UNIVERSIDAD DE EXTREMADURA

TESIS DOCTORAL

"Estudio del uso de metabolitos derivados de la micro-
biotfa intestinal (y sus precursores) como estrategia te-
rapéutica en modelos de enfermedad de Parkinson"

Saray Canales Cortés

Doctorado en Salud PUblica y Animal

Con la conformidad de los directores:

Dr. José Manuel Fuentes Rodriguez Dra. Rosa Ana Gonzdlez Polo

Esta tesis cuenta con la autorizacién del director/a y coodirector/a de la misma
y de la Comision Académica del programa. Dichas autorizaciones constan en
el Servicio de la Escuela Internacional de Doctorado de la Universidad de Extre-
madura.

2023






Esta tesis doctoral ha sido realizada gracias a la financiacion de los siguientes

proyectos de investigacion:

1. Proyecto PID2021-1225760B-100 financiado por MCIN/  AEH
/10.13039/501100011033

ESTATAL DE ,
INVESTIGACION

MINISTERIO
DE CIENCIA
E INNOVACION

v

[

2. Proyecto IB20031 financiado por la Consejeria de Economia e Infraestructu-

ras— Comunidad Autdénoma de Extremadura.

JUNTA DE EXTREMADURA W : -

Consejeria de Economia, Ciencia y Agenda Digital Financladae por
la Unién Europea

3. Programa para el Fomento de la Investigacion Cientifica y Desarrollo Tecno-
l6gico del VI Plan Regional de I+D+i (2018-2021). Expediente: GR18063

UMNION EUROPEA
Fondo Europeo de Desarrollo Regional

Una manera de hacer EBuropa

4. Programa para el Fomento de la Investigacion Cientifica y Desarrollo Tecno-

l6gico del VI Plan Regional de I+D+i (2021-2022). Expediente: GR21063

UMNIOMN EUROPEA
Fondo Europeo de Desarrollo Regional

Una manera de hacer Eurcpa

Saray Canales Cortés ha sido beneficiaria de la Ayuda FPU19/04435 financiada
por MCIN/AEI /10.13039/501100011033 y por FSE invierte en tu futuro.

)

MINISTERIO
DE CIENCIA * ok
E INNOVACION

UNION EUROPEA
Fondo Somal Europeo ESTATAL DE ,
EI FSE invierte en tu futuro INVESTIGACIGN







‘ Resumen

La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad neurodegenerativa de
mayor prevalencia a nivel mundial. En los Ultimos anos, ha surgido un creciente
inferés en el uso de diferentes compuestos de origen natural con capacidad
antiinflamatoria y antioxidante y que son capaces de restablecer estos procesos
degradativos que estdn alterados, pudiendo ejercer un papel importante en el
tratamiento de este tipo de patologias. En base a esto nos planteamos analizar
el posible efecto protector que pueden tener diferentes compuestos bioactivos
procedentes del cascabullo (un subproducto) de la bellota en modelos de la
enfermedad de Parkinson, debido a las propiedades beneficiosas descritas
para este fruto, por su elevado contenido en polifenoles. En este tfrabajo se ha
comprobado la efectividad de estos extractos de inducir autofagia y mitofagia,
asi como aumentar la calidad mitocondrial, protegiendo frente al estrés de este
organelo asociado a la exposicion de pesticidas. Ademds se ha comprobado
su eficacia frente a la proteccién de la muerte celular en presencia de muta-
ciones asociadas a la enfermedad de Parkinson asi como a un aumento de la
vida media y la mejora de la actividad locomotora en Un modelo de Drosophila
melanogaster portador de estas mutaciones.
Por tanto, aungque son necesarios estudios mds exhaustivos para esclarecer los
mecanismos a través de los cuales los extractos de este subproducto de la be-
llota ejerce su acciéon, podemos pensar en la posibilidad de su uso como diana

terapéutica de este tipo de desdrdenes.

Palabras clave: autofagia, enfermedades neurodegenerativas, productos natu-

rales.






Abstract

Parkinson's disease is the second most prevalent neurodegenerative disease
worldwide. In recent years, there has been a growing interest in the use of dif-
ferent compounds of natural origin with anti-inflammatory and antioxidant ca-
pacity that are capable of restoring these degradation processes that are al-
tered, which could play an important role in the treatment of this type of
pathology. Based on this, we proposed to analyze the possible protective ef-
fect that different bioactive compounds from the acorn (a by-product) of the
acorn may have in models of Parkinson's disease, due to the beneficial proper-
ties described for this fruit, due to its high polyphenol content. In this work, the
effectiveness of these extracts to induce autophagy and mitophagy, as well
as to increase the mitochondrial quality, protecting against the stress of this
organelle associated to pesticide exposure, has been proved. In addition, its
efficacy in protecting against cell death in the presence of mutations associa-
ted with Parkinson's disease as well as increasing half-life and improving loco-
motor activity in a Drosophila melanogaster model carrying these mutations
has also been demonstrated. Therefore, although more exhaustive studies are
needed to clarify the mechanisms through which the extracts of this acorn by-
product exert their action, we can think of the possibility of its use as a thera-

peutic target for this type of disorders.

Keywords: autophagy, neurodegenerative diseases, natural products.






Lista de Abreviaturas

3-MA

delinglés 3-methyl QAENINE ..........oeeeeceiieeeeceeeeeee e 42, 51, 52
ADN

ACido dESOXIMDONUCIBICO ...t 72
ARN

ACIAO FIDONUCIBICO ...t 39, 40, 93, 94
Baf. Al

BAFIIOMICING AT oot e e e e e e e e e e e e e e naraaees 51,52
BCA

del inglés bicoONChONINIC QCIA ......cciiecuviieeeeiee e 42
BSA

del inglés bovine serum QlbUMIN .......c...eeeeeciiiieeeeee e 42, 66
CAPS

del inglés N-cyclohexyl-3-aminopropanesulfonic AcCid .............coeeeveeeeeecneeeeenn, 42
CCcCp

del inglés carbonyl cyanide-m-chlorophenyl hydrazone .......................... 42, 51
Ct

deliNGIES ThreSOIA CYCIE ... 72
DMEM

del inglés Dulbecco’s modified Eagle’s medium ........cccccceeeevveeeeennenen.. 39,47, 51
DMSO

DIMETISUIFOXIAO ...t e eearaee e 42, 51
EBSS

delinglés Earle s balanced salf SOIUTION .........ccoecuveieeeeiiieeeeciiee e 51
ECL

del inglés enhanced luminiscent by [UMINOI .............cocvvueeeeeccieeeeeeiieeeeennee, 41, 67
EDTA

del inglés ethylenediaminetetraacetiCACid.......ccuuiieeeceveeeeecciieeeeeiieeeeee 37, 41
FBS

del iNgIEs fetal DOVING SEIUM .....uuveeeeeeeeeeeeeeeeee e 42, 47
FH

FIDroblastos NUMQINOS ......uviiiiiieeeiiieeee ettt e e e e e e 93, 136
GAPDH

Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa ........cccvveeeeecvieeeeecvieeeeeneenn. 39, 66,75
HEPES

del inglés 4-(2-hydroxyethyl)- 1-piperazineethane-sulfonic acid....................... 43
HRP

del inglés horseradish PErOXIAQSE..........eeeeeciueeeeeeeieee e 36, 67
IP

[OAUIO A€ PrOPRIAIO.....uiiiiieiiiiiiieteeeeeeeee ettt aaasaaaaassasasassssssssssanes 38, 43
LAMP1

del inglés lysosomal associated membrane protein 1 ........cccceeeeevcvveeeenee. 40,75
LAMP2

del inglés Lysosomal associated membrane protein 2.........ccceeeeevvveeennnee. 40,75
LC3

del inglés microtubule associated protein LC3.........ccovueeeeecveeeeeecnnnn... 39, 66, 136
LONP-1

del INGIES ION PEPRHAQSE-T ...oeeeeeeeeeeeeeeee e 41, 66,75



LTR

Ael INGIES LYSOTTACKEI TEA ... 77,81
MFN1

MITOTUSING T oo et e e e e s st eeeeeeeas 40, 75
MFN2

MITOTUSING 2 et e et e e e e e e e st eeeeeeeas 40, 75
mTOR

del inglés mammalian target of rapAMYCiN.........ccooeeccviveeeeeeeeeeeeccienee. 38, 51, 66
pé2

del INGIES SEQUESIOSOME-T ..o e e 36, 66
PBS

del inglés phosphate saliN€ DUFFET ........coccceuueeiiieeeeeeeecieeeeeeeeeeeeeeee e 61,77
PCR

del inglés polymerase ChQin rEACHON ......ccccuveieeeeeeeeeeeceeeee e, 94
PIBKC1

PIBK A& CIASE T ittt ettt e e e e e e ettt e e e e e e e satbbaaaeeaeeees 51
PISKC3

PIBK AE ClASE 3.ttt e e e ettt e e e e e e e e e ea bbb aeeeeeeeesesasanans 51
PVDF

del inglés polyvilydene diflUOTIAE ...........eeeeevueeeeeecieeeeeeee e 37
SDS

del inglés sodium dodecCy! SUIDNATE .......ccoccviiieecieeeeeeeeeee e 37, 62
SDS-PAGE

del inglés SDS-polyacrilamide gel eleCtrophOresis..........u.eeeccveeeeeccveeeeeecieeeeens 62
TFEB

factor de fransCripCION EB........eevveeeeeeeee e 39, 41,75
TOM

del inglés franslocase of outer mitochondrial membrane ...........cccceeeeevvveeenne. 78
TIBS

del inglés Tween-tris bUfEr SQlNE ............cocceeeeeeecceieeeecieeeeeeceee e 65, 66, 67






indice de llustraciones

llustracion 1. Tipos de AQUTOTAGIT ......iciiiiiiiecee e 24
llustracion 2.Etapas de la macroautofagian. ..o 25
llustracion 3. Estructura mitoCoNdrial.........ccecvevieriieieieiee e 29
llustracién 4. Sistema de [a bomMba ATPASA. ..c..evvieeieieieieeeeieeie e 31
llustracion 5. DINAMICA MItOCONANAL......cciiiiieiieiicieeieeeee e 34

llustracion 6. Protocolo para la cuantificacion de proteinas mediante BCA. ...76

llustracién 7. Esquema de transferencia de proteinas en hUmedo. ................... 79
llustracidn 8. Incubacién de anticuerpos y visualizacién de proteinas .............. 82
llustracion 9. Esquema del silenciamiento géniCo ......c..couieeieeceieeiieecieeceeeee. 84
lNustracion 10. Reporter MItOTIMET ........uiiiuiiieeee et 85
llustracién 11. Condiciones del termoCiClador.........cveveiiiieieieieceeeeeee e 89
llustracion 12. Condiciones gPCR a tiempo real en 7500.........ccccoeueeeeeecreeeneenen. 21

llustracién 13. Protocolo de siembra celular para andlisis metabdlico mediante
=T gle] 61 TSRO UPPRUURPUPPRPPRPPRt 98
llustracion 14. Procedimiento para el andlisis metabdlico mediante seahorse 100

lustracion 15. Cadena de tfransporte mitocondrial..........cceeeveecieeiiicciecciieene, 101






indice de Tablas

Tabla 1. Tipos de CElUIas UTIIZAAAS. .......cocciuiieiieeeeeeeeeceeee e 60
Tabla 2. Medios de cultivo utilizados para cada linea celular. ...........ccooeuunneee.. 61
Tabla 3. Componentes del tampdn fosfato saliNO. ..........eevivvveeiiiiveeeiieeeeeeee 62

Tabla 4. NUmero de células necesarias para su uso optimo, segun la placa de

6] J OO P UP PP UPPPPPPPPPPPRNt 64
Tabla 5. Firmacos mas utilizados durante [a teSis. ..oo.viviirieerieeieieeeeeeeeene 65
Tabla 6. Extractos de cascabullo en diferentes solventes. .......ccocveeiniieeeennnee. 66
Tabla 7. Compuestos usados para la formacion del NP40 0,5%. .......ccoeeeennneee.. 71
Tabla 8. Compuestos usados para la formacion del tampon SB1X..................... 72
Tabla 9. Tabla resumen con todos los componentes del tampdn RIPA.............. 75
Tabla 10. Componentes del tampdn de Carga 5X. ...c.uvvieeeeueeeeeecieee e, 77

Tabla 11. Componentes de los tampones utilizados para la electroforesis y la

trasferencia de proteinas respectivamente. ... 78
Tabla 12. Compuestos utilizados en la preparacién de TTBS 10X y TTBS 1X......... 80
Tabla 13. Anticuerpos primarios utilizados en el Western blotting.........ccccuuuue.... 81
Tabla 14. Kit de retrofranSCrPCION .......oiiieciiieeeee e 88
Tabla 15. Compuestos para la preparaciéon de las muestras de gPCR ............. 89
Tabla 16. Primers sentido y antfisentido utilizados..........eeeeeeeeeeeccciiiiieeeeeeeeeee, 90
Tabla 17. Tip0s A€ MAICAIES IN VIVO.....uuuiiieeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e e e enns 92

Tabla 18. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en Inmunofluorescencia

................................................................................................................................... 93
Tabla 19. Marcajes in vivo utilizados en Citometria de flujo......coccvveeeieciiieeeneee, 96
Tabla 20. Componentes del medio SEANOISE. .......ccevviviiiiiieeeecieeee e, 99
Tabla 21. Compuestos Kit MItrO STTESS ....vvveeiiieecieeeeeeeeeeeeeee e, 101

Tabla 22. Caracterizacion de los extractos de cascabullo de bellota verde y

[aaleTe [V o NPT RPPRURPRRN 106






indice de Figuras

Figura 1.Normalizacion de los extractos de cascabullo de bellota maduro (CMA)
Y VEIAE [CVA) . ettt sa s s sssassssasssssssssssssssssssssnnnnes 106
Figura 2. Determinacion de viabilidad celular mediante ensayo por MTT. ..... 107
Figura 3. Caracterizacion de la expresion de los genes implicados en la etapa
de NUCIEACION Y EIONGACION. ...vvveeeee e 108
Figura 4. Expresion de los genes implicados en la etapa de fusion. ................ 109
Figura 5. Caracterizacion de la expresion de los genes implicados en la etapa
degradativa de 10 QUIOTAQIAL. ....uuueeeeeeiiiiiiiieiieiteeeeeeteeaeaesaaaaaavaaaaaassaesasasssaasaaaaanae 110
Figura é. Flujo autofdgico inducido por extractos de cascabullo de bellota
[nale o (U] (o T PP P PP U U PP PP PPPPPPPPON 111
Figura 7. Flujo autofdgico inducido por extractos de cascabullo de bellota
(=] 0 L TPt 112
Figura 8. Flujo autofdgico inducido por extractos de cascabullo de bellota
[aale o (U] (o O P PSP PP P PP PPPPPPPPON 113
Figura 9. Flujo autofdagico tiempo-dependiente inducido por extractos de
(oleNele]lo]V] e Ne SN o1=] [o] [ V=] o I NSRS 114

Figura 10. Flujo autofdgico inducido por cascabullo maduro (CMA) en ratones

L USRS 115
Figura 11. Flujo autofdgico inducido por cascabullo verde (CVA) en ratones ICR.
................................................................................................................................. 116
Figura 12. Colocalizacidén entre la proteina pé2 y LC3 en H4-GFP-LC3............ 117

Figura 13. Estudio ultraesfructural dé orgdanulos involucradas en el proceso de
autofagia, y estudio de la degradacion de proteinas de vida media larga... 118
Figura 14. Marcaje con Lysotracker Red (LTR) de células de neuroglioma
humano (H4 GFP-LC3) tratadas con exfractos de cUpula de bellotay EBSS... 119
Figura 15. Determinacion del papel de la proteina Atg5 en la autofagia
inducida por extractos de cascabullo maduro (CMA).. cccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenn. 120
Figura 16. Determinaciéon del papel de la proteina Atg5 en la autofagia
inducida por extractos de cascabullo verde (CVA). ..iieeeeeeciciiiieeeeeeeeeees 121
Figura 17. Efecto del silenciamiento de TSC2 sobre los niveles de LC3 fras el
fratamiento con cascabullo maduro (CMA). ... 122
Figura 18. Efecto del silenciamiento de TSC2 sobre los niveles de LC3 fras el

fratamiento con cascabullo verde ([CVA).. e 123


file:///C:/Users/sary_/Documents/Tesis%20Saray%2025.07.23%20SCC.docx%23_Toc141185959
file:///C:/Users/sary_/Documents/Tesis%20Saray%2025.07.23%20SCC.docx%23_Toc141185959

Figura 19. Efecto del silenciamiento de AMPK sobre los niveles LC3 en células
fratadas con los extractos de cascabullo maduro (CMA) y verde (CVA). ...... 124
Figura 20. Efecto de los extractos de cUpula de bellota en la colocalizacién de

las proteinas TOMM20 y LAMP1 en fibroblastos controles y procedentes de

ENFErMOS AE PArKINSON......uiiiiiiiiee et e e e e saraeeeee e e 126
Figura 21. Imd&genes ultraestructurales de mitofagosomas.........cccvveeeeeveeeeene. 127
Figura 22. Efecto de los extractos de cUpula de bellota en la mitofagia........ 127

Figura 23. Determinacion de los niveles de proteinas mitocondriales (TOMM20 y

TIMMZ23) CON CMA. oot aaa s assaassssssassssssssssssssssssssssssnssnes 128
Figura 24. Determinacion de los niveles de proteinas mitocondriales (TOMM20 y
TIMMZ23) CON CVA. ettt e e e e e et e e e e e e e e e araaaeaeeaeeessnssasanees 129

Figura 25. Determinacion de los niveles de la proteina PINK1 fras un aislamiento
MNITOCONTIIAL . et e e et e e st e e s 130

Figura 26 Determinacion de los niveles de la proteina p-UbSer65 tras un

aislamiento de la fraccidn mitoCoNAriQl. ........cc.eeeeuiievciieeeiie e 131
Figura 27. Determinacion de los niveles de la proteina LONPI. .........cccvveune... 132
Figura 28. Deferminacion de los niveles de la proteina LONPI.. ........cccueeeene. 132

Figura 29. Deferminacion de los niveles de la proteina LONPI, fras aislamiento

de la fraccidn MItOCONAIIQ. .......ueeeeiieeiieeiee e 133
Figura 30. Deferminacion de los niveles de la proteina LONPI. .........ccccue..... 134
Figura 31. Deferminacion de los niveles de la proteina LONPI. ..........cccue...... 135

Figura 32. Determinacion de los niveles de la p62 y NIX, tras un aislamiento
(]l felele] g le 4] | RO U TP PPPPPPPRRN 136
Figura 33. Proteccion de los exfractos de cascabullos de bellota frente al estrés

mitocondrial inducido por rotenona en células de neuroblastoma humano SH-

SY Y o e e e e b e e e b e e e ab e e e tbeeeebaeeeraeearaaeans 138
Figura 34. Determinacion de la ramificacion mitocondrial, mediante el andlisis
de TOMM20 en fIProblASTOS WT.. ..coceeiieeeeiie ettt 139

Figura 35.Estudio de la calidad mitocondrial en SH-SY5Y, mediante la expresion
Al rEPOITEI MITOTIMIET .. ccciioeeeeee et 140
Figura 36. Imdagenes ultraestructurales de mitocondrias en células SH-SYSY
tratAdAs CON CMA 0.25%. .ottt et 141

Figura 37. Determinacion del metabolismo mitocondrial mediante Seahorse.


file:///C:/Users/sary_/Documents/Tesis%20Saray%2025.07.23%20SCC.docx%23_Toc141185995
file:///C:/Users/sary_/Documents/Tesis%20Saray%2025.07.23%20SCC.docx%23_Toc141185995

Figura 38. Determinacion de del factor de franscripcion A (TFAM) en fibroblastos
confroles y procedentes de enfermos de ParkinSOn. ..........cccceeeeveeeeiiveeeviiieneeennn. 144
Figura 39. Determinacion de ADNmt en fibroblastos controles y procedentes de
ENFErMOS AE PAIKINSON. c....utiiiiiiiee ettt et e e e e e 145
Figura 40. Determinacion de los niveles de las proteinas (PGC1a, Tomm20 y P-
TFEB) en células de osteosarcoma (U2OS).). .coooueeieeeeieiieeeieiee e 146
Figura 41. Proteccion de la muerte celular por extractos de cUpula de bellota
en fIDroblASTOS NUMGINOS.. ...ccovuiiiiiiiiiieeeee e e 147

Figura 42. Determinacion de la actividad locomotora en modelos de Parkinson.

Figura 43. Determinacion de la vida media en un modelo de Parkinson.) ..... 149

Figura 44. Determinacion de la vida media en un modelo de Parkinson. ...... 150






Infroduccion
1.1 Enfermedades neurodegenerativas

Se conoce como enfermedades neurodegenerativas, a aquellos trastornos cro-
nicos donde existe una degeneracion y pérdida progresiva de las células del
sistema nervioso, especialmente ubicadas en cerebro y médula espinal. (J. Li et
al., 2013)

En condiciones normales, las neuronas se encargan de transmitir impulsos eléc-
tricos y quimicos que permiten la comunicacién entre las diferentes partes del
cuerpo y del sistema nervioso (SN). Sin embargo, en las enfermedades neurode-

generativa, estas células comienzan a deteriorarse y a perder su funcionalidad.

Actualmente se sabe que el proceso de degeneracion neuronal puede deberse
a diferentes mecanismos subyacentes, como la acumulaciéon en el cerebro de
proteinas anormales, la formacién de agregados téxicos, la inflamacién crénica
o la disfuncién de los sistemas de limpieza y reparacion celular. Estos mecanis-

mos pueden variar segun la enfermedad.(J. Li et al., 2013)

Entre algunas de las enfermedades neurodegenerativas mds comunes estan la
Enfermedad de Alzheimer (EA), forma mds comUn de demencia caracterizada
por la acumulacion de placas de proteina beta-amiloide y ovillos de proteina
tau en el cerebro, la Enfermedad de Parkinson (EP) segunda enfermedad neu-
rodegenerativa mds comun, que se caracteriza por la degeneracion de las cé-
lulas dopaminérgicas. Esclerosis lateral amiotréfica (ELA), enfermedad que
afecta a las células nerviosas responsables del control de los mUsculos volunta-
rios, y la Enfermedad de Huntington, entre otras. (Vaquer-Alicea & Diamond,
2019)

1.1.1 Enfermedad de Parkinson

1.1.1.1 Concepto y definicion
La enfermedad de Parkinson (EP) es una enfermedad neurodegenerativa
cronica y progresiva que afecta el sistema nervioso, especialmente a las
regiones del cerebro que controlan el movimiento. Recibe su nombre en honor
al médico britdnico James Parkinson, quien describié por primera vez los

sinfomas de la enfermedad en 1817.(Tysnes & Storstein, 2017)



Esta enfermedad, se caracteriza principalmente por la degeneracion y muerte
de las células nerviosas productoras de dopamina, presentes en una parte del
cerebro denominada sustancia negra. La dopamina es un neurotransmisor
clave que desempena un papel fundamental en la coordinacion y el control

del movimiento.

La pérdida de células productoras de dopamina conduce a una disminucion
en los niveles de dopamina en el cerebro, 1o que interfiere con la capacidad
del cerebro para regular el movimiento de manera adecuada. A medida que
la enfermedad progresa, aparecen sinfomas caracteristicos de la EP, tembilor,

rigidez y bradicinesia.(Tysnes & Storstein, 2017)

1.1.1.2 Etiologia
La eftiologia de la EP es mulfifactorial, en ésta interactian tanto factores
genéticos como factores ambientales, ademds de la edad, factor

predisponente importante.

1.1.1.2.1 Factores genéticos
Actualmente es bien conocido que la mayoria de los casos de Parkinson no son
hereditarios, sin embargo, se ha demostrado que determinados genes estdn
asociados con un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad. Algunos genes

especificos que se han identificado como contribuyentes genéticos incluyen:

e Gen PARKI: Mutaciones en el gen PARK1T o SNCA (gen que codi-
fica para la proteina alfa-sinucleina) se han asociado con formas
familiares de Parkinson(Polymeropoulos et al., 1997). Estas provo-
can una acumulacion anormal de la proteina alfa-sinucleina. La
alfa-sinucleina es una proteina abundante en el cerebro que estd
implicada en la regulacion de la liberacion de neurotransmisores y
en la formacion de vesiculas sindpticas. Sin embargo, cuando esta
proteina sufre mutaciones, puede acumularse en forma de agre-
gados proteicos llamados cuerpos de Lewy, que se encuentran en
dreas especificas del cerebro, como la sustancia negra, donde a
su vez provocan un dano neuronal y la degeneraciéon progresiva

de las células nerviosas. (Pai, 2023)
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e Gen PARKS8: Las mutaciones en el gen PARKS8, que codifica para la
proteina LRRK2 (del inglés, Leucine-Rich Repeat Kinase 2) se han
relacionado con una forma autosomica dominante de EP. Estos
casos representan aproximadamente un 10% de los casos de EP

de origen genético (Usmani et al., 2021a)

Oftros genes asociados con mutaciones relacionadas con formas raras de EP son
el gen PARK2, PINK1, DJ-1 y PARKY.(Kluss et al., 2019; Usmani et al., 2021b)

1.1.1.2.2 Factores ambientales

Actualmente se conoce la existencia de varios factores ambientales muy rela-

cionados con el desarrollo de la EP.

Dentro de los factores ambientales, mds conocidos, relacionados con un mayor
riesgo de desarrollar EP se encuentran, la exposicion de manera prolongada a
pesticidas y herbicidas como el paraquat, herbicida que actia como un gene-
rador de radicales libres, provocando un aumento del estrés oxidativo, muy re-
lacionado con el dano y la muerte celular, o la rotenona, inhibidor del complejo
| de la cadena respiratoria mitocondrial, consecuencia de una disminucién de
la produccién de ATP y un aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS) y
del estrés oxidativo(Lin et al., 2014). Ademads, la exposicion a sustancias quimicas
como el manganeso y el mondxido de carbono, o la exposicidn a metales pe-
sados como el mercurio, el plomo y el cobre pueden aumentar el riesgo de pa-

decer la enfermedad(Y. Huang et al., 2022).

Por otfra parte, existen algunos factores del estilo de vida, que se han asociado
también con un mayor riesgo, como la falta de actividad fisica, una mala cali-
dad del sueno y/o una dieta poco saludable, sin embargo, existen otros factores
ambientales que tienen un efecto protector como es el caso del consumo de
tabaco (nicotina) y de la cafeina(Kolahdouzan & Hamadeh, 2017; Schepici et
al., 2020).

1.1.1.3 Alteracion de los sistemas degradativos en

la Enfermedad de Parkinson
La EP como hemos comentado es una enfermedad neurodegenerativa carac-
terizada por la degeneracion progresiva de las células nerviosas en el cerebro.

Se ha observado que una de las caracteristicas distintivas de esta enfermedad



es la alteracion de los sistemas degradativos celulares, como el sistema ubiqui-
tina-proteasoma y el sistema autofagia-lisosomal. Estos sistemas juegan un papel
crucial en la eliminacién de proteinas u orgdnulos danados. (Lizama & Chu,
2021; Lu et al., 2020).

En condiciones normales el sistema ubiquitina-proteasoma marca con ubiqui-
tina las proteinas anormales vy las redirige al sistema ubiquitina-proteasoma para

su posterior degradacion y eliminacion.

Por otfra parte el sistema autofagia-lisosomal, se encarga de la eliminacién de
proteinas andmalas, gracias a la funcion de los lisosomas, que en condiciones
normales se unen a unas estructuras denominadas vacuolas de autofagia, que
engloban contenido citoplasmdtico, para la posterior degradacion del conte-
nido infravacuolar, mediante enzimas lisosomales. (Lizama & Chu, 2021; Lu et al.,
2020).

En la EP, la disfuncidn de estos sistemas conduce a la acumulacion de alfa-sinu-
cleinay ala formacién de cuerpos de Lewy, contribuyendo asi al dano neuronal

y ala progresion de la enfermedad. (Schaser et al., 2019)

1.2 Autofagia

1.2.1 Concepto y definicion
La autofagia es un proceso de degradaciéon celular muy bien conservado que
desempena un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis celu-

lar.

Hoy en dia se conoce la existencia de fres tipos de autofagia; la microautofagia,
la autofagia mediada por chaperonas y la macroautofagia. La microautofagia
consiste en la formacién de invaginaciones por parte del lisosoma, donde en-
gulle material citosdlico para su posterior degradacion, la autofagia mediada
por chaperonas por su parte utiliza la chaperona HSC70, que reconoce protei-
nas mal plegadas, seguidamente se une a ofras cochaperonas con las que tra-
baja para desplegar estas proteinas, posteriormente, se unen a la proteina liso-
somal LAMP2A, gque transloca las proteinas desplegadas al interior del lisosoma
para su posterior degradacion. Por Ultimo existe un tercer tipo, la macroautofa-
gia o lo que la mayoria denomina “autofagia”, ésta implica la formacién en el

citoplasma de una vesicula de doble membrana denominado fagdforo, que
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engulle proteinas mal plegadas, materiales lipidicos u orgdnulos danados. La
doble membrana va alargdndose hasta formarse por completo y cerrarse, es
entonces cuando el fagdforo pasa a denomindndose autofagosoma. El auto-
fagosoma ha de fusionarse con el lisosoma, para formar el autofagolisosoma o
autolisosoma. El lisosoma es un orgdnulo acidico que tras la unién con el auto-
fagosoma, vierte su contenido dcido y degrada el material contenido.(Kulkarni
et al., 2018; Nikoletopoulou et al., 2015)

a) Macroautofagia Autolisosoma

Reciclaje

Fusion

=)
H-ED— &R

Complejo d
de
chaperonas

b) Autofagia mediada por chaperonas

c) Microautofagia

llustracién 1. Tipos de autofagia

Actualmente se sabe de la existencia de una serie de proteinas, a las cual de-
nominamos ATGs, (del inglés, "Autophagy-related proteins”), que forman parte
de la maquinaria que regula este proceso. Estas proteinas se identificaron por
primera vez en estudios con levaduras, posteriormente se descubridé que muchos
de los genes relacionados con la autofagia en levaduras también se conservan
en organismos superiores, incluyendo plantas y mamiferos, lo que sugiere una
conservacion evolutiva de este proceso. (Jiang & Mizushima, 2015)

Existen mds de 30 proteinas ATGs conocidas, y cada una de ellas desempena
un papel especifico en diferentes etapas de la autofagia. Algunas proteinas

ATGs estan involucradas en la formacién inicial del autofagosoma, otras en la



elongacion y cierre del autofagosoma y por Ultimo las implicadas en la fusion

del autofagosoma con el lisosoma(Jiang & Mizushima, 2015; Seglen et al., 2015).
1.1.2.2 Etapas de la autofagia. Mecanismos via
MTOR

La autofagia es un proceso complejo que consta de varias etapas clave. A con-

tinuacion, se describen las principales etapas de la autofagia

REGULACION FORMACION DEL FORMACION DEL TRANSPORTE DEL
DE AUTOFAGIA AUTOFAGOSOMA AUTOFAGOLISOSOMA CARGO
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llustracién 2. Etapas de la macroautofagia.
1.1.2.2.1 Fase de iniciacion de la autofagia o nu-
cleacion.
El inicio de la autofagia estd altamente regulado. Para iniciar este mecanismo
es necesaria la participacion de determinadas proteinas de la familia ATGs,

ademds de la regulacion de diferentes vias proteicas.

La via proteica de mayor importancia es la via de la diana de rapamicina en
mamiferos (del inglés, mammalian Target of Rapamycin (MTOR)).(Liu & Sabatini,
2020)

La proteina mTOR es una serina/treonina quinasa de 289 Kd que actia como
regulador central de la autofagia mediante dos complejos: MTORC1 y mTORC2.
(Feng et al., 2022)mTORC1 es el complejo principal que regula el crecimiento y
el metabolismo celular mediante la sintesis de proteinas v lipidos. Se activa en
respuesta a la disponibilidad de nutrientes y se inhibe en condiciones de esca-
sez. Cuando se activa inhibe la autofagia, es por ello qué estd infimamente li-
gado al control del envejecimiento y la longevidad(Liu & Sabatini, 2020) Por otra
parte mMTORC2 estd involucrado en la regulacién del citoesqueleto, el metabo-
lismo de la glucosa y la supervivencia celular, ademds mTORC2 también parti-
cipa en la fosforilacién de AKT (proteina quinasa B), regulador clave de la super-

vivencia celular y el crecimiento tumoral. (Ebner et al., 2017; Liu & Sabatini, 2020)
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Un complejo intimamente relacionado con la regulacion de mTORC1 es el com-
plejo tuberoso TSC (del inglés, “ftuberous sclerosis complex”) este complejo pro-
teico consta de dos subunidades principales: TSC1 (delinglés, “tuberous sclerosis
complex 1"), y TSC2 (del inglés, “tuberous sclerosis complex 2"), también cono-

cido como tuberina.

El complejo tuberoso TSC actia como un supresor de mTORCI1, por tanto
cuando este complejo estd activo, inhibe la funcién de mTORC1, mientras que
la inactivacion del complejo TSC por cualquiera de sus dos subunidades, con-
duce a la hiperactivacion de mTORC1 vy la estimulacion descontrolada del cre-

cimiento celular.

TSC1 y TSC2 forman una interaccion estable en el complejo TSC, a través de la
cual, acttan como un GAP (delinglés, “GTPase activating protein™) para la pro-
teina Rheb (del inglés, “Ras homolog enriched in brain”), que conlleva la inacti-
vacion de esta proteina y la supresidon subsiguiente de mTORC1.(Ebner et al.,
2017)

Otra via clave en la primera fase de la autofagia, es el complejo formado por
la serina/treonina proteina quinasa 1 (del inglés Unc-51-like kinasel (ULK1)),
ATG13, proteina que se fosforila y se activa en respuesta a la disminucion de
MTOR y la familia de quinasas de adhesion focal de 200 kd (FIP200), que aligual
que ATG13 se unen a ULK1 para activarla. Ademds este complejo unido al com-
plejo de clase lll de fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K-Ill), forman un complejo
clave en la formacion del fagdforo, ademds este compuesto estd formado por
varios componentes, como la proteina Beclin-1 (ATGé) y la quinasa VPS34 (del
inglés, vacuolar protein sorting 34). Beclina-1 (BCN), juega un papel clave en la
formacion del fagoforo, ya que interactia con VPS34 para generar fosfatidili-
nositol 3-fosfato (PI3P) en la membrana de origen. No obstante, la generacion
de PI3P es esencial para reclutar otras proteinas ATGs, entre las que se encuentra
la proteina ATG14L, que se asocia con el complejo PI3K-Ill y facilita la actividad
de la quinasa VPS34.(Hurley & Young, 2017)

En definitiva, el complejo formado por ULK1, ATG13, FIP200 y PI3K, junto con el
complejo TSC y mTOR, forman una red de regulacidon compleja que controla la
activaciéon de la autofagia en respuesta a las senales celulares y los estados nu-

tricionales.(Ebner et al., 2017; Hurley & Young, 2017)



1.1.2.2.2 Fase de formacién y elongacién del fa-
goforo
La fase de elongacion del fagdforo es una etapa crucial para la formacion del
autofagosoma, estructura de doble membrana que se encarga de la degrada-
cion y reciclaje de los componentes celulares seleccionados para su elimina-
cion.
Durante la fase de elongacioén la proteina ATG8, también denominada como
LC3 (delinglés, microtubule-associated protein 1 light chain 3), es esencial, para
la formacioén del fagdforo. Esta proteina, estd formada por dos isoformas, LC3-|
forma soluble y presente en el citoplasma, y LC3-Il forma insoluble, presente en
la membrana del fagdforo, ésta ademds es necesaria para el crecimiento y la
expansion de la estructura. No obstante, LC3-ll se forma a partir del procesa-

miento y la conjugacion de LC3-l.

Ademds de las proteinas ATGS8, otras proteinas ATGs, como ATGS5, ATGI12 y
ATG16L1, forman un complejo conjugado que también se asocia con la mem-
brana del fagéforo durante la elongacion. Este complejo ATG5-ATG12-ATG16L1
se recluta a las membranas del fagdforo y desempena un papel importante en

la expansion y el cierre del fagdforo.(Martens & Fracchiolla, 2020)

Por otra parte el reclutamiento de lipidos como la fosfatidiletanolamina (PE),
también es esencial para la elongacion del fagéforo. La conjugacion de LC3-I
con PE esta mediada por ATG7, que activa a LC3 y facilita su unidén a PE en la
membrana del fagdforo en crecimiento. Esta conjugacion de LC3-ll con PE con-
tribuye al remodelado de la membrana y a la expansion del fagoforo(W. Li &
Zhang, 2019).

1.1.2.2.3 Fase de fusion del autofagosoma vy el li-
sosoma
La fusion del autofagosoma con el lisosoma, con la consecuente formacion del
autolisosoma, es un evento altamente regulado que requiere la participacion

de diversos factores y proteinas.

Entre algunas de las proteinas que estan infimamente relacionadas con esta
etapa, se encuentran las proteinas de la familia Rab, mds en concreto Rab7 y

Rab?24, éstas son pequenas proteinas GTPasas que regulan el tréfico vesicular y
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la fusion de membranas. Por otra parte tenemos las proteinas SNARE (del inglés,
“Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor Attachment Protein Receptor”), entre
las que se encuentran VAMP8 y SNAP29, estas proteinas facilitan la interaccion
y fusion de las membranas del autofagosoma vy los lisosomas. Por Ultimo, se en-
cuentran las proteinas asociadas a la membrana lisosomal (LAMP1 y LAMP2, del
inglés “lysosomal membrane protein”), estas proteinas como indica su nombre
se encuenfran en la membrana de los lisosomas y su accion es fundamental
para la fusion. Tanto LAMP1 como LAMP2 estén implicadas en la formacién y la
fusion de los autofagosomas con los lisosomas, lo que es esencial para la degra-

dacidon y el reciclaje celular adecuado. (Chaudhry et al., 2022)

1.1.2.2.4 Fase de degradacion
Una vez que el autofagosoma y el lisosoma se fusionan, las enzimas lisosémicas,
incluyendo proteasas, nucleasas vy lipasas, son liberadas denfro del autoliso-
soma. Estas enzimas actuan sobre los componentes celulares senalizados y re-
clutados en el interior de la vacuola, como proteinas mal plegadas, agregados
toxicos, orgdnulos danados o exceso de componentes celulares, descompo-

niéndolos en moléculas mds pequenas.

La degradacién autofdgica es un proceso selectivo, lo que significa que ciertos
componentes celulares son marcados especificamente para la degradacion.
La seleccién de los componentes a degradar puede estar mediada por diferen-
tes mecanismos, como la ubiquitinacién de proteinas danadas o la interaccidén

con proteinas de reconocimiento especifico.

Una vez que los componentes celulares son degradados en el autolisosoma, los
productos resultantes, como aminodcidos, dcidos grasos y nucledtidos, pueden
ser liberados y reciclados para su reutilizacion en la célula. Este reciclaje de com-
ponentes celulares a través de la degradacién autofdgica es esencial para
mantener la homeostasis celular, eliminar componentes danados y para la dis-

ponibilidad de nutrientes en condiciones de estrés.

La disfuncién en la etapa de degradacion autofdgica se ha relacionado con
una variedad de enfermedades, incluyendo enfermedades metabdlicas, el en-
vejecimiento y las enfermedades neurodegenerativas, en concreto la EP.(Pai,
2023; Palikaras et al., 2018)



1.3 Mitocondria

La mitocondria es un organelo citoplasmdatico de gran importancia en la vida
celular. Presenta una pequena molécula de ADN circular denominado ADN mi-
tocondrial (ADNmt), que codifica un nUmero reducido de proteinas mitocon-
driales. Su estructura, estd compuesta por dos compartimentos distintos, la matriz
y el espacio intermembrana (IMS), los cuales estdn delimitados por dos membra-
nas, la interna (MMI) y la externa (MME). Estas membranas poseen caracteristi-
cas morfolégicas, funcionales y de permeabilidad muy diferentes.(Keogh &
Chinnery, 2015)

La MMI posee como caracteristica principal la presencia de invaginaciones lla-
madas crestas, en ellas, coexisten diversos complejos enzimdticos y proteinas
reguladoras del transporte de metabolitos, ademds de un alto contenido en
cardiolipina, un fosfolipido que junto a los demds hacen de ésta, una membrana

altamente impermeable a cualquier molécula de cardcter polar.

La MME por su parte, posee una permeabilidad menos selectiva debido a la
presencia de ciertas proteinas como VDAC (canal anidénico dependiente de
voltaje), que permite el paso de iones y metabolitos de bajo peso molecular
(inferior a 6.000 Da).

Membrana
externa (MME)

Membrana
interna (MMI)

Crestas

Célula

Matriz
mitocondrial

llustracién 3. Estructura mitocondrial
Estas caracteristicas estructurales y funcionales de la mitocondria son funda-
mentales para su papel en la regulacion de diversas funciones celulares, inclu-

yendo la produccién de energia y la regulacion del metabolismo, la
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senalizacion celular y la apoptosis, y los procesos de division y diferenciacion

celular.(Tornero et al., 2002; Zhang et al., 2022)

1.3.1 Funcioén

1.3.1.1 Produccion de energia (ATP)
La principal funcién de la mitocondria es la generacion de energia en forma de
adenosin frifosfato (ATP).(Nunnari & Suomalainen, 2012) El ATP es generado me-
diante la cadena respiratoria y la fosforilacidn oxidativa, siendo estas, por tanto,

esenciales para el funcionamiento adecuado de los tejidos.

La fosforilaciéon oxidativa es el proceso metabdlico por el cual se obtiene ener-
gia en forma de ATP tras la oxidacion de nutrientes, el transporte de electrones
en la MMI y la accién de la ATP sintasa. La cadena respiratoria, estd formada
por una serie de complejos proteicos ubicados en la MMI, conocidos como
complejos I, II, lll y IV. Estos complejos participan en el tfransporte de electrones
junto a la coenzima Q, que transloca electrones del complejo I, Il y lll, y al cito-
cromo ¢ o el citocromo ¢ oxidasa (COX), que translocan electrones del com-
plejo lll al complejo IV. Los cuatro complejos promueven una serie de reacciones
redox que provocan el bombeo de protones de la matriz mitocondrial al espa-
cio infermembrana (IMS), a medida que se produce la oxidacion de nicotina-
mida adenina dinucledtido reducido (NADH) vy la dihidroflavin adenina dinu-
cledtido reducido (FADH2), coenzimas provenientes de la oxidacién de sustratos
en la glucdlisis, la B-oxidaciéon y otros procesos metabdlicos. Por otra parte la ATP
sintfasa es la enzima encargada de generar ATP, a partir de una molécula de
ADP y un grupo fosfato (Pi), acopldndolo al reingreso a la matriz mitocondrial de
los protones (H+), que previaomente se han bombeado al IMS en la cadena res-
piratoria. Los protones al ser fransportados producen el movimiento giratorio de
la ATP sintasa con la formacién del ATP en la matriz mitocondrial.(Zhao et al.,
2019)
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llustracidén 4. Sistema de la bomba ATPasa.

1.3.1.2 Regulacion del metabolismo
La mitocondria también desempena un papel crucial en la regulacién del me-
tabolismo celular, pues ademds de producir la fosforilacidn oxidativa como he-
mos comentado, regula el metabolismo de los dcidos grasos, glucosa, aminod-
cidos y cuerpos cetdnicos, al contar con vias importantes como la catalizada
por el complejo piruvato deshidrogenasa, que convierte el piruvato en acetil-
CoA, y la beta-oxidaciéon de acidos grasos, que alimentan el ciclo de Krebs del
dcido tricarboxilico (TCA). La disponibilidad de estos sustratos y su fransporte a
través de las membranas mitocondriales estdn regulados por transportadores
especificos y factores hormonales, como las concentraciones de insulina y glu-
cosa en el medio extracelular. Esta regulacion permite que las mitocondrias
adapten su metabolismo segun las necesidades energéticas y los sustratos dis-

ponibles.

Por otra parte, las mitocondrias participan en la homeostasis del calcio (Ca %) y

la homeostasis del estrés oxidativo. (Abdel-Rahman et al., 2021)

Mediante la captacion de Ca 2+, la mitocondria regula la formacion de ATP ne-
cesario para la contraccion y, por tanto, desempena un papel importante en la
accion de excitacion-contraccién cardiaca, dando forma a la distribuciéon es-

paciotemporal de este. En cuanto al estrés oxidativo, se sabe que la mitocondria
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es la principal generadora de ROS, donde la fosforilacion oxidativa genera el
90% de las mismas. Hoy en dia sabemos que las ROS aceleran el proceso de
envejecimiento tras ocasionar cambios o mutaciones en el ADNmt que a su vez
puede provocar un deterioro en la funcién mitocondrial y en Ultimo lugar provo-
car la muerte celular. Para mantener la homeostasis celular, las ROS generadas
deben ser eliminadas, para ello, la propia mitocondria utiliza enzimas antioxidan-
tes, como el superdxido dismutasa (SOD), y la catalasa, responsables, respecti-
vamente de la eliminacion de anién superdxido y perdxido de hidrégeno. Todos
ellos permiten mantener un equilibrio redox adecuado en la mitocondria, nece-
sario para evitar el dano oxidativo y para poder mantener un suministro ade-

cuado de energia en la célula. (Giorgi et al., 2018)

1.3.1.3 Apoptosis:
La apoptosis, es un tipo de muerte en el la que la mitocondria juega un papel
importante. Este es un proceso natural que ocurre en los organismos multicelu-

lares, y que permite regular las poblaciones celulares y eliminar células danadas.

La apoptosis se puede dar por dos vias, la via extrinseca, donde los receptores
de muerte activan la caspasa 8, que a su vez activa a la caspasa ejecutora
quien provoca una muerte celular proteolitica, y la via intrinseca, iniciada por
un desequilibrio entre las proteinas proapoptdticas (BAX y BAK) y antiapoptdti-
cas (Bcl-2 y Bcl-XL) de la familia Bcl-2, con un aumento de las primeras, donde
BAK y BAX promueven la permeabilizacion de la MME y generan una serie de
poros que permiten la salida al citosol de ofras proteinas proapoptdticas como
el citocromo c. Por su parte el citocromo ¢ genera una nueva senal de activa-

cion de la apoptosis activando las caspasas ejecutoras. (T. Sen Wang et al., 2020)

A nivel mitocondrial la apoptosis estd regulada por una variedad de factores,
como la fisién y fusion mitocondrial. Ahora bien cuando estos mecanismos fallan,
las mitocondrias no funcionales son seleccionadas para degradarse. Es en este
punto donde disminuye la translocacion desde la MME hacia la MMI de la pro-
teina PINK1(del inglés, “PTEN-duced kinase 1"), este hecho, provoca la activa-
cion de una serie de reacciones que conducen a la disminucién de la motilidad
mitocondrial y por ende su captura por parte de los fagdforos (mitofagia) (X.
Wang et al., 2011).



Ahora bien cabe destacar que para que se produzcan las senales apoptdticas
son necesarios una serie de estimulos internos como el dano del ADNmt, el estrés

celular, o aumento excesivo de ROS en el interior de la célula.

1.3.2 Dindmica mitocondrial
La mitocondria es un orgdnulo dindmico, es decir, tiene la capacidad de mo-
verse por el interior de la célula y poder asi satisfacer las demandas energéticas

o regular la senalizacion del calcio.

La expresion de dindmica mitocondrial hace referencia a los cambios en la
forma, famano o distribucion de las mitocondrias, dentro de las células. No obs-
tante la dindmica mitocondrial engloba los procesos de fusion vy fision mitocon-
drial, éstos, son procesos dindmicos que regulan la forma y la funcidn de las mi-
tocondrias. Estos procesos estdn interconectados y frabajan en conjunto para

mantener un equilibrio y una homeostasis adecuados en el sistema mitocondrial.

A continuacion, explicaré cada proceso y como afectan a las mitocondrias.

1.3.2.1 Fusion mitocondrial

La fusidn mitocondrial es un proceso por el cual dos mitocondrias se unen para
formar una Unica mitocondria. Este proceso es fundamental para mantener la
integridad y la funcién adecuada de las mitocondrias dentro de una cé-
lula.(Green et al., 2022)

La fusidn mitocondrial implica la unién de las membranas mitocondricles exter-
nas e infernas de dos mitocondrias distintas. Este proceso es mediado por una
serie de proteinas tipo guanosina trifosfatasas (GTPasas) que incluyen: mitofusi-
nas (MFNT1 Y MFN2), estas proteinas se encuentran en la MME, y son esenciales
para la fusion mitocondrial, ademds se encuentran en ambos compartimentos
mitocondriales lo que permite formar puentes con las mitocondrias vecinas. Por
ofra parte se encuentra la proteina atrofia optica tipo 1 (OPAT), ésta, es una
proteina de la MMI que estd implicada en la regulacién de la escisidon y fusion

de las crestas mitocondriales.(Ali & McStay, 2018; Ban et al., 2018)

La fusibn mitocondrial, como vemos, se asocia con una mejora de la funcion
mitocondrial, pues se utiliza como mecanismo de supervivencia, ya que permite
gue varias mitocondrias se unan entre si para formar una nueva mitocondria

funcional.(Anand et al., 2012)
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1.3.2.2 Fision mitocondrial

La fision mitocondrial por su parte es un proceso mediante el cual una mitocon-
dria se fragmenta. Este proceso es esencial para la regulacion de la apoptosis,
ademds es importante para regular la forma y la distribucion de las mitocondrias
dentro de una célula. Generalmente, este proceso se da enrespuesta a diversas
senales, como el estrés celular o la necesidad de eliminar mitocondrias dana-
das. La fisibn mitocondrial contribuye a la segregacién de componentes disfun-
cionales y/o a la eliminacién selectiva de mitocondrias danadas a través de la
mitofagia.(Ali & McStay, 2018)

En cuanto a las principales proteinas implicadas en la fisibn mitocondrial nos en-
conframos a DRP1, proteina ligada a la dinamina mitocondrial 1y FIST o proteina

de fision mitocondrial.(Green et al., 2022).
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llustracion 5. Dindmica mitocondrial

Otra proteina relevante a este nivel es la proteina LONP1 (del inglés Lon Pepti-
dase 1). Lonp1 es una serina peptidasa altamente conservada que contiene un
dominio AAA+, y que funciona como proteasa, y por tanto es responsable de la
degradacioén de proteinas mal plegadas o danadas y del ensamblaje de com-

plejos de la cadena respiratoria.(Key et al., 2019)

1.3.2.3 Biogenesis mitocondrial
La homeostasis celular y mitocondrial dependen en gran medida de la cantidad

de masa mitocondrial y de su capacidad funcional, por ello es necesario un



equilibrio enfre la eliminacion de mitocondrias danadas y la formaciéon de mito-
condrias nuevas, también llamada biogénesis mitocondrial. Este equilibrio estd
regulado por la mitofagia y por los procesos de fision y fusion mitocondrial.(Cho-
dari et al., 2021)

La biogénesis mitocondrial implica la replicacion del ADNmt, la sintesis de pro-
teinas mitocondriales, y la importaciéon de proteinas mitocondriales, pero de co-
dificacion nuclear, al interior de las mitocondrias. Existen una serie de factores
tanto de origen nuclear como mitocondrial, entre los que estdn el receptor pro-
liferador de peroxisomas gamma activado (PPARGCIA), el coactivador 1a
(PGC-1qa), el factor o los factores respiratorios nucleares (NRF1 y/o NRF2) y el fac-
tor de transcripcion mitocondrial A (TFAM)(Zhu et al., 2013),que activan este pro-
ceso. Ahora bien, para una correcta homeostasis es necesaria una correcta re-
gulacion de la activacion de estos factores mediante la proteina kinasa acti-
vada de AMP (AMPK), la via mTOR o las vias de senalizacion del calcio, entre

otras.(Zong et al., 2002)

En resumen, se sabe que la biogénesis mitocondrial es un proceso esencial para
la funcién celular y la supervivencia. Comprender el mecanismo de formacion
y multiplicacion de las mitocondrias es fundamental para entender que las dis-
funciones mitocondriales, pueden estar estrechamente relacionadas con tras-

tornos metabdlicos o enfermedades neurodegenerativas y del envejecimiento.

1.3.3 Disfuncion mitocondrial en enfermedades neu-

rodegenerativas

La disfuncidén mitocondrial se ha relacionado con diversas enfermedades neu-
rodegenerativas cronicas como la EA o EP. Aunque las causas exactas de estas
enfermedades aln se desconocen, se ha observado que la disfuncién mitocon-
drial desempena un papel importante en su desarrollo y progresién(Martin-Jimé-
nez et al., 2020).

Se ha encontrado que las mitocondrias disfuncionales en las células del cerebro
de pacientes con enfermedades neurodegenerativas presentan una disminu-
cion en la produccién de ATP, como sabemos, principal fuente de energia para
las células. Esta deficiencia energética conlleva una disminucién de la funcion

neuronal y un aumento de estrés oxidativo(Kung et al., 2021a; J. Li et al., 2013).
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1.2.3.1 Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es un aspecto crucial en la disfuncién mitocondrial. Como ya
sabemos en condiciones fisioldgicas la mitocondria es generadora de especies
reactivas de nitrdbgeno, ademds de ser una fuente importante de ROS. Por otfra
parte cuando las mitocondrias estdn danadas, aumentan la producciéon de es-
trés oxidativo, con la consecuente alteracion metabdlica que cursa con una
produccion de energia y redox deficiente. El aumento de estrés oxidativo ade-
mdas, puede provocar la oxidacion y modificaciéon de proteinas, dando lugar a
la acumulacién de proteinas anormales o a la formacion de proteinas mal ple-
gadas que dan lugar a agregados téxicos y que contribuyen a la neurodege-
neracién, como el caso de la B-amiloide, presente en la EA, la alfa-sinucleina en
la EP. Para evitar un ciclo perjudicial de estrés oxidativo y disfuncién mitocondriall
se necesita un equilibrio entre la producciéon de estrés oxidativo y la produccion
de proteinas antioxidantes, evitando de esta forma, que se comprometa la ca-
pacidad de la célula para generar energia de manera eficiente. Ademds se
necesita un correcto funcionamiento de la dindmica mitocondrial que como
sabemos engloba a la mitofagia, y a los procesos de biogénesis mitocondrial
(fisidn y fusidn), pues se ha comprobado que una alteracién en estos procesos
podria implicar la muerte neuronal y consecuentemente el desarrollo de la en-

fermedad neurodegenerativa.(Kung et al., 2021b; Milichap et al., 2021)

1.2.4 Mitofagia

Con el objetivo de preservar una poblacion de mitocondrias saludables y pre-
venir el dano celular, se han desarrollado diversos mecanismos de confrol de
calidad. Actualmente se sabe que las mitocondrias cuentan con un sistema pro-
teolitico propio, compuesto por dos complejos de proteasa AAA+ en su mem-
brana interna, estos complejos degradan las proteinas de membrana desplega-
das. Por otra parte, los proteosomas citosdlicos intervienen en la degradacién
de proteinas en las MMIy MME. Ademds, se ha evidenciado la existencia de una
via lisosomal en la cual las vesiculas emergen de los tUbulos mitocondriales, cap-
turando cargas mitocondriales especificas y transportdndolas al lisosoma para
su degradacion. Como se ha mencionado anteriormente se ha descrito una au-
tofagia selectiva, es decir un tipo especifico de autofagia que se dirige a las

mitocondrias danadas para marcarlas y eliminarlas, denominada mitofagia.



La eliminacién de las mitocondrias danadas estd mediada por diferentes vias. A

continuacién, hacemos una breve descripcion de estas.

1.2.4.1 Via PINKT/PARKIN

La mitofagia es un proceso altfamente regulado y selectivo, donde las proteinas

PINK1 y PARKINA realizan su funcion mediante una serie de etapas.

1.

Reconocimiento y selecciéon de mitocondrias danadas: El proceso de mi-
tofagia comienza con el reconocimiento y la seleccidon de las mitocon-
drias danadas. La proteina PINK1 se acumula en la membrana mitocon-
drial externa de las mitocondrias danadas y actia como un sensor de
dano mitocondrial reclutando a la proteina E3 ubiquitina ligasa (PAR-

KINA), hacia las mitocondrias danadas.

Marcado de mitocondrias dahadas: Una vez reclutado por PINK1, PARKIN,
ésta marca las proteinas de la membrana mitocondrial externa con ca-
denas de ubiquitina. Esta ubiquitinacion de las proteinas mitocondriales
danadas sirve como una senal para el reclutamiento de proteinas adap-

tadoras y la posterior captura de las mitocondrias danadas.

Reclutamiento de mitocondrias danadas por autofagosomas: Las protei-
nas adaptadoras, como pé2/SQSTMT, NBR1 y NDP52, se unen a las mito-
condrias marcadas con ubiquitina y, a su vez, se unen a las proteinas de
la membrana del autofagosoma, como las proteinas LC3. Esta interac-
cion facilita el reclutamiento y la captura de las mitocondrias danadas

por los autofagosomas.

Formaciéon del autofagosoma y fusién con lisosomas: Una vez que se
forma el autofagosoma, este se fusiona con los lisosomas, hasta la degro-
dacion del contenido intfravacuolar por las acciones de las proteasas li-

sosomales, como ya se ha descrito con anterioridad.

Por tanto la mitofagia es un proceso altamente regulado y selectivo donde ge-

neralmente las proteinas PINK1 y PARKIN son fundamentales(Doblado et al.,

2021; Pickles et al., 2018). Sin embargo existe una via independiente esta via.
(McWilliams et al., 2018)
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1.2.4.2 Mitofagia independiente de Ila via
PINKT/PARKIN

La mitofagia independiente de PINK1, conocida como mitofagia no candnica,

es un mecanismo alternativo de eliminacion de mitocondrias danadas.

Se han propuesto diferentes vias y proteinas, que pueden ser desencadenadas

por diferentes senales y mecanismos.

En primer lugar, se ha demostrado como la activacion de AMPK y la fosforilacion
a través de ésta, de proteinas mitocondriales, promueve la captura y degrada-
cion de las mitocondrias danadas, independiente de PINK1-PARKIN. Otra via de
senalizaciéon independiente de PINK1/PARKIN es la via mediada por la proteina
Bnip3/Bnip3L (NIX), que puede ser activada en respuesta al dano mitocondrial y
reclutar directamente a las mitocondrias danadas hacia los autofagosomas.
Ademds también se ha descrito que la proteina FUNDCI, localizada en la MME,
interacciona con LC3 y desempena un papel fundamental en la mitofagia in-
dependiente de PINK1-PARKIN(McWilliams et al., 2018; Springer et al., 2021a)

Por Ultimo, existen otros receptores y adaptadores ademds de p62/SQSTM1, que
pueden participar en la mitofagia independiente de PINK1, como son, NBRT,
proteina adaptadora que se une a las proteinas ubiquitinadas de la membrana
mitocondrial y las dirige hacia los autofagosomas para su degradacion, DP52 y
OPTN.(Springer et al., 2021b)



1.4 Productos naturales moduladores de autofa-

gia/mitofagia.

Actualmente se sabe que algunos compuestos naturales pueden modular tanto
la autofagia como la mitofagia, este hecho, puede tener implicaciones tero-
péuticas en diferentes enfermedades neurodegenerativas, pues sabemos que
en estas enfermedades es comun la aparicién de proteinas mal plegadas o mi-

tocondrias disfuncionales.

En los Ultimos anos, los productos naturales (compuestos derivados de fuentes
naturales, como plantas, hongos y microorganismos) han sido objeto de investi-
gacién por sus potenciales propiedades terapéuticas. En este contexto, varios
estudios han investigado las propiedades bioactivas y el efecto de productos
naturales en la modulacién de la autofagia y su impacto en enfermedades neu-

rodegenerativas, como la EA y la EP. (Di Meo et al., 2020)

Los taninos hidrolizables son los compuestos fendlicos mdas complejos e incluyen
galotaninos y elagitaninos (ET). Actualmente sabemos que los elagitaninos, son
un grupo de polifenoles naturales que se encuentran en diversas plantas, como
las nueces, las bayas (como las frambuesas y las fresas) o las granadas. (Clifford
& Scalbert, n.d.) No obstante se ha descubierto que estos polifenoles estdn pre-
sentes ademads en el cascabullo o cUpula de bellota(Cantos et al., 2003). El cas-
cabullo de bellota es un subproducto de la industria alimentaria que hasta
ahora siempre se ha desechado, es por ello por lo que nos propusimos el estudio
de sus propiedades bioactivas, ademds de conocer el alcance sobre los posi-

bles beneficios para la salud. (Garcia-Munoz & Vaillant, 2014)

En relacion con las enfermedades neurodegenerativas, los elagitaninos han
mostrado potencial para proteger contra el deterioro cognitivo y el envejeci-
miento cerebral, pues se ha observado que estos compuestos pueden tener
efectos antioxidantes y anfiinflamatorios en el cerebro, ayudando a reducir el
estrés oxidativo y la inflamacioén, implicados en el desarrollo de enfermedades

neurodegenerativas como la AE y la EP. (Kharat et al., 2020)

A medida que los elagitaninos se metabolizan mediante la accién de bacterias
infestinales en el tracto gastrointestinal, se forman diversos subproductos, du-

rante la primera metabolizacién de los elagitaninos se deriva dcido eldagico
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que a su vez se fransforma en diferentes tipos de urolitinas (Cortés-Martin et al.,
2020; Garcia-Villalba et al., 2023). Ahora bien aquella urolitina que ha demos-
trado ser capaz de atfravesar la barrera hematoencefdlica, y por ende ser in-
ductora de mitofagia, ademds de presentar ofras funciones que dan lugar a la
mejora de la calidad de las mitocondrias en procesos neurodegenerativos,
como el aumentando la vida media, es la urolitina A. (Garcia-Villalba et al.,
2023)

Se ha observado que la urolitina A activa mTOR, como sabemos proteina que
estd involucrada en la regulacion de la autofagia. Ademdas, se ha sugerido que
la urolitina A puede tener propiedades antfioxidantes y anfiinflamatorias, lo que
podria ayudar a reducir el estrés oxidativo y la inflamacién asociados con enfer-
medades neurodegenerativas. Estos efectos pueden contribuir a la proteccion
de las células nerviosas y ayudar a prevenir o retrasar la progresion de estas en-
fermedades(Garcia-Villalba et al., 2023; Ryu et al., 2016).
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Hipotesis del frabajo

Actualmente sabemos que el envejecimiento, es una de las principales causas
relacionada con la apariciéon de enfermedades neurodegenerativas. Sin em-
bargo se plantea que los factores genéticos (predisposicion genética), unido a
factores externos (exposicion a determinados téxicos) desempenan un papel
fundamental en el desarrollo de la EP, por ello, creemos urgente la necesidad
de impulsar la investigacion en toxicologia y poner en marcha iniciativas, para
mitigar el riesgo de desarrollar esta enfermedad en un futuro préximo y frenar su
progreso. El espectro fisiopatoldgico de esta enfermedad incluye una conver-
gencia de disfunciéon mitocondrial, aumento del estrés oxidativo, inflamacién y
desregulacién de la autofagia en las neuronas. Aumentar nuestra comprension
de los mecanismos serd fundamental para el desarrollo de nuevas terapias. Por
otra parte en la busqueda de nuevos agentes que puedan paliar y/o reducir los
procesos de estas enfermedades incapacitantes, los productos naturales han
llamado cada vez mds la atencidon debido a sus multiples propiedades bioldgi-
cas y farmacoldgicas. Es por ello que en este trabajo nos planteamos el estudio
sobre los posibles efectos protectores de los extractos de cUpula de bellota en
diferentes etapas de maduracién en modelos genéticos y ambientales de la EP.
En este sentido, analizaremos estos compuestos bioactivos, no sélo como una
posible fuente externa de elagitaninos, sino también por la posibiidad de en-

contrar ofras propiedades beneficiosas, hasta el dia de hoy desconocidas.
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Objetivos

De acuerdo con la hipdtesis planteada anteriormente se plantean los siguientes
objetivos:

1. -Analizar la composicion de los diferentes extractos de cUpula de be-
llota en diferentes periodos de maduracion. Evaluaciéon de propiedades antioxi-

dantes y determinaciéon de compuestos bioactivos.

2. -Analizar las rutas moleculares implicadas en los compuestos bioacti-
vos de la autofagia/mitofagia inducida por cUpula de bellota. Analizaremos el
papel de la autofagia, general y/o selectiva (mitofagia) y las vias de senaliza-

cion implicadas en varios modelos de enfermedad:

2.1. Modelos in vitro:

2.1.1. Fibroblastos humanos portadores o no de mutaciones
patdgenas de la enfermedad de Parkinson fratados o no con to-
xina.

2.1.2. Modelos neuronales (SH-SYS5Y) fratados o no con rote-
nona o CCCP.

2.2. Modelos in vivo:
2.2.1. Modelos murinos: ratones ICR.

3. -Anadlizar los mecanismos citoprotectores regulados por la autofa-
gia/mitofagia inducida por extracto de cuUpula de bellota en los modelos de
enfermedad de Parkinson descritos anteriormente expuestos a los diferentes

agentes téxicos.

3.1 Impacto de los compuestos bioactivos de la cUpula de bellota
en la salud mitocondrial y la viabilidad celular.

3.2 Evaluacién de pardmetros protectores (disminucion de la in-
duccion de oxidantes)

3.3 Impacto de los compuestos bioactivos de la cUpula de bellota

en el perfil metabdlico.

4. -Analizar el impacto de la administracién a largo plazo de extracto de
cUpula de bellota en la longevidad y la capacidad locomotora en el modelo

de Drosophila portador de las infecciones patogénicas de LRRK2.
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Materiales y métodos
En la primera parte de este apartado se nombran todos los materiales, instru-

mentos y aparatos utilizados durante la realizacion de esta tesis doctoral.

En la segunda parte se han redactado todas las técnicas y protocolos utilizados

4.1 Materiales

4.1.1 Aparatos de laboratorio
A

Agitador de balanceo Labnet “Minimix Enduro”

Agitador de balanceo Labnet “Rocker 25"

Agitador magnético Bunsen serie MC-8

Agitador magnético calefactado Raypa “"AG2"

Agitadores magnéticos Selecta “Agimatic-S” y “Agimatic-P”
Agitador orbital e incubador de sobremesa Biogen “Ecotfron”
Agitador S-4 Elmi EL-DRS-12

Mini-agitador Biosan “PSU-2T" REPASAR LOS NUEVOS Y QUITAR LOS VIEJOS
Amersham Imager 600

Autoclave de esterilizacion a vapor Raypa AES-75

B

Balanza analitica Fisherbrand *15395103"

Balanza de laboratorio Adam Equipment “PW-124"

Balanzas de precision A&D Weighing “EK-200i" y “GF 300"

Bano ELMI Sky Line

Bano termostatico Bunsen “BA-1604"

Bano termostdtico analdgico Raypa “BAE-6"

Bidestilador MILLIPORE modelo Direct Q 5 Ultrapure Water Systems

C



Cdmara fotogrdfica Olympus “DP70" (para realizar fotografias en el mi-
croscopio invertido Olympus IX-51

Campanas de flujo laminar Biosan “DNA/RNA UV-cleaner box, UVC/T-AR”
Campanas de flujo laminar NUve LN-090

Campanas de flujo laminar Telstar “AV-100"

Campana de gases Flores Valles

Centrifuga de sobremesa PSELECTA CENTROXIS7001086

Centrifuga refrigerada de mesa Heraeus modelo Megafuge 1.0R
Centrifuga refrigerada de mesa Hermle modelo Z 36 HK
Centrifuga refrigerada ST-8R Sorvall ThermoScientific
Microcentrifuga Mikro 2 Hettich

Microcentrifuga Qualitron modelo DW 41

Minicentrifuga Labnet Mini Centrifuge C-1200

Minicentrifuga sigma 220 v

Minicentrifuga Strip-Fuge, AC input 230 V

Citdbmetro de flujo CitoFLEX Beckman Coulter Live Science
Contador celular automatico Bio-Rad “TC10”

Contador celular automdtico Olympus “Model R1"

Congelador a -20 °C BlueSky

Congelador a -20 °C Edesa

Congelador a -80 °C Heraeus modelo HERA freeze

Congelador a -80 °C Thermo Scientific modelo Forma 994

E

Equipo de electroforesis Bio-Rad Criterion Cell

Equipo de electroforesis Bio-Rad modelo Mini-Protean Tetra System
Equipo de electroforesis iMupid Mini Agarose Gel Electrophoresis System
Equipo de electroforesis Z-Mupid-One electrophoresis system

Equipo de transferencia Criterion Blotter
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Equipo de transferencia Mini Trans Blot electrophoretic Transfer cell
Espectrofotdbmetro UV/visible Biochrom WPA Biowave

Estufa bacterioldgica y de cultivos. Raypa. INCUTERM.

F

Frigorifico a 4° Beko

Frigorifico a 4 °C y -20 °C Daewoo

Frigorifico a 4 °C y -20 °C Ecron

Frigorifico a 4 °C y -20 °C Edesa modelo Style

Frigorifico a 4 °C y -20 °C Savoid

Fuentes de alimentacion Bio-Rad modelos: POWER PAC 200/POWER PAC
300, POWER Pac Basic, POWER Pac HC

I
Incubador con agitacion. Aertfrom. CH-4103. Bottmingen
Incubador con agitacion. Ecotrom. Infors HT

Incubador de CO2 con control de temperatura ThermoScientific modelo
HEPA Class 100 Modelo incubador 371

Incubador de CO2 Hera cell

Incubador CO2 con controlador de la temperatura Thermo Scientific
Class100

L

Lector de placas ELISA TECAN modelo Sunrise

M

Mdaqguina de hielo triturado Scotsman “AF80”
Microscopio electronico de transmision Hitachi S-3600-N
Microscopio Etaluma. Lumascope 620 S.058715
Microscopio EVOS FL.NO OBJ71

Microscopio éptico Carl Zeiss. Axiovert 25C

Microscopio dptico Olympus modelo CK



Microscopios Opticos invertidos de fluorescencia Olympus modelo IX51 e
IX83

Microstirrer magnetic stirrer

Mini plate spinner. Labnet MPS 1000

Mini shaker PSU-2T

N

Nanodrop 2000 Spectrophotometer

P

pH-metro SENSION* modelo LPV2014.98.002

pH-metro Fisherbrand Accumet modelo AB150

R

Rotamix RM-1

S

Sistema de lisis y homogenizacion. Precellys 24. Bertin Tecknologies
Sistema de PCR a tiempo real 7500 de Applied Biosystems

Sistema de purificacién de agua. Merck-Millipore. Modelo Direct Q.3UV
Ultrapure Water System

Sistema de purificacién de agua Merck-Millipore. Modelo Direct Q.5 Ultra-
pure Water Systems

Suministro de recipiente criogénico de transporte de 25 L (Crio Difussion,
L2025)

Suministro pastillero de nieve carbdnica para botella CO2 B50 con sifén
T

Termoblogue metdlico AccuBlock Digital Dry Baths

Termociclador T100 Thermal Cycler Biorad

Termostato de bloque metdlico heating blocks PSELECTA |

Termostato de bloque metdlico TMR (Bunsen)

Thermostat TW-2.03

Transiluminador Biorad UV 2000
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U

ULTRASONIC Processor Handheld or Stand Operated. UP 100H
'

Vortex Bunsen

4.1.2 Reactivos

A continuacion, se enumeran los reactivos utilizados en funcidon de la casa co-

mercial donde se adquieren.

Abcam

Anficuerpo anti-ACHNA .....oooeeceeeee e, ab49900
Anticuerpo anti-Catepsina B .....cccooviiievviiciiieeeeiiieeeiiin, ab 58802
Antficuerpo anNti-COXIV ....coooiiiiiiieee e ab14744
Antficuerpo anti-GAPDH ........ccovviiiieeeeeeeeee e, ab9385
Anticuerpo Anti-LAMP 1., ab24170
Anticuerpo anti-MIRO 1. ..., ab 188029
Anticuerpo anti-MITOFUSINA T ..., ab104274
Anticuerpo anti-OPA T ..o ab119685
(@AVare] oo 1] 0] 1] SN U ab139485
Abnova

ANTHICUEIPO ANTIOO2. e, HO0008878
Ambion

Control negativo para SIRNA ..., AM4611
SIRNA SIRTT ettt AM16708

BD Biosciences

Anticuerpo anti-CITOCROMO C.......coovvvvvvveeeeeeiieeveiinnnn, BD56432
Anticuerpo anti-TIMM 23 ... BD611222
Bio-Rad

Anficuerpo Anti-mouse IgG conjugado con HRP......... 170-6515



Anficuerpo Anti-rabbit IgG conjugado con HRP .......... 170-5047

CoomassieR Brilliant Blue R-250 ..........cccouvueeeeiniuieeeannnnne. 161-0436
Dodecil sulfato sOAICO (SDS) ..cceveveuvieiieeeeeeeeeeciieeeeeeeee. 161-0301
Extra thick blot paper Tamano 2-11 .....ccoeeeeeeeeieeeeieennnn. 161-0301
Geles Mini Protean TGX 4-20 % 10 Well .......ccccuuuveeeeennnnn. 456-1093
Geles Mini Protean TGX 12 % 10 Well ......cccoovveuueiveennnnn. 456-1043
Geles Mini Protean TGX 4-20 % 12 Well...........ccccceveeen. 456-1095
Geles Mini Protean TGX 12 % 12 Well ........ccccceveueeneunccnn 456-1045
Geles Mini Protean TGX 4-20 % 15 Well........ccceeeveeennnnnne. 456-1096
Geles Mini Protean TGX 12 % 15 Well .....c...ueeveeiiueeaannnnne. 456-1046
Geles 12 % Criterion TGX 18 Well........coeevviiiiiiiiiiiaane, 567-1044
Geles 12 % Criterion TGX 26 Well .........ccovviveiinniiieeannne 567-1045
Immun-Blot PYDF Membrane .........ccccceeeeeveeeeeencieeeeennne 162-0177
Precision Plus Protein Dual Color Standars..................... 161-0374
TG 10X Tris GlyCiNg BUFFEr ..vvueeiieiiiieeiiieieieeeieeiceeeeee 161-0771
TGS 10X Tris Glycine SDS Buffer (Laemmli) ...........ovvvvennees 161-0772
Tris/Boric QCId/EDTA 10X (TBE) weceevveeeieeeieeeeeeeee e 161-0741
Tris-HCIPH 8,8 1,5 M it 161-0798
Tris-HCIPH 6,8 0,5 M i 161-0799
Cell Signaling

ANTICUEIPO ANTi=AKT L. 9272
ANTicUErpO ANTi=AMPK ..o 5831
ANTICUErpPO ANTi=FATGS oo 2630
Anficuerpo anti-ATG I3 ..o 13273
Anficuerpo anti-ATGT0T ..o, 13492
ANTICUErpO ANTi-BAX ..ot 2772
Anficuerpo anti-BNIP3L/NIX.......ouviiiieeeiiiiiiieieee e, 123965

51



ANficuerpo ANTi-DRPT ....ouiiiiiieeiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 8570

Anticuerpo anti-FIP 200..........uuuviiviiiiiiiiiiieiriiieeiieereeiseeeeaeaaen. 12436
Anficuerpo aNti-MTOR .......ooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee s 2972
Anticuerpo anti-OPTINEURIN ... 58981
Anticuerpo anti-PARKIN ........uuiiiiiiiiiiiieeivvvv v 2132
Anticuerpo anti-PHBT(PROHIBITIN) .........vvvvvveviiiieiivievivviinenns 24263
Anticuerpo anti-PI3Kinasa Clase Il ...........eevveeeeeevevvevveeeinennes 38118
Anficuerpo ANTi=pP-AKT .....ooiiiiiieiiiiieieeeeeeeeeeeeee e 9271
Anticuerpo aNti-P-AMPK ..., 2535
Antficuerpo anti-p-DRPT ... 3455
Anticuerpo anti-p-MTOR.......cccvviiiieeeeeceeee e 2971
Anticuerpo anti-p-P70S6K ...........uuurrurrrieeiiieiiiieirrerrererenereananan. 9234
ANticUerpo aNti-p-SEK.........uuurrririiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeereeaaeaaeaaaees 48583
Anticuerpo anti-p-UBIQUITIN(SEréS) .......ccccvvvvveeeeeeeeeciiieee, 37642
Anticuerpo anti-p-ULK T........cooviieiiiiiiiiiiiiieiirieieeeeeeeeeseeannnnens 14202
Anticuerpo aNti-P70S6K .........ouviiiiiiiiiiiiiiieieieeveeeeeveeeseaeraaaaanns 92023
Anficuerpo anti-RUBICON .........eiiiieieeicciiiieeeee e 8465
Antficuerpo ANti=S6K ......coiii i, 2317S
ANTICUErpO ANTi=SIRTT ...eiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e, 9475
ANticuerpo ANti=SIRT3 .....ooiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeee e, 54903
Antficuerpo aNti-SOD T .....ciiieieeeeee e 37385
Anficuerpo ANti=ULK T ...t 8054
Anticuerpo anti-TUDENN/TSC2 .....ovvveiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeevvveeveaaaaaans 3612
CORNING

Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM,) ........ 10-013-CV
ENZO



LEUPEPTINA ..o ALX260009MC25

GIBCO

Medio de CUiVO DMEM ......cooouiieiiiieiieeeie e 21969-035
Medio de CUlivO DMEM/F-12....cccccoiiiiiieiieeeiieeeiens 21331-020
Medio cUltivO OPTI-MEM ......coiiiiiiiiiiiiiiiicevieeeeeee 51985-026
Medio cultivo MEM NEAA TO00X......cccoceeemeieniieanineens 11140-035
TRYPSIN-EDTA 0.25%...ceeeueeeeiiieeeiie et 25200-056
GeneTex

Anticuerpo anti-FIS T ..., GTX111010
HyClone
Estreptomicina/peniCilinG........ccoeccviiiiieeeeeeeeciieeeee e, 456-1046
IDT

Oligonucledtidos sintéticos de ARN complementario para catepsina D.
Oligonucledtidos sintéticos de ARN complementario para GAPDH.
Oligonucledtidos sintéticos de ARN complementario para LC3.

Oligonucledtidos sintéticos de ARN complementario para TFEB.

Invitrogen

Anficuerpo Alexa Fluor® 488 antfi-mouse IgG ................ A-32723
Anficuerpo Alexa Fluor® 488 anti-rabbit IgG................. A-11034
Antficuerpo Alexa Fluor® 568 anti-mouse IgG .................. A-1104
Anficuerpo Alexa Fluor® 568 anti-rabbit IgG................. A-11036
Anticuerpo aNti-TFAM ... PA529571
Anficuerpo anti-TRX (Thioredoxin 1 polyclonal)............. PA83868
CEITROX .ttt C10444
DHS5a Competent CellS........ueeeeeeeeiieeiiiiiieeeeeeeeeeinn, 18265-017
Lipofectamine 2000 Transfection Reagent ................... 11668027

LYSOrACKEr REA ...t L7528



MItOTTACKEN GrEE N ..o M7514

MITOSOX et M36008
SIRNA TSC2 ettt e 5269468
TMRM (Tetrametil rodaming) ...........eeeeeeeeiiiiiiiieiiiiiiieiieeveiinnaees T668

KAPPA BIOSYSTEMS

Kappa SYBR FAst MQSTEr MiX ...cceeeeeiiveeeiiiiieeeeeiiieeiiiiceeeeeen, KK4601
Lclabs

BAfiloMICING AT ..o B-1080
RAPAMICING v R-5000
Metabion

Oligonucledtidos sintéticos de ARN complementario para catepsina B.
Oligonucledtidos sintéticos de ARN complementario para catepsina C.
Oligonucledtidos sintéticos de ARN complementario para LAMP1.
Oligonucledtidos sintéticos de ARN complementario para LAMP2.
Oligonucledtidos sintéticos de ARN complementario para MFENT.

Oligonucledtidos sintéticos de ARN complementario para MFN2.

Millipore

Antficuerpo anti-GADPH ........ccccvveieieeeeeeeee e, MAB374
Anticuerpo anti-p-TFEB .........oovvvviieeeiiiceeeeeee, ABE1971
Anticuerpo anti-VINCULIN ..ot V9131
COIAGENO ..ttt e rae e e e eaaree e e 08-115

Novus biological

Antficuerpo anti-PINKT ... BC100-494
Nucliber/InvivoGen

(oo 1 'a Ve Tl o TN SRR PPRPR ant-mpp
[ (o] g g Te ToL U] £ 3 ant-mpt

NZYTech



NZY First strand CDNA SYNTESIS....ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenn MB12501

Panreac

2-PrOPANO] et e e e 141090
Acido clorhidfico (HCI) v 141020
Acido Etilendiamino tetracético (EDTA) ...ccoveveeeveeveeeene 131026
Cloruro potAsiCO (KCI) .uuvviiieeiiiieeeeieeeeeeeee e 13149
Cloruro sOAICO (NACH) e 141659
EtANOl ASOIUTO oo, 141086
Fosfato disddico (NA2HPO4) w.eeeieeuriiieeeiieeeeeieee e 141679
Fosfato potasico (KH2PO4) c.uuviiiieeeiiiieeeiieeeeeeee e 141509
MeETANOL. ..o, 141091
Pierce

ECL Plus Western blotting SUbStrate............uevevvvvvvvvvvvvvvennnns 32106
Proteintech

Anticuerpo anti-LONP T . ..., 15440-1-AP
Anticuerpo anti-TFEB .......cooovviviiiiieeieeeeeeeeeee, 13372-1-AP
Roche

NPAO (NPAO) .o 11754599001
PhosSTOP phosphatase inhibitor..............coevveeeeee.... 04906837001
cOmplete minNi EDTA fTE€ .....uuvveeeeeiiiiieiiiiieeeeeeieeeen, 11836170001

Santa Cruz Biotechnology

Anticuerpo aNti-BCN T ... SC-11427
Anficuerpo anti-catepsina D ........ueveveeeeveveeeiiiieeeieieieeinanns SC-6486
Anticuerpo anti-PGCTQ........uueeeeeieiiieeieieiiiiiiiiieivivaviaaans SC-518025
Anficuerpo anti-PINK T.. ..., SC-517353
Anficuerpo aNti-SOD2.........uueviiiirieieeiiiieeeeeeiereeeeraeeaaaaans SC-133134
Anficuerpo anti-TOMM 20 .......cccvviieeeeeeecccieeee e, SC-17764
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Sigma-Aldrich

B-mercaptoetanol (B-ME) ... M7522
3-Metiladenind (B-MA) ... e M9281
Acido bicinchoniNiCO (BCA) ..o B9643
Acido Tricloracético (TCA) ..o 79159
Albumina sérica bovind (BSA) ...eeeeeeveeeieceee e A7906
ANticuerpo ANTi-LC3B......oviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeev e L7543
Antficuerpo anti-TOMM 20 ..........eevvveeviiieeeeieieieinnns WHO0009804M1
Bromophenol blue solutioN..........ooevvieieeeeiiiiiiciieeeeeee, 318744
CAPS ettt e aaeeaaens C2632
Cristal VIOIE Q... C3886
CCCP ettt e C2759
Dietil pirocarbonato (DEPC)....ccceeeeeeeeeieieieeeeeeeeeeeeeeeeeee D5758
D] Te 1 {o] 011 @ O D141
DimetilsulfoXido (DMSO) ..cuuvieeieeiieeeeeeeeeeeeee e D8779
Dulbecco’s modified eagle s medium (DMEM) ............... D6546
Earle’s balanced salt solution (EBSS) ......cccovvvveeviciveeeeeineeenn. E2888
EOAD oottt E8640
GlICEION.cciiiieeee e 211339
GlUTAMING e G7513
HOECNST 33342 ..ot 14533
PERSTATING A oo P5318
RNQSQ ZAP C2284 ...ttt R2020
ROJO PONCEQU coeeeeeeeeieeeeee et e e e e e P7170
ROTENONQ ...eiiiiiiiiiieee e R8875
Suero fetal boviNO (FBS) ......uuviiiiiieiiiiievas F7524

Sulfato de cobre (Il) i, C2284



SIRNA AMPKQ ittt HA02727114

SIRNA BECNT Lo 4083457-F/1083458-F
SOAIO PIFUVATO .eiiiiiiiiiiiiiiiiiii e aaeeaeaaaees S8636
THS-HCT o T6066
TATON X-TO0 e 19284
Trypan blue soIuUtion (0,4 %6) .....uuvveeeeereeiiiiiriiiieieiereeereeeenveeananns 18154
TWEEN 20 ..ttt P1379
Ve ] 11 Vo T SRRSO V0153
loduro de propidio (IP) oo P4170

Southern Biotech

Pegamento fluoromount G.........ccooeveiiiiiiiiiieeeecieeeee, G418
Thermofisher

GEeNETICING. .. BP676-5
Restore plus western blot stripping buffer .........ccceeeeennee... 46430
Supersignal west femto maximum sensivity substrate........ 34095
HEPES DUITEI .ttt BP299

4.2 Métodos

4.2.1 Cultivos celulares

4.2.1.1 Condiciones de esterilidad

Conocemos como esterilizacion al proceso en el que, ademds de eliminar la
suciedad, también se produce la eliminacion de todas las formas de vida micro-
biana como virus, bacterias, hongos y protozoos. Para poder trabajar con distin-
tas lineas celulares es imprescindible que todo nuestro material esté esterilizado,
ademds el ambiente de frabajo debe ser completamente aséptico. Antes de
comenzar a trabajar en la campana de flujo laminar, ésta se iradia con rayos
UV (un minimo de 15 minutos) y se desinfecta con etanol al 70% (diluido en
agua). Ademds, si vamos a tfrabajar simultdneamente con distintas lineas celu-
lares, debemos limpiar y esterilizar la campana entre el uso de las distintas lineas

celulares. Del mismo modo, para mantener un ambiente aséptico, se emplean
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guantes de nitrilo y/o latex, bata, y/o equipos de proteccion individual, como

gafas protectoras o mascarillas FPP3, si fuera necesario.

4.2.1.2 Lineas celulares

Todas las lineas utilizadas durante la tesis doctoral crecian en monocapa. Los
envases que se utilizaban para el mantenimiento y la siembra estaban pretrata-

dos con un soporte sélido que permitia su adherencia.
Lineas utilizadas:

» Células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y), compradas al servicio de
ATCC.

» Células de neuroblastoma humano SH-SY5Y Mito QC, estds expresan de ma-
nera estable el reporter mCherry-GFP-FIS1101-152.Estas células poseen indicadores
mitocondriales fluorescentes sensibles al pH denominados mCherry-GFP-FIST,
que permiten hacer un seguimiento de la mitofagia al distinguir las mitocondrias
citosdlicas de las mitocondrias entregadas a los lisosomas &cidos. Este reportero
consiste en una etiqueta mCherry-GFP en tdndem localizada en la membrana
externa mitocondrial, de tal manera que cuando las mitocondrias se dirigen a
los lisosomas (mitofagia), pierden la senal GFP, y aumenta la senal mCherry, solo
en rojo. En definitiva un aumento de mCherry (rojo), implica un aumento de mi-
tofagia. Estas células fueron cedidas generosamente por la Dr Patricia Boya. Uni-

versidad de Friburgo, Suiza.

» Células de osteosarcoma humano U20S-iIMLS (£Parkin). Estas células poseen
una expresion inducible estable de la senal de localizacion mitocondrial interna
(IMLS) dirigida a la proteina mitocondrial NIPSNAP11-53, que se encuentra unida
alreporter EGFP-mCherry y a esta se encuentra unida la proteina PARKIN la cual,
era inducible a una concentracion de 500nM de Doxyciclina durante las Ultimas
24h. Estas células fueron cedidas generosamente por la Dr Patricia Boya. Univer-

sidad de Friburgo, Suiza.

» Células de osteosarcoma humano que expresan TFEB-GFP-RFP, (TFEB, del in-
glés Transcription factor EB), (GFP, del inglés Green fluorescent protein) y (RFP,
del inglés Red fluorescent protein) (U20S-TFEB-GFP-RFP). Cedidas por la Dra.

Junying Yuan, Escuela Médica de Harvard.



» Células de neuroglioma humano (H4) que expresan LC3-GFP, (H4-LC3-GFP).

» Células de neuroglioma humano deficientes en ATG5 que expresan LC3-GFP
(H4 LC3-GFP ATGS KO).

Tanto la linea celular H4 LC3-GFP como las H4 LC3-GFP ATGS5 KO fueron cedidas

por el Dr. Guido Kroemer, Université Paris Descartes (INSERM).

» Cultivos primarios de Fibroblastos humanos (FH). Se establecen tres grupos,
atendiendo a su procedencia:
+¢» Grupo confrol (Co): Células procedentes de individuos clinicamente

sanos (no presentan mutaciones de la proteina LRRK2).

+¢» Grupo de individuos enfermos portadores de mutacion (G20). En este
caso, las células de este grupo se han obtenido de pacientes diagnosticados
con EP y ademas presentan en heterocigosis la mutacion G2019S de la proteina
LRRK2.

+¢» Grupo de individuos enfermos portadores de mutacion (RG): Las cé-
lulas de este grupo se han obtenido de pacientes diagnosticados con EP y ade-

mas presentan en heterocigosis la mutacion R1441G de la proteina LRRK2.

Todas estas lineas celulares han sido cedidas generosamente por el grupo del
Dr. D. Adolfo Lopez de Munain, del Hospital Donostia en San Sebastian, donde
todos los pacientes dieron su consentimiento por escrito, ademds todos los pro-
cedimientos fueron aprobados por el Comité Etico de Investigaciéon Clinica del

Area Sanitaria de Gipuzkoa.

» Fibroblastos embrionarios de ratén (MEF). Las células MEF fueron cedidas por

el Dr. Noboru Mizushima, University of Tokio, Japan.

En esta tabla se muestran todas las lineas celulares utilizadas:

LINEA CELULAR DENOMINACION GENOTIPO ESPECIE

NEUROBLASTOMA SH-SY5Y HUMANO
MITO QC

NEUROGLIOMA H4-LC3-GFP WT HUMANO
ATGS5 KO HUMANO

OSTEOSARCOMA u20S LC3-GFP-RFP HUMANO

59



TFEB-GFP-RFP

IMLS-EGFP-MCHERRY-

PARKIN
FIBROBLASTOS FH CONTROL HUMANO
G2019S
R1441G
MEF-LC3-GFP WT RATON

Tabla 1. Tipos de células utilizadas.
4.2.1.3 Mantenimiento de lineas celulares.

El mantenimiento celular es semejante para todas las lineas celulares. Todas las
lineas se incuban a 37° C, en una atmodsfera de CO2 al 5 %. Ademds, todas se
siembran y se mantienen en un medio de cultivo DMEM (del inglés “Dulbecco’s
modified eagle médium”) que se suplementa con distinfos componentes segun

el tipo celular (Tabla 2).

Las células SH-SY5Y se incuban y se siembran en medio DMEM/F12, (GIBCO
21331-020) suplementado con suero fetal bovino (FBS, del inglés “fetal bovine
serum”) (Sigma F7524) al 10-15%, glutamina (Sigma G7513) 2mM, penicilina (40
U/ml) y estreptomicina (40 pug/ml) (HyClone 456-1046), ademds se anaden 5ml
de aminodcidos no esenciales (MEM NEAA 100X) (GIBCO 11140-035) y 5ml de
piruvato sdédico (Sigma $8636).

Las células H4 y U20S, se siembran e incuban en medio DMEM con alto conte-
nido en glucosa y piruvato (GIBCO 21969-035), suplementado con FBS 10%, pe-
nicilina/estreptomicina 40 U/ml y 40 ug/ml, glutamina 2mM ademds de HEPES
(Thermofisher BP299) 0.01M y geneticina (Thermofisher G418) 0.5mg/ml.

Las células primarias de FH y los MEF LC3-GFP, se siembran y se incuban en medio
DMEM, (CORNING 10-013-CV) suplementado con FBS, glutamina y penicilina/es-
treptomicina en idénticas concentraciones que el medio anterior. En el caso de
los MEF LC3-GFP, el medio ird suplementado ademds con geneticina 0.5mg/ml

con la intencidn de mantener el transfecto LC3-GFP.

A todos los medios de cultivo se les anade plasmocure a una concentracion de
(250 uL/500ml de medio) durante la primera semana y plasmocin a una concen-
tracién de (100 yL/500ml de medio) para las semanas consecutivas para garan-

tizar que los cultivos quedan libres de bacterias del género Micoplasma.



MEDIOS DE CULTIVO

Tipo celular ~ SH-SY5Y FH H4 u20s MEF

Volumen

500 mL DMEM/F12 DMEM (COR- DMEM DMEM DMEM
(GIBCO) NING) (GIBCO) (GIBCO) (GIBCO)

50 mL* FBS FBS FBS FBS FBS

2mlL Penicilina Penicilina 100 Penicilina 100 Penicilina 100 Penicilina 100
100 U/mL y U/mL vy estrep- U/mL y estrep- U/mL y estrep- U/mL vy strep-
estreptomi- fomicina 100 fomicina 100 tfomicina 100 tomicina 100
cina 100  pg/mL ug/mL pug/mL pg/mL
Mg/mL

5mL L-Glutamina = L-Glutamina L-Glutamina L-Glutamina L-Glutamina
200 mM 200 mM 200 mM 200 mM 200 mM
Sodio  Piru- Geneticina 50 Geneticina 50 Geneticina
vato* mg/mL mg/mL 50 mg/mL
MEM NEAA HEPES 1M HEPES 1M

100 pL Plasmocin Plasmocin 25 Plasmocin 25 Plasmocin 25 Plasmocin 25
25 mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL

250 pL Plasmocure  Plasmocure Plasmocure Plasmocure Plasmocure
100mg/ml 100mg/ml 100mg/ml 100mg/ml 100mg/ml

Tabla 2. Medios de cultivo utilizados para cada linea celular. *Excepto en SH-SY5Y Mi-
toQc, a las que se ainaden 75ml de FBS y no se les anade piruvato sédico.

4.2.1.4 Manipulacion celular
Todas las células, independientemente del tipo al que pertenezcan, se cultivan
en envases que permiten la adherencia celular y la replicacion de estas. Las
células se mantienen en el mismo envase hasta que alcanzan el 80% de con-
fluencia, lo cual, es visible bien al microscopio, o bien, observando el viraje de
color rojo a amarillo del medio, que indicaria el agotamiento de nutrientes de

éste.

En ocasiones existe un agotamiento de nutrientes sin llegar a una confluencia
6ptima, en estos casos, se mantienen en los mismos envases y se renueva el me-
dio.
Para fransvase de las células, se llevan a cabo los siguientes pasos:
1. Serecoge en un falcon de 50ml el medio en el que se encuentran las célu-
las, o bien se desecha vy se utilizan 5- 010ml de medio fresco.
2. Se realizan uno o dos lavados con el tampon salino (PBS, del inglés phosp-

hate saline buffer) 1X (Tabla 3) que se descarta en un vaso de precipitados,

asegurando que no existen restos de medio.
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3. Se anade tripsina-EDTA 1X a 37° C (del inglés “ethylenediaminetetraacetic
acid”) (Sigma T4049) en volimenes comprendidos entre 2 y 5 mL, en funcién
del tamano del envase, 75m? o 175m2, respectivamente. La funcion de la
tripsina es romper los enlaces peptidicos formados, mientras que la del EDTA
es secuestrar el Ca?zrimpidiendo las posibles uniones a la superficie del en-
vase. Es imprescindible que esta solucion se anada posteriormente al la-
vado con PBS 1X ya que el medio de cultivo imposibilita la accion de la
tripsina sobre las células. El tiempo que tarda la tripsina en actuar oscila en-
tre 1y 5 minutos, varia segun la naturaleza de las lineas celulares, la tempe-
ratura y la concentraciéon de la tripsina utilizada y la calidad del lavado
efectuado.

4. Se observan en el microscopio las células en suspension, para cerciorarnos
de que las células se han despegado del fondo.

5. Se recogen con una pipeta graduada y se depositan en el tubo Falcon.
Posteriormente, las células son centrifugadas a 1200 rom durante 5 min en
células H4, MEF y U20S, 10 min en SH-SY5Y y 12 min en el caso de FH.

6. Tras la centrifugacion se retira el sobrenadante. El pellet celular es utilizado

para siembra y/o congelacion o bien para seguir amplificando el niUmero

celular.
Tampén fosfato salino
Compuestos Concentraciéon (mM) Concentracién(g/L) PBS Concentracién
10X (g/L) PBS 1X
NaCl 137 80 8
KCI 2.7 2 0.2
NaHPO4 9.6 11.5 1.15
KH2PO4 1 2 0.2
H20 destilada Enrasar hasta 1L

Tabla 3. Componentes del tampdn fosfato salino. Prepararemos el PBS 1X (uso comun), del stock
de PBS 10X.



4.2.1.5 Congelacion y descongelacion de cultivos

celulares
Congelaciéon y descongelacion celular, son procedimientos realizados en un pe-
riodo corto de tiempo, pues las células se congelan en FBS diluido en dimetilsul-
foxido (DMSO) al 10%. Este compuesto es toxico a temperatura ambiente, sin
embargo, su funcién es deshidratar las células durante la criogenizacion, previ-
niendo la formacion de cristales de hielo en el espacio intracelular, impidiendo

asi la muerte celular a bajas temperaturas.

Para realizar correctamente la congelacion, se resuspende el pellet celular con
Iml de FBS/DMSO all0% vy se frasvasa rapidamente al tubo de criogenizacion
(rotulado previamente con la fecha, el tipo y el pase celular que vamos a con-
gelar) (Fisherbrand 11321675), y este a su vez a un recipiente de congelacion

para que esta se haga a ritmos lentos -1°C/min.

Todas las células se mantendrdn congeladas en tanques de nitrégeno liquido

y/0 en congeladores de -80°C.

Por otra parte, cuando queremos descongelar una linea celular, infroducimos el
medio de cultivo en el bano termostdtico a 37°C, hasta que esté atemperado,
a continuacion sacamos el vial de criogenizacién, le anadimos 1ml de medio
hasta la suspension completa de las células, posteriormente, pasamos esta sus-
pension a un falcén de 15ml junto con otfros 4-5 ml de medio atemperado vy
centrifugamos (en idénticas condiciones que en el apartado anterior) para eli-

minar los restos de DMSO.

Por Ultimo, el pellet celular obtenido serd resuspendido con 5ml de medio fresco
y se frasvasard a un envase de 25m2que se infroduce en el incubador para fa-

vorecer el crecimiento.

4.2.1.6 Contaje y siembra celular

El contaje de células es imprescindible para que la confluencia celular de nues-

tra siembra sea la éptima.

Para comenzar es necesario despegar y centrifugar nuestras células hasta ob-
tener el precipitado, posteriormente resuspendemos éste en un volumen de 1 a
5ml de medio fresco (en funcion del tamano del pellet). Para realizar el contaje

se combinan10 uL de esta suspensidn con 10 UL de trypan blue 10X. De estos 20

63



UL de mezcla, se anaden 10 UL a las cédmaras de contaje (Biorad 145-011) para

ser infroducidas en los contadores automdaticos de BioRad o de Olympus.

Una vez obtenida la concentracion celular, atendiendo al tipo celular (Tabla 4)
y a la placa donde se va a realizar la siembra, (placa de 6, 24 o 96 pocillos), se
utiliza un volumen de suspension celular diferente (2, 0.5y 0.1ml/pocillos respec-
tivamente). En la siguiente tabla adjunto las concentraciones a las que se siem-

bra cada tipo celular, segun la placa usada.

Siembra por tipo celular

Placa 6 Poci- Placa 24 pocillos Placa 96 poci- Placa 96 pocillos

llos

llos

(Seahorse)

H4 GFP-LC3 75.000cels/ml  75.000cels/mi 80.000cels/ml

8.000cels/pocillo
U20s 80.000cels/ml  80.000cels/ml 85.000cels/mil -
FH WT 35.000cels/ml  35.000cels/ml 35.000cels/ml

20.000cels/pocillo
FH G2019S 40.000cels/ml  40.000cels/ml 40.000cels/ml
SH-SY5Y 110.000cels/m = 110.000cels/ml 120.000cels/m  15.000cels/pocillo

| |

MEF 70.000cels/ml 70.000cels/ml 72.000cels/ml

Tabla 4. NUmero de células necesarias para su uso dptimo, segun la placa de uso.

4.2.2 Tratamientos

4.2.2.1 Tratamientos “in vitro”
Una vez sembradas las células y habiendo éstas alcanzado una confluencia 6p-
tima, serdn sometidas a diferentes estimulos, con varios moduladores y en distin-
tos periodos de tiempo. Atendiendo a la naturaleza de los fdrmacos o sustancias
a administrar, estas podrian ser diluidas, bien en medio de cultivo, o bien en otros
diluyentes como etanol o DMSO, que permitan una mayor solubilidad. Se pre-
parardn soluciones madre de las que haya que coger un volumen no superior
al 1 % del volumen final del pocillo, evitando asi la posible toxicidad asociada al

vehiculo.



A continuacién, se adjunta una tabla resumen con todos los farmacos o sustan-
cias que fueron utilizadas. (Tabla 5)

Trata- Vehiculo | Mecanismo de ac- Casa comercial
miento cion (referencia)

3-MA 10 mM DMEM Inhibidor de la PI3KC3 y Sigma(M9281)
PI3KC1
Baf. Al 100 nM DMSO Inhibe la bomba ATPasa va-  LC (B-1080)

cuolar, impidiendo la acidifi-
cacién del lisosoma y por
tanto su fusiébn con el autofa-

gosoma
Baf. A1 + 100nM EBSS
EBSS
CCcCp 10 UM DMSO Es un inhibidor de la fosforila- ~ Sigma (C2759)
cion oxidativa mitocondrial
e inductor de mitofagia
Rotenona 100 uM Agua Se trata de un insecticida de  Sigma (R8875)
origen natural que inhibe el
complejo mitocondrial |
EBSS - - Provoca la induccién de au-  Sigma(E2888)
tofagia a través de la inhibi-
cion de la via mTOR.
Rapamicina 1 puM Agua Inhibicién  del complejo LCLabs(R5000)

mMTORCI1
Tabla 5. Fdrmacos mds utilizados durante la tesis.

4.2.2.1.1 Tratamientos con cascabullo maduro y

verde
EL cascabullo o cUpula de la bellota es un subproducto de la industria agroali-
mentaria. Utilizamos cascabullo recogido del género Quercus, concretamente

de las especies Q. ilex y Q. suber.

ETOH VERDE Extracto 100% EtOH cascabullo verde
ETOH 70% VERDE Extracto 70% EtOH: 30% H20O cascabullo verde
ETOH 50% VERDE Extracto 50% EtOH: 50% H20 cascabullo verde
H20 VERDE (CVA) Extracto 100% H20 cascabullo verde
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ETOH MADURO Extracto 100% EtOH cascabullo maduro
ETOH 70% MADURO Extracto 70% EtOH: 30% H20O cascabullo maduro
ETOH 50% MADURO Extracto 50% EtOH: 50% H20O cascabullo maduro

H20 MADURO (CMA) Extracto 100% H20 cascabullo maduro

Las muestras de cascabullo secas, recