° células/pocillo en las SH, debido a que estas siguen creciendo en los 3 primeros
dias de diferenciacion.

Al acabar la semana de diferenciacion, las células se lavan con PBS y se fijan con PFA 4% durante
15 minutos. Se realizan dos lavados con PBS. Se permeabiliza durante otros 15 minutos con
Triton-X-100 y se bloquea posteriormente con BSA 5% durante 30 minutos, permitiendo asi la
entrada de los anticuerpos al interior de las células Posteriormente, se lleva a cabo la tincién con
los anticuerpos primarios (B-lll-tubulina y Anti-Tirosina Hidroxilasa, 1:1000) durante una hora.
Después se realizan dos lavados con Triton al 0,1% y los pocillos se incuban con los anticuerpos
secundarios (AlexaFluor 488 y 594, 1:1000) durante dos horas en oscuridad. Se vuelve a lavar
con Triton 0,1% y los pocillos se dejan en PBS con 1 pl de DAPI, el cual permite el marcaje de los
nucleos.

4.6. TECNICAS DE MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS

4.6.1. Extraccion de RNA

- Kit NucleoSpin® RNA

Tras lavar con PBS y despegar las células SH S5Y5 de la superficie de las placas, el RNA total se
extrajo usando y siguiendo los pasos del Kit NucleoSpin® RNA. El cual es recomendado para el
aislamiento de RNA de células y tejidos libres de bacterias y levaduras, obteniendo de esta
manera un RNA que puede usarse en aplicaciones posteriores sin necesidad de purificacion
previa.

En primer lugar, las células se lisan con una solucién que contiene grandes cantidades de iones
caotrdpicos mediante incubacidn, para inactivar las RNAsas y que se creen unas condiciones
favorables para la adsorcién de RNA en la membrana de silice. EI| DNA también se adsorbe a la
membrana de silice, por lo que el kit incluye una solucidn de rDNAsa que se aplica directamente
sobre esta. El resto de las etapas de lavado son necesarias para la eliminacidon de sales,
metabolitos y componentes celulares macromoleculares, con su correspondiente centrifugacion
posterior para que los reactivos pasen a través de las columnas. En el Ultimo paso, el ARN se
eluye en H,0 en ausencia de RNAsas (60 o 40 ul dependiendo del tamafio de la muestra). Este
protocolo se puede realizar a temperatura ambiente.

Finalmente, una vez extraido, se debe almacenar a -80°C para evitar su facil degradacion.
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- Kit Cells-to-CT™ 1-Step TagMan ™ Kit (A 25603)

Con este kit se realiza una extraccién impura de RNA. El primer paso del protocolo a seguir es
aspirar el medio de cultivo y lavar con 50 pl de buffer de lisis con DNAsa a temperatura ambiente,
se pipetea varias veces para homogeneizar la mezcla. Se incuba la placa durante 5 minutos.
Posteriormente se afiaden 5ul de solucidn Stop, se vuelve a pipetear e incubar durante 2
minutos. Una vez realizados los pasos descritos, se puede guardar en hielo 2 horas si se va a
realizar seguidamente la PCR o se congela el RNA a -20 °C.

4.6.2. Cuantificacion de RNA

El andlisis cuantitativo de la concentracién de RNA se midié con el espectrofotémetro ND-1000
de Nanodrop y su correspondiente programa informatico. La lectura espectrofotométrica se
realiza a partir de un volumen de muestra muy reducido (1-2 pl). La pureza del RNA se mide
indicando las relaciones de absorbancia (260/230, 280/230), valores aproximados a 2 se
consideran puros para el RNA. Se miden las relaciones de absorbancia 260/230, 280/230 para
indicar la pureza del RNA.

En primer lugar, se fija el valor de un blanco utilizando el disolvente en el que estan disueltas las
muestras de RNA (H;0 en ausencia de RNAsas), al medir las muestras se obtiene directamente
el valor de concentracién (ng/ ul) de los acidos nucleicos de interés. Finalmente, se realizan dos
lavados con agua destilada y se miden para comprobar que no queda ningln resto de acido
nucleico en el equipo.

4.6.3. PCR cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) posibilita la amplificacién de regiones
determinadas del DNA usando cebadores especificos con capacidad de hibridaciéon en los
extremos de la region de interés. En este ensayo se estudié la expresién de RNA de la tubulina
(TUBB3) y de la proteina 2 asociada a microtubulos (MAP2), ya que proporcionan informacion
sobre el desarrollo de la diferenciacién neuronal.

La RT-qPCR proporciona un método sencillo para cuantificar una secuencia o un determinado
gen que se encuentra en una muestra, controlando en todo momento el proceso de la reaccién
y guardando los datos que se recopilan durante el progreso. Para cuantificar la expresién génica
mediante esta técnica en primer lugar se tiene que producir la retrotrascripcién de RNA a cDNA.
Cuanto mayor sea el nimero de copias del acido nucleico de interés al inicio antes se observara
un aumento en la fluorescencia.

Para la determinacion del nimero de copias de mtDNA se usé la técnica de sondas de TagMan®,
gue realiza una cuantificacién relativa de un gen mitocondrial que se encuentra en una regién
conservada, y se le une una sonda fluorescente FAM, frente a un gen nuclear, usandose para
normalizar y al que se le une una sonda fluorescente VIC.
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Previamente, se realizaron diluciones de las muestras de RNA ya cuantificadas para que todas
tuvieran una concentracién uniforme (7,5 ng/ul). En cada pocillo de una placa de 96 se afiadieron
2 ul de la dilucion preparada de la muestra y 18 ul del Mix de reaccion, llevandolo a cabo por
duplicado.

El volumen final de la reaccion son 20 ul por pocillo y se afiaden los siguientes reactivos:

Reactivo Concentracidn Stock Volumen (pl /pocillo)
TagMan® RT-PCR Mix 10X 10
TagMan RT Enzyme Mix 40X 0,5
Sonda FAM 20X 1
Sonda VIC control 20X 1
H,0 estéril - 5,5

Tabla 5. Mezcla de reactivos para RT-qPCR

La RT-qPCR tuvo lugar en el termociclador StepOne™ System de Applied Biosystems. Las
condiciones del programa utilizado se resumen en la siguiente tabla:

Etapas Temperatura (°C) Tiempo Numero de ciclos
Retrotranscripcién 48 15 minutos 1 ciclo
Desnaturalizacion inicial 95 10 minutos 1 ciclo
Desnaturalizacion 95 15 segundos )
— : 40 ciclos
Elongacion 60 1 minuto
Estabilizacion 50 30 segundos 1 ciclos

Tabla 6. Especificaciones del programa térmico en el estudio de expresion génica mediante RT-qPCR

Los resultados obtenidos se analizan en el programa StepOne Software v2.3, donde se pueden
observar las graficas de amplificacidn, la tendencia lineal de la curva patréon y la comparacién
entre duplicados. Ofrece la posibilidad de calcular el nUmero de copias del gen mitocondrial de
interés en las muestras de estudio, interpolando los valores obtenidos de Ct en la recta patrén.

4.7. TECNICAS DE ANALISIS DE LA FUNCION MITOCONDRIAL
4.7.1. Evaluacion de la viabilidad celular

Se sembraron en una placa de 96 pocillos células a una densidad de 5 x 103 células/pocillo. Tras
la incubacion con el medio de diferenciacidn a diferentes concentraciones de tdéxico. Para
evaluar la viabilidad celular se empled LIVE/DEAD® Cell Vitality Assay Kit (L34951). En primer
lugar, se prepara una disolucion stock 1ImM de Ciz-resazurina disolviéndola en DMSO.
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A continuacidn, se prepara una disolucion 1 uM de tincion verde SYTOX y PBS 1X. Se afiaden las
disoluciones preparadas a las células y se incuban durante 15 minutos a 37° y 5% de CO..

Finalmente, se analizan las células tenidas excitando a 488 nm y midiendo la emisién de
fluorescencia a 530 y 575 nm.

4.7.2. Medida de ATP y nimero de células

Para cuantificar las células activas metabdlicamente y el ATP mitocondrial se sembré una placa
de 96 pocillos de fondo blanco (casa comercial NUNC) con una densidad de 5 x 103
células/pocillo, siendo el volumen final de cada pocillo de 200 pl.

Tras la semana de diferenciacion de la linea celular SH-SY5Y con distintas concentraciones de
TBTC (0, 10,20, 50,75 y 100 nM), se prepararon los reactivos necesarios para realizar el ensayo
de cuantificacion.

En primer lugar, para determinar el nimero de células metabdlicamente activas, se prepara el
reactivo CellTiter-Fluor y se afaden 100 microlitros de este por pocillo y se incuba la placa
durante 30 minutos. Tras esto se analizan las células excitando a una longitud de onda de 400
nm y midiendo la emisién a 520 nm, en el programa NOVOstar.

Para la determinacion de la sintesis de ATP mitocondrial, se empleé DMEM free enriquecido con
piruvato 1ImM y 2-desoxiglucosa 5mM. Este Ultimo compuesto se usa para inhibir la produccién
de ATP glucolitico. El estudio se realizé con el kit CellTiter-Glo® Luminiscent Cell Viability Assay
(Promega, G7571).

El protocolo que se siguid en este caso fue realizar previamente dos lavados con PBS y después
afadir 100 pul del medio preparado en cada pocillo. La placa se incuba posteriormente durante 2
horas a una temperatura de 37°C y 5% CO,. Al terminar la incubacion se afiaden 100 pl de
reactivo Cell-Titer-Glo Reagent (mezcla del Buffer y Substrate) y se incuban durante 10 minutos
a temperatura ambiente. Finalmente, se mide la luminiscencia emitida con el lector de placas
NOVOstar de BMG-Labtech.

Posteriormente, los pocillos se lavan dos veces con PBS. Para medir ATP mitocondrial se prepara
un medio compuesto por 10 ml de DMEM free, piruvato 1mM vy 2-desoxiglucosa 5mM. Se
afiaden 100 pl de este medio en cada pocillo y se incuban durante 2 horas en la estufa. Al acabar
la incubacion se afiaden otros 100 ul de reactivo de ATP por pocillo y se incuban 10 minutos a
temperatura ambiente. Por Ultimo, se mide en el NOVOstar. Se obtiene una sefal luminiscente
proporcional a la cantidad de ATP presente en cada uno de los pocillos.
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4.7.3. Medida del consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno se mide con un oxigrafo de alta resolucion (Oroboros) que se encuentra
asociado al software DatLab para obtener y analizar los datos.

Para esta técnica se sembraron 3 placas de 100 con ambos tipos celulares sin diferenciar y otras
3 tras la semana de diferenciacion. Las células que se emplean no deben sobrepasar una
confluencia del 80%.

Se tripsinizan las placas y se resuspende el pellet obtenido hasta alcanzar una concentracion de
1 x 10° células/ml. Se afiaden 2 ml de muestra en cada una de las dos cdmaras de medida. Una
vez que se estabiliza el flujo en la grafica se obtiene el valor de respiracion enddgena. Tras la
estabilizacidn se introducen diferentes téxicos, o diferentes concentraciones del mismo, para
observar las posibles variaciones en la respiracion/consumo de oxigeno de las células. La
cuantificacion se realiza tras la estabilizacion de cada una de las sefiales. En ultimo lugar, se
determina la respiracidon que no depende de la cadena respiratoria, inhibiendo el complejo IV
con cianuro.

Es aconsejable alternar las cdmaras en los diferentes ensayos que se realicen para evitar errores
que surjan de la variacion de alguna de ellas.

4.7.4. Microscopia electrénica de trasmision (TEM)

Se sembrd una placa especial para microscopia electrénica dividida en 8 compartimientos con
una densidad de 5 x 103 células/pocillo con 4 condiciones diferentes para estudiar las posibles
variaciones en la morfologia de las mitocondrias.

» Células SH-SY5Y sin diferenciar en ausencia de toxico
» Células SH-SY5Y sin diferenciar en presencia de téxico
» Células SH-SY5Y diferenciadas sin toxico

» Células SH-SY5Y diferenciadas con toxico

La concentracién de téxico empleada para poder observar diferencias se determiné mediante
los ensayos de consumo de oxigeno. Las células en las dos primeras condiciones se sembraron
48 horas antes de fijar las células, ya que al no estar diferenciadas la tasa de crecimiento es muy
alta y nos interesa una densidad especifica para que las imagenes que se obtengan se vean con
claridad. Mientras que en las dos ultimas condiciones se sembraron con una semana de
antelacion para completar la diferenciaciéon neuronal.

4.7.4.1. Fijacion de células para TEM

Para emplear esta técnica y observar correctamente las células deben estar fijadas con
anterioridad. En primer lugar, se les retira el medio y se realizan 3 lavados de 2 minutos con PBS
a temperatura ambiente. Se afade tras este paso glutaraldehido 2,5% en 0,1M PB (Phosphate
Buffer) hasta cubrir 300 ul cada pocillo.
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El PB 0,2M esta compuesto por NazHPO40,2M (4X) y NaH2P04 0,2M (1X). Las placas se guardan
a 37°C en un horno durante 5 minutos. Después se retira el glutaraldehido y se vuelve a afiadir
de nuevo al 2,5%. Las camaras se guardan a 4°C durante 1-2 horas. Al acabar se retira el
glutaraldehido y las células se lavan 4 veces con PB 0.1M durante 5 minutos. Posteriormente se
afiade 0,1M de PB con 0,05% de azida sddica y las camaras se guardan en un frasco lleno de esta
ultima disolucion, sin burbujas.

4.7.4.2. Microscopio de transmisiéon

Las muestras se procesaron y visualizaron en el Servicio de Microscopia Electrénica de Sistemas
Bioldgicos de la Universidad de Zaragoza. Para la visualizaciéon se empled un microscopio de
transmisién JEOL 1010 a 80KV y para capturar las imagenes una cdmara Gatan Bioscan.

4.8. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos en este trabajo se muestran como media * SD del nimero de muestras
realizadas en cada ensayo. Estos valores se analizaron estadisticamente y representaron
graficamente con el software GraphPad Prism 5. En variables de Unicamente 2 grupos se aplica
el test t no paramétrico Mann-Whitney y cuando existen un mayor numero de variables se
realiza test ANOVA. Estos test se hacen para comprobar si los valores correspondientes a
distintas condiciones dan lugar a diferencias significativas o no. Se considera que tienen
significancia estadistica cuando p-valor < 0,05.
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5. RESULTADOS
5.1. DIFERENCIACION NEURONAL DOPAMINERGICA DE LA LINEA SH-SY5Y

Se induce la diferenciacién a neurona de las células de neuroblastoma en 6 condiciones
diferentes, en presencia del téxico TBTC a concentraciones de 0,10,20,50,75 y 100 nM, durante
7 dias.

En las siguientes imdgenes se puede observar el efecto de las diferentes concentraciones de
téxico sobre el desarrollo neuronal. Las fotografias fueron tomadas el quinto dia de
diferenciacién.

Figura 5. Imdgenes de células SH-SY5y diferenciadas a distintas concentraciones de TBTC: A) 0 nM;
B) 10 nM; C) 20 nM; D) 50 nM;; E) 75 nM;; F) 100 nM
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Debido al proceso de diferenciacién a neurona, hay una disminucion de la tasa de crecimiento
de las células y una variacion morfoldgica, produciéndose proyecciones desde el soma
denominadas neuritas [31],[34]. Las neuritas, que engloban tanto las dendritas como los axones
se pueden observar facilmente al microscopio. Como se puede ver en las anteriores imagenes
conforme aumenta la concentracién de téxico se inhibe el desarrollo neuronal, por lo que las
células siguen creciendo y la diferenciaciéon disminuye. Por tanto, en las dos ultimas imagenes
obtenidas se observan neuritas de menor tamafio y un mayor nimero de células.

5.1.1. Efecto de diferentes concentraciones de TBTC sobre la viabilidad celular

Para estudiar el efecto que tiene la exposicion de TBTC en la diferenciacién neuronal, es
interesante comprobar que las concentraciones de xenobidtico que se emplean no influyan
negativamente en la viabilidad de las células. Por lo que se realizo el ensayo de viabilidad en las
células tratadas con concentraciones de TBTC de 0,10,20,50,75 y 100 nM durante los 7 dias de
diferenciacion.

Este kit empleado para el estudio de viabilidad proporciona un ensayo de fluorescencia simple
gue muestra dos colores distinguiendo las células metabdlicamente activas de las dafiadas y
muertas. Se basa en la reduccién de la C12- resazurina a Ci»- resorufina fluorescente de color rojo
en células metabdlicamente activas. Por otro lado, el colorante SYTOX Green tifie las células con
membranas plasmaticas comprometidas (suelen ser células apoptéticas y necréticas tardias). En
resumen, las células sanas emiten mayoritariamente fluorescencia roja, las células muertas
fluorescencia verde y las células dafiadas emiten una fluorescencia roja y verde bastante
reducida.

Se analizé la viabilidad en una placa de 96 pocillos con las 6 condiciones de concentracién por
duplicado. En la figura 7 se puede observar la media de células sanas por pocillo a la izquierda
de la grafica y su correspondiente desviacidon dependiendo de la concentracion empleada en la
diferenciacién neuronal.
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Figura 6. Viabilidad Celular de células SH-SY5Y: Se representan el numero de células metabdlicamente activas
(izquierda) y las apoptdticas (derecha) frente a las diferentes concentraciones de TBTC que se han empleado durante
el estudio.
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A la derecha, sin embargo, se muestra el nimero de células muertas por pocillo dependiendo
de la concentracion de téxico empleada.

En general, tras los 7 dias de diferenciacion hay aproximadamente una densidad de 3 x 103
células/pocillo y alrededor del 90% son células metabdlicamente activas, por lo que se deduce
gue ninguna de las concentraciones de TBTC empleadas afecta negativamente en la viabilidad
celular.

5.1.2. Andlisis del consumo celular de oxigeno en presencia de TBTC

Con el fin de comprobar el efecto que produce la exposicion de TBTC sobre el sistema de
fosforilaciéon oxidativa, se realizd una respirometria en células sin diferenciar y diferenciadas en
ausencia del toxico durante una semana. Se utilizo la linea celular SH-SY5Y de origen tumoral.
Estas células muestran actividad glucolitica aumentada y fosforilacidn oxidativa disminuida hasta
en ausencia de oxigeno (efecto Warburg). Este efecto da lugar a una mayor resistencia frente a
xenobidticos que afectan a la funcién mitocondrial [32].

Ambas condiciones se consiguieron con sus respectivos medios:

¢ Sin diferenciar: incubadas en medio DMEM con glucosa 4,5 g/|, piruvato 1mM y FBS al
10% durante 7 dias.

e Diferenciadas: incubadas en medio Neurobasal A con B27 2%, CultureOne, GlutamaX, N>
y acido retinoico durante 7 dias.

En este ensayo el primer valor que se obtuvo fue el de la respiracién enddgena (en ausencia de
tdéxico) una vez estabilizado el flujo. La adicién secuencial de concentraciones crecientes de TBTC
produce una disminucién del consumo de oxigeno de las células estudiadas. Se afiadieron 2 pl
de concentracién 10 nM cada vez hasta llegar a una concentracion en las camaras de 100 nM.
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Cémara B) Sin diferenciar
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Figura 7. Consumo de oxigeno de células SH-SY5Y: Grdficas del consumo de oxigeno en células diferenciadas
(Camara A) y sin diferenciar (Cdmara B) empleando un oxigrafo de ata resolucion Orobos® Oxygraph-2K. Linea roja:
flujo de oxigeno en la cdmara. Linea azul: concentracidn de oxigeno.

En la diferenciacion celular se produce una transicion de la produccidn de energia de la glicolisis
a OXPHQOS, que en neuronas esta asociada a un incremento de la respiracién celular basal [33].
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Figura 8. Andlisis del consumo de oxigeno de SH-SY5Y dependiendo de [TBTC]: Histograma del consumo de oxigeno
de células diferenciadas y sin diferenciar sometidas a diferentes concentraciones del tdxico. Las diferencias
significativas se expresan considerando como criterio de significancia: p-valor <0,05(*), <0,01 (**),<0,001 (***).

Los valores del flujo de oxigeno son ligeramente superiores para las células que se han
diferenciado, aunque estas diferencias no son estadisticamente significativas.

Se realiza un estudio estadistico en ambos estados celulares para conocer la concentracion de
TBTC minimamente significativa comparada con el valor de la respiracién enddgena (primer
valor del flujo de oxigeno estabilizando en ausencia de tdxico). En el caso de las células sin
diferenciar se trata de una [TBTC]= 20nM vy en las células diferenciadas [TBTC]=10 nM. Estos
valores son de interés puesto que nos dan informacién sobre la concentracion minima de
xenobidtico a la que se pueden empezar a observar cambios en la mitocondria (morfologia,
funcién, expresion, etc.).
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Figura 9. Disminucion porcentual del consumo de oxigeno: Representacion respecto de la respiracion enddgena
(ausencia de TBTC). SD: Células sin diferenciar. D: Células diferenciadas.

La reduccion porcentual del consumo de O es dosis-dependiente, puesto que disminuye
conforme aumenta la concentracién de TBTC en las camaras donde se encuentran las células.
Este hecho concuerda con lo comentado anteriormente de que el TBTC actia como inhibidor del
sistema OXPHOS.

La regresion lineal de las células sin diferenciar se expresa comoy =-0,4877 + 72,91 y en el caso
de las diferenciadas y = -0,5958 + 79,45. Comparandolas estadisticamente se obtiene una
diferencia no significativa, por lo que aparentemente la concentracion de todxico es
independiente de la diferenciacién neuronal.

5.1.3. Medida de ATP y N2 de células

En el caso de la cuantificacidn de sintesis de ATP mitocondrial, se empleé el kit CellTiter-Glo
Luminiscent Cell Viability Assay, que se basa en la accidén de una enzima luciferasa termoestable
gue cataliza la reaccién que se puede observar en la Figura 8.
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Figura 10. Método de ensayo CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay: El ATP procedente de células
metabdlicamente activas ayuda en la reaccion de conversion de luciferina a oxiluciferina, transformando la energia
quimica en luminica, generando una sefial luminiscente proporcional a la cantidad de ATP.
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Los resultados que se muestran en la Figura 9 se han calculado a partir de la sefial luminiscente
emitida por la cantidad de ATP propia de cada una de las muestras, normalizandola a partir del
promedio de células metabdlicamente activas presentes en cada pocillo, obteniéndose asi la
tasa de sintesis de ATP mitocondrial por célula. De esta manera se han obtenido los promedios
porcentuales relativos para cada una de las 6 condiciones de cultivo en presencia de TBTC.
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Figura 11. Nivel de produccion de ATP mitocondrial por célula relativos dependiendo de [TBTC]. Se representa en
cada barra la desviacion estdndar derivada del promedio de los valores replicados obtenidos.

Tedricamente, tal y como se ha comentado anteriormente, el nivel de produccién de ATP
mitocondrial deberia disminuir conforme aumenta la concentracién de téxico. Los valores
obtenidos son similares a todas las concentraciones administradas. En la grafica se observa
Unicamente esta reduccidon a una concentracién de 100 nM, por lo que se realizd el test
estadistico Mann-Whitney. Comparando con el nivel de produccién de ATP de las neuronas en
ausencia de TBTC se obtuvo que ambos valores no son significativamente diferentes.

El tributilestano (TBT) es un compuesto que inhibe la ATP sintasa. De hecho, tal y como se ha
visto en los ensayos de consumo de oxigeno, disminuye la respiracion. Por lo tanto, tedricamente
se deberia observar una disminucién en la sintesis de ATP mitocondrial conforme aumenta la
concentracion de téxico en el medio de cultivo celular.

Sin embargo, en la grafica anterior se puede ver que a las concentraciones empleadas de TBTC,
el nivel de produccién de ATP es muy similar en todas ellas, a excepcién de a 100 nM que se
aprecia una pequefia disminucidn. Hay que tener en cuenta que el dato de ATP el el obtenido en
2 horas de incubacion, por tanto, se debe contemplar la posibilidad de que la inhibicién en la
sintesis de ATP se observe en incubaciones de tiempo mayores de 2 horas.
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5.1.4. Anadlisis cualitativo de la linea SH-SY5Y mediante inmunofluorescencia

Para la caracterizacion de las neuronas tras la diferenciacion se realizé una inmunofluorescencia.
El marcador neuronal utilizado fue la B-lll-tubulina, la cual forma parte de los microtubulos para
dirigir y mantener los axones. En todas las imagenes se puede observar que si hay expresion de
ésta (verde), lo que indica que se ha producido la diferenciacion. En azul se pueden identificar
los nucleos, que han sido marcados con DAPI puesto que se une fuertemente a regiones
enriquecidas en adenina y timina.

Figura 12. Imdgenes inmunofluorescencia de células SH-SY5Y diferenciadas a distintas
concentraciones de TBTC: A) 0 nM; B) 10 nM; C) 20 nM; D) 50 nM; E) 75 nM; F) 100 nM
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En las imagenes se puede observar que no hay gran variacion en la diferenciacion para bajas
concentraciones de tdxico. Sin embargo, a partir de una concentraciéon de TBTC de 50 nM hay
un mayor nuimero de nucleos, lo que quiere decir que se inhibe en mayor medida la
diferenciacidn y las células tumorales siguen creciendo. A concentraciones de téxico de 75 y 100
nM, tras los 7 dias de diferenciacidon, se empiezan a observar nucleos apoptdticos y una
disminucion en la expresion de tubulina. En la Ultima fotografia ya no se ve ninguna ramificacion
de tubulina.

5.1.5. Andlisis de TUBB3 y MAP2 mediante RT-qPCR

Mediante RT-qPCR se estudiaron las diferencias a nivel de expresion de mRNA de los marcadores
TUBB3 y MAP2. Se analizan los datos obtenidos con respecto a las células sin diferenciar y frente
a las diferenciadas en ausencia de tdxico. En todas las células diferenciadas se observa un
aumento de B-lll-tubulina respecto a las células sin diferenciar como podemos ver en la Figura
10 (barras color azul). También se aprecia una tendencia de disminucion en la expresién al
aumentar la concentracion de téxico, aunque no llega a ser significativa en ninguna de las
concentraciones empleadas posiblemente por lo elevadas que son las desviaciones standard.
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Figura 13. Andlisis de expresion del gen TUBB3 mediante RT-qPCR: Los resultados fueron normalizados respecto al
gen de referencia 18S. Se muestra en la grdfica la expresion del gen dependiendo de la [TBTC], en azul relativa a las
células sin diferenciar y en blanco relativa a las células diferenciadas en ausencia de tdxico. Los valores obtenidos se
expresan como la media + desviacion estdndar de las réplicas. p-valor <0,05(*), <0,01 (**),<0,001 (***).

Estudiando la expresidon génica relativa del marcador MAP2 también se observan valores
similares en las células diferenciadas en ausencia y presencia de diferentes dosis de TBTC. Sin
embargo, en este caso si que se observa una diferencia estadisticamente significativa en
comparacion con las células sin diferenciar.
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Figura 14. Andlisis de expresion del gen MAP2 mediante RT-qPCR: Los valores obtenidos se normalizaron frente al
gen de referencia 18S. En la grafica se puede observar la expresion génica relativa dependiendo de la [TBTC]. Los
resultados se expresaron como la media + desviacion estandar de las réplicas. p-valor <0,05(*), <0,01 (**), <0,001

5.1.6. Microscopia electronica de transmision

Aunque los valores de concentracién de téxico que dan una minima diferencia significativa son
10 y 20 nm, para las células neuronales diferenciadas y sin diferenciar respectivamente, para
microscopia electrdnica se cultivaron las células con una concentracién de TBTC de 50 nM. Se
empled esta condicidén de cultivo celular para poder observar mas claramente si se producen
diferencias en la morfologia de las mitocondrias por la presencia del xenobidtico.

Las mitocondrias miden alrededor de 0,5-1 um de diametro y pueden llegar hasta 7 um de largo.
Son organulos muy versatiles y es dificil describir su forma, puesto que tienen la capacidad de
modificarse, fraccionarse y aglutinarse, variando desde morfologias muy alargadas a elipsoides
de poco tamafio. Se suelen observar formando una red muy dindmica.
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Las imagenes de TEM en las diferentes condiciones de cultivo celular se muestran a

continuacion:

> Células SH-SY5Y diferenciadas en ausencia de TBTC

Figura 15. Interior celular de las neuronas en ausencia de TBTC: A) Agrupacion de varias mitocondrias, las cuales
estdn sufriendo fision mitocondrial; B) Transporte axonal. Las neuronas requieren el transporte de mitocondrias
hacia los terminales sindpticos, estas regiones tan especializadas tienen necesidades energéticas altas.; C)
Mitocondrias alargadas y muy estrechas debido al proceso de diferenciacion, se pueden observar las crestas
mitocondriales, es decir, los repliegues de la membrana interna.

» Células SH-SY5Y diferenciadas en presencia de TBTC 50 nM
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Figura 16. Imdgenes del interior celular de las neuronas en presencia de [TBTC]= 50 nM: A) Célula completa; B)
Mitocondrias agrupadas en una region de la célula.; C) Mitocondrias muy redondeadas con pocas crestas
mitocondriales. D) Mitocondrias con ultraestructura muy alterada y con crestas desestructuradas. E) Se observan
vacuolas autofdgicas. Este proceso se produce de forma aumentada en las neuronas expuestas al toxico ya que las
mitocondrias estdn dafiadas y la célula las destruye. Todas las imdgenes fueron tomadas mediante microscopia
electrdnica de transmision

Durante el desarrollo neuronal aparecen cambios en la morfologia mitocondrial. Mas
concretamente, en el proceso de neurogénesis se produce un cambio de estructuras tubulares
y globulares mixtas a delgadas y alargadas, que siguen alargadndose hasta llegar finalmente a una
estructura mds ancha y compleja producida por el alargamiento. Estas variaciones morfoldgicas
en la diferenciacién neuronal significan la maduracién de las mitocondrias y manifiestan el paso
metabdlico de la glucélisis a OXPHOS, lo que lleva un aumento bioenergético [35].

En la primera condicién comentada, las células diferenciadas en ausencia de téxico, se observa
el alargamiento de las mitocondrias y la redireccién de estas hacia las neuritas, puesto que
aumenta la necesidad energética al diferenciarse. Sin embargo, cuando se realiza la
diferenciacién en presencia de téxico, en este caso 50 nM, las mitocondrias se muestran menos
alargadas, con una morfologia mas globular. El TBTC, como se ha explicado con anterioridad,
inhibe la ATP sintasa, lo que se traduce en el impedimento del proceso diferenciacién, porque
no se puede producir la transicién a OXPHOS (mayor rendimiento energético). Por lo que parece
obvio que las mitocondrias se muestren menos estrechas, ya que en general, se esta inhibiendo
el desarrollo neuronal.
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> Células SH-SY5Y sin diferenciar en ausencia de tdxico

05 pm o5 ym

Figura 17. Interior de células SH-SY5Y sin diferenciar en ausencia de TBTC: A) B) Mitocondrias de poco tamafio y
globulares distribuidas homogéneamente en el interior de las células aisladas de neuroblastoma.

» Células SH-SY5Y sin diferenciar en presencia de TBTC 50 nM.

Figura 18. Interior de células SH-SY5Y sin diferenciar en presencia de [TBTC]=50 nM: A) B) Mitocondrias de poco
tamaiio y globulares distribuidas conjuntamente en diferentes zonas del interior de las células aisladas de
neuroblastoma. En ambas imdgenes pueden distinguirse las crestas mitocondriales.

La linea celular empleada en este ensayo proviene de neuroblastoma. Cabe destacar que en gran
cantidad de células cancerosas muestran alteraciones en el metabolismo de la glucosa. Estas en
comparacion con células sanas presentan un aumento en la captura de glucosa y ciertas
anomalias en la glucdlisis. El piruvato obtenido en el proceso de glucdlisis se convierte en lactato
por medio de la LDH, se secreta y no se oxida en la mitocondria. La hipdtesis de Warburg propone
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que este cambio metabdlico se produce por defectos mitocondriales que incapacitan la
capacidad de oxidar la glucosa a diéxido de carbono.

Por tanto, al usarse en mayor medida la glucdlisis para la obtencién de energia, los efectos del
TBTC no afectan tanto a nivel mitocondrial, y no se ven grandes diferencias frente a las células
SH-SY5Y sin diferenciar en ausencia de tdxico. En las imagenes de ambas condiciones se pueden
observar acumulacién en algunas zonas de mitocondrias con formas globulares y con mayor
didametro.

5.2. DIFERENCIACION NEURONAL DOPAMINERGICA DE NSC

Debido a que la linea celular SH-SY5Y aislada de neuroblastoma sufre una variaciéon en el nimero
cromosomico del cariotipo (aneuploidia) se realizaron distintos ensayos en células madre
neurales, para observar los efectos que produce el TBTC durante el desarrollo neuronal en un
modelo que se acerca mas a la realidad.

Se indujo también la diferenciacion a neurona de las NSC en las mismas 6 condiciones
nombradas anteriormente, en presencia del téxico TBTC a concentraciones de 0,10,20,50,75 y
100 nM, durante 7 dias. En este caso, al igual que en las células SH, las fotografias se realizaron
en el quinto dia de diferenciacidn. El efecto de las diferentes condiciones se puede observar en
las siguientes imagenes:
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Figura 19. Imdgenes de células NSC diferenciadas a distintas concentraciones de TBTC: A) 0 nM; B) 10
nM; C) 20 nM; D) 50 nM; E) 75 nM; F) 100 nM

En estas imdgenes se muestran neuritas de mayor tamafio y con uniones mas fuertes, dando
lugar a un aspecto mas similar a una red neuronal. Ademds de observarse que hay un mayor
numero de células sin diferenciar, como en el caso anterior, debido a la inhibicion del desarrollo
neuronal por parte del toxico, también podemos encontrar un mayor nimero de células
muertas, conforme aumenta la concentracién de TBTC.

Se debe destacar que las células madre neurales son mucho mas sensibles con respecto al cultivo
celular y se despegan con mayor facilidad de la superficie de la placa. Conforme aumenta la
diferenciacién esta sensibilidad crece debido a que la adhesién se complica por el desarrollo de
las neuritas.

5.2.1. Analisis del consumo celular de oxigeno de NSC en presencia de TBTC

Se realiz6 un ensayo de respirometria en NSC sin diferenciar y diferenciadas en ausencia del
toxico durante una semana. Como en el caso de las células aisladas de neuroblastoma, se
sembraron células madre neurales en placas de 100 mm y tras el recuento celular se resuspende
el pellet hasta alcanzar una densidad de 1 x 10 ® células/ml.
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Las condiciones de los medios de cultivo para NSC se resumen a continuacion:

e Sin diferenciar: medio compuesto por KnockOut™ DMEM/F12, GlutaMAX™-|
Supplement 2 mM, bFGF 20 ng/ml, EGF 20 ng/mly StemPro Neural Suplement® al 2%

e Diferenciadas:el medio contiene Neurobasal A preparado (se afiade a la botella original
glucosa 90 g/l y piruvato 50 mg/ml), B27 serum-free suplement 2%, GlutaMax 2mM,
CultureOne 100X y acido ascdrbico 200mM.

El primer valor obtenido en la respirometria es el de respiracion endégena (en ausencia de
toéxico) una vez estabilizado el flujo.

La adicidén secuencial de concentraciones crecientes de TBTC produce una disminucién del
consumo de oxigeno. Se van aiadiendo consecutivamente 2 microlitros de concentracion 10 nM
hasta llegar a una concentracién en ambas camaras de [TBTC]= 300 nM.
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Figura 20. Andlisis del consumo de oxigeno de NSC dependiendo de [TBTC]: Histograma del consumo de oxigeno
de células diferenciadas y sin diferenciar sometidas a diferentes concentraciones del tdxico. Las diferencias
significativas se expresan considerando como criterio de significancia: p-valor <0,05(*), <0,01 (**),<0,001 (***).

Se concluye por los resultados expuestos en el histograma que los valores de flujo de oxigeno
son mayores en NSC diferenciadas. Se compararon ambos estadisticamente mediante un test
no paramétrico y se obtuvo que si hay diferencia significativa entre ambas (p-valor<0,05).

Dentro de cada una de las condiciones, se observa una disminucién gradual del flujo conforme
aumenta la concentracion de téxico.

Se llevd a cabo otro estudio estadistico para conocer la concentracion de TBTC minimamente
significativa comparada con el valor de la respiracion enddgena (considerandola 100%), y se
hallaron diferencias significativas a partir de una [TBTC]= 50 nM en el caso de NSC son
diferenciadas (p<0,05). En cambio, para las NSC diferencias la concentracién que da una
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diferencia minima significativa respecto la respiraciéon enddgena es de [TBTC] En ambos casos
conforme nos aproximamos a concentraciones entre 150-200 nm se aprecia una estabilidad del
flujo, ya no disminuye mas la respiracion.
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Figura 21. Disminucion porcentual del consumo de oxigeno: Representacion respecto de la respiracion enddgena
(ausencia de TBTC). SD: Células sin diferenciar. D: Células diferenciadas.

De nuevo, se observa una reduccién porcentual del consumo de O, conforme se va afladiendo
una concentracion creciente de toxico en las camaras.

5.2.2. Anadlisis cualitativo de NSC mediante inmunofluorescencia

Para la caracterizacion de la diferenciacidén de las NSC se emplearon B-llI-tubulina y la tirosina
hidroxilasa como marcadores neuronales y dopaminérgicos. La TH es la enzima encargada de
catalizar la conversién a un precursor de la dopamina (neurotransmisor). Este marcador se
puede observar en las siguientes imagenes en color rojo junto al azul de los nucleos, y la tubulina,
como en el caso anterior, se observa en verde.
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Figura 22. Imdgenes de inmunofluorescencia en NSC a distintas concentraciones de TBTC: A) 0 nM; B)
10 nM; C) 20 nM; D) 50 nM;; E) 75 nM; F) 100 nM

En la diferenciacion de NSC se pueden observar acimulo de ndcleos y uniones mas gruesas entre
las neuritas. En este caso al aumentar la concentracién de TBTC no se ve claramente un aumento
en el nimero de nucleos sin diferenciar, sin embargo, se aprecia una mayor ramificacion de las
neuritas, lo que se traduce en una degeneracién de los axones y la aparicion de acumulos
citoplasmaticos en estas.

6. DISCUSION

El impacto social de las enfermedades neurodegenerativas es principalmente elevado en paises
industrializados, donde la tasa de natalidad es menor y la esperanza de vida mayor comparada
con paises en vias de desarrollo. Pese a que en la actualidad se desconocen los mecanismos
bioldgicos y ambientales que dan origen a estas patologias, las estadisticas sefialan que estas
enfermedades estan ligadas al proceso de envejecimiento [36].

El mtDNA se puede dafar por diferentes causas ambientales, es decir, existe la teoria de que
algunos tipos de xenobidticos pueden tener la capacidad de inducir enfermedades. Trastornos
extranos de OXPHOS se producen debido a mutaciones genéticas, y a pesar de los avances
actuales en los métodos de secuenciacidn, se siguen sin detectar algunas mutaciones causales.
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Por lo que se ha planteado inicialmente que diferentes causas, como tdxicos ambientales,
pueden inducir efectos bioquimicos similares a mutaciones patoldgicas si estos interactian de
cierta manera con enzimas de interés. Asimismo, estos estimulos ambientales pueden ocasionar
variaciones en la expresividad o gravedad de las mutaciones. Un ejemplo de lo anteriormente
comentado, son los pacientes que albergan la transicién m.1555A> G en el gen MT-RNR1 para el
RNA ribosédmico 12S (rRNA). Al estar expuestos a compuestos amino glucosidicos padecen
pérdida auditiva no sindrémica.

En algunos estudios se lanza la hipdtesis de que ciertos compuestos de organoestafio, como el
empleado en este trabajo, pueden afectar y ocupar sitios del canal iénico del complejo V. Esto
se traduce en la posibilidad de que el TBTC pueda influir en la expresién de la mutacion m.8993T>
G [12].

En el presente estudio se quiere investigar acerca de la posible influencia del téxico durante el
desarrollo neuronal. Es informacién sumamente importante en el caso de la gestacion, para
conocer si existe la posibilidad de desarrollar enfermedades mitocondriales o
neurodegenerativas a la larga, si durante el embarazo en el proceso de diferenciacién neuronal
la madre estd expuesta o tiene una concentracién alta de téxico en sangre. Ademads, se puede
emplear la interaccién célula-téxico como modelo de este tipo de enfermedades y probar en
dicho modelo posibles terapias.

En primer lugar, se realizaron distintos ensayos con la linea celular SH-SY5Y, células aisladas de
neuroblastoma humano, las cuales se pegan con facilidad a la placa y perduran varios dias en
suspension. Se escogié este modelo celular por su capacidad para diferenciarse a neurona
dopaminérgica [34].

Para poder estudiar la disfuncién mitocondrial se usé el téxico TBTC, y las concentraciones
elegidas para esta linea celular fueron 0,10,20,50,75 y 100 nM, ya que estan dentro del rango de
concentraciones encontradas en sangre de humanos. Mediante el ensayo de viabilidad celular
se concluyd que estos valores de concentracidon no matan a las células. Sin embargo, en una
ocasion se sembraron pocillos con [TBTC]=150 nM y todas las células se despegaron de la
superficie de la placa tras dos dias en esta condicion, por lo que no se puede usar poque afecta
negativamente a la viabilidad.

Por otro lado, la neurogénesis y el sistema OXPHOS estan relacionados. OXPHOS es elemental
en el metabolismo energético, el cual regula el proceso de neurogénesis, por lo que cualquier
alteracion producida va a incluir a ambos. Por esta razoén, se realizd la respirometria con células
diferenciadas y sin diferenciar en presencia de concentraciones crecientes de toxico. En las
células de neuroblastoma se observé una respiracién endégena baja (en torno a 20 pmol/s*Mill).
Se compararon estadisticamente los resultados de células diferenciadas y sin diferenciar, y no
se obtuvo ninguna diferencia significativa, lo que se traduce en que la reduccion del consumo de
oxigeno progresivamente conforme aumenta la concentracién de téxico no depende de la
diferenciacion neuronal, en esta linea celular.

41



Con el estudio se ha demostrado que el TBTC afecta a bajas concentraciones al sistema OXPHOS.
Es importante destacar este hecho ya que otros autores, como se ha comentado anteriormente
en la introduccién, dicen que este téxico afecta a otros niveles celulares y que su toxicidad es
debida a sus respectivas inhibiciones. Por lo que hay que remarcar que esas inhibiciones en otros
niveles celulares se producen a concentraciones mas elevadas que las obtenidas en el ensayo de
respiracion. Se concluye, por tanto, que el TBTC actla a concentraciones sanguineas a nivel
mitocondrial y, por lo tanto, las consecuencias funcionales que provoque se deberan a esta
inhibicidn especifica.

Al medir la produccién de ATP, la cual deberia disminuir conforme aumenta la concentracion de
TBTC, se observaron valores similares para todas las concentraciones a excepcion de 100 nM,
pero no se considera como una diferencia significativa. Hay que remarcar que la medida de ATP
es la cantidad de energia obtenida por la mitocondria en 2 horas, quizas el tiempo no es
suficiente para ver el efecto esperado.

Lo mismo ocurre con el ensayo de RT-qPCR. Se analizé la expresidn génica relativa de TUBB3 y
MAP2. TUBB3 codifica una proteina perteneciente a las tubulinas beta. Este tipo de proteinas se
ensamblan para formar microtubulos y se expresan principalmente en neuronas formando parte
del mantenimiento de los axones. MAP2 es un gen que codifica una proteina asociada a
microtubulo 2, especifica de neuronas, y encargada de estabilizar los microtubulos en las
dendritas de las neuronas posmitéticas. En las imagenes de microscopia invertida e
inmunofluorescencia se ve con claridad que las células se han diferenciado, aunque no se
observan diferencias muy evidentes en las primeras concentraciones, partir de 75 y 100 nM si
gue produce un aumento en el nimero de células cancerosas debido a la inhibicidn que produce
el TBTC sobre la diferenciacién. Por lo que en RT-gPCR se deberia observar una disminucién
progresiva en la expresion de tubulina conforme aumenta la concentracion de téxico. Como se
ha remarcado en el apartado de resultados, la tendencia disminuida en la expresién de B-llI-
tubulina no llega a ser significativa por la alta desviacion standard.

Para comprobar si la exposicidn al xenobidtico afectaba en la morfologia de las mitocondrias de
neuronas se empled microscopia electrdnica de transmisidon. Porciones de una red mitocondrial
pueden ser desplazadas de unas regiones de la célula a otras, ya que disponen de una
sorprendente movilidad y se ubican en zonas donde hay una mayor demanda de energia o calcio.
La dindmica mitocondrial es realmente importante en neuronas, puesto que las mitocondrias se
trasladan desde el soma hasta las dendritas y axones, mediante movimientos discontinuos. Los
desplazamientos a larga distancia se llevan a cabo mediante microtubulos, sin embargo, los
filamentos de actina estan involucrados en los de corta distancia [31],[37].
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Figura 23. Estructura neuronal y transporte axonal: Para que la neurona funcione correctamente necesita el
transporte de componentes citoplasmaticos a través del axdn, incluyendo a las mitocondrias, vesiculas y organulos
endociticos.

Ademads, hay que destacar la capacidad de las mitocondrias para dividirse o fusionarse con
facilidad. Las funciones de estas dos dinamicas se basan en compartir productos sintetizados en
distintas regiones, mitigar defectos locales y compartir mtDNA. Hay indicios de que la fusion
mitocondrial aumenta cuando las células sufren altos niveles medios de estrés. En cambio, la
fision de las mitocondrias tiene lugar cuando los niveles de estrés estan cerca de la muerte
celular. En condiciones celulares normales, los procesos de fusidn y fisidon estan en equilibrio
[41].

En las cuatro condiciones de cultivo celular elegidas para TEM se observan redes mitocondriales,
pequefios conjuntos de mitocondrias distribuidas en diferentes regiones de la célula. En el medio
de diferenciacion sin téxico se ve claramente el alargamiento de las mitocondrias y el transporte
axonal de estas debido al desarrollo neuronal. En presencia de téxico hay también mitocondrias
un poco alargadas y mas anchas, incluso parece observarse en alguna de ellas el proceso de
fisién mitocondrial, por lo que el TBTC si que influiria en la morfologia y funcién de estas.
También se observan mitocondrias globulares sin apenas crestas mitocondriales, lo que
manifiesta un defecto mitocondrial debido al téxico empleado.
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Figura 2. Alteraciones mitocondriales por la exposicion a TBTC: Como sefiala la fecha azul el TBTC produce dafios
ultraestructurales en la mitocondria generando procesos de fusién-fisién andmalos. Ademas, se observan multitud
de mitocondrias globulares y con pocas crestas mitocondriales como se sefiala en la figura con flechas negras.

Sin embargo, tal y como se ha comentado anteriormente, en las células no diferenciadas en
ausencia y presencia de toxico no se observan grandes diferencias, las mitocondrias son de
pequefio tamafio y forma elipsoidal. Por lo que se puede deducir de este hecho que el toxico
afecta en menos medida cuando las células de neuroblastoma no se han diferenciado.

Una vez realizados estos ensayos, se empezé a trabajar con NSC para estudiar la influencia del
téxico en un modelo mas adaptado a la realidad, debido a que la linea celular SH-SY5Y es
aneuploide. La aneuploidia hace referencia a la variacién en el nimero de cromosomas de un
cariotipo concreto.

Las NSC son células pertenecientes al sistema nervioso que tienen la capacidad de
autorregenerarse y multipotentes, dando lugar a células diferenciadas produciendo linajes de
neuronas y células gliales, incluyendo astrocitos y oligodendrocitos. Algunas NSC progenitoras
residen en regiones restringidas del cerebro y siguen diferenciandose a neurona toda la vida
[38].

En este caso también se estudié el consumo de O; para comprobar el efecto del TBTC en NSC
diferenciadas y no diferenciadas. Al igual en las células SH-SY5Y, se observa mayor flujo de Oz en
células diferenciadas a neurona, y una disminucién gradual de este conforme aumentamos la
concentracion de toxico.
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Como no se realizd estudié de viabilidad celular, en las cdmaras se afadié progresivamente TBTC
hasta alcanzar una concentracién de 300 uM. Se estudié mediante el test t no paramétrico los
valores de flujo de O, de ambas condiciones vy si existe diferencia significativa entre ambas, por
lo que la reduccion del consumo de O; depende de la diferenciacién neuronal.

Mediante inmunofluorescencia se obtuvo informacion cualitativa acerca del desarrollo
neuronal, comprobando asi que las NSC se diferenciaban.

Tanto en la respirometria como en la inmunofluorescencia de las NSC se observan diferencias
mas claras del efecto del TBTC conforme aumenta su concentracion. Esto nos da pequefios
indicios de que se deberia seguir la investigacién con esta linea celular que proporciona un
modelo mas real, y quizds se observarian diferencias mas claras en la produccién de ATP y
expresion génica relativa de ciertos marcadores especificos de diferenciacién neuronal.
Cualitativamente, comparando las imdagenes de inmunofluorescencia de ambas lineas
diferenciadas se puede destacar el tamafio, nimero y ramificacién de las neuritas. En el caso de
las NSC el tamaio, grosor y ramificacion de las neuritas es mayor y el nimero de nucleos es
menor, debido que una vez se cultivan con el medio de diferenciacion dejan de crecer
totalmente. También es interesante el hecho de que estos se encuentran formando
agrupaciones, formando una red neuronal. Esto no ocurre en las SH-SY5Y, las cuales siguen
creciendo hasta aproximadamente el tercer dia de diferenciacién. Las neuritas son mucho mas
estrechas y uniformes. Ademds, hay que prestar especial atencién a los acumulos
citoplasmaticos que aparecen en los axones conforme se van degenerando cuando las neuronas
se exponen a concentraciones mas altas de toxico.

Seria de gran interés estudiar estos acumulos citoplasmaticos para conocer la relevancia e
influencia del TBTC en ciertas enfermedades. Por ejemplo, en la enfermedad de Parkinson (EP)
aparecen depdsitos intracitoplasmaticos ricos en a-sinucleina en varios tejidos, los Ilamados
cuerpos de Lewy. Son agregados atipicos de proteinas que se han formado por un incorrecto
plegamiento y autoensamblaje de la cadena polipeptidica [5],[6],[40].

El hecho de que el TBTC tenga menor influencia en las SH-SY5Y se puede deber al efecto Warburg
[32]. En general, las células cancerosas muestran alteraciones en el metabolismo de la glucosa,
implicando un aumento en la captacion de glucosa y anomalias en la glucdlisis.

Un mayor consumo de glucosa genera metabolitos glucoliticos e incrementa la cantidad de ATP
producido por glucolisis. Este cambio en el metabolismo se origina en células cancerosas por
defectos mitocondriales que inhiben la capacidad de oxidar de manera efectiva la glucosa a CO;
[39].

Aunque la concentracién de glucosa del medio de cultivo no es muy alta, es posible que se
observara una mayor influencia del téxico si el cultivo fuera en medio libre de glucosa
suplementado con galactosa, para forzar la dependencia de la linea celular del sistema OXPHQOS
para abastecerse enérgicamente.
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7. CONCLUSIONES

En vista de los resultados obtenidos y la discusion e interpretacion de ellos se ha llegado a las
siguientes conclusiones:

e Trabajando con ambas lineas celulares, SH-SY5Y y NSC, se consiguié una correcta
diferenciacién neuronal. Se determind un rango de concentraciones de exposicion al
TBTC (0-100 nM) que no afectan negativamente a la viabilidad celular durante el proceso
de diferenciacion.

e Cualitativamente, se observan variaciones en las células diferenciadas conforme
aumenta la concentracién de toxico. En SH-SY5Y se observa un aumento en nucleos
apoptoticos y disminucidn de la expresidon de tubulina. Sin embargo, en NSC se aprecia
una degeneracién gradual de las neuritas y la presencia de acumulos citoplasmaticos.

e Cuantitativamente, no se han observado diferencias significativas en la produccidn de
ATP ni en la expresidn génica de marcadores neuronales ante la exposicion de diferentes
concentraciones de toxico. En el primer caso, puede ser debido a que no sean suficientes
2 horas de incubacién para observar el efecto esperado. Respecto a la expresién génica,
la desviacién estandar de los resultados es elevada, pero si se observa una tendencia a
una menor diferenciacién antes la presencia de TBTC a pesar de no ser significativa.

e Al afadir gradualmente TBTC en respirometria disminuye el consumo de oxigeno, lo que
se traduce en un decrecimiento en la respiracion mitocondrial, de manera dosis-
dependiente. En la linea celular SH-SY5Y la disminucién del consumo de oxigeno no
presenta variaciones significativas entre células diferenciadas y no diferenciadas, en el
caso de las NSC ocurre lo contrario.

e Diferenciar la linea celular de neuroblastoma con ausencia y presencia de téxico (50 nM)
si produce alteraciones en la morfologia y dinamica mitocondrial. Estas alteraciones
destacan menos en presencia de tdxico al producir la inhibicion del desarrollo neuronal.
En cambio, las SH-SY5Y sin diferenciar tienen morfologias y agrupaciones similares tanto
en presencia como ausencia de TBTC.

e Laexposicion de tdxico afecta en mayor medida a las células NSC diferenciadas que a las
SH-SY5Y, por lo que la linea de investigacidon deberia continuar realizando diferentes
ensayos con estas.
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7.1. CONCLUSIONS

Considering the results obtained and the discussion and interpretation of them, the following
conclusions have been reached:

e Working with both cell lines, SH-SY5Y and NSC, a correct dopaminergic neuronal
differentiation was achieved. A range of TBTC exposure concentrations (0-100 nM) that
did not negatively affect cell viability during the differentiation process was determined.

e Qualitatively, variations are observed in differentiated cells as the concentration of toxin
increases. In SH-SY5Y there is an increase in apoptotic nuclei and a decrease in the
expression of tubulin. However, in NSC there is a gradual degeneration of neurites and
cytoplasmic accumulations.

e (Quantitatively, no significant differences have been observed in ATP production or in the
gene expression of neuronal markers when exposed to different concentrations of toxin.
In the first case, it may be because 2 hours of incubation are not enough to observe the
expected effect. Regarding gene expression, the standard deviation of the results is high,
but there is a tendency towards less differentiation before the presence of TBTC despite
not being significant.

e Gradually adding TBTC in respirometry, oxygen consumption decreases, which means
that a decrease in mitochondrial respiration, in a dose-dependent manner. In the SH-
SYSY cell line, the decrease in oxygen consumption does not show significant variations
between differentiated and undifferentiated cells; in the case of NSC, the opposite
occurs.

e Differentiate the neuroblastoma cell line with the absence and presence of toxin (50 nM)
produces alterations in mitochondrial morphology and dynamics. These alterations stand
out less in the presence of toxin as they inhibit neuronal development. However,
undifferentiated SH-SY5Y have similar morphologies and groupings both in the presence
and absence of TBTC.

e Toxic exposure affects differentiated NSC cells to a greater extent than SH-SY5Y, so the
line of research should continue to carry out different assays with these.
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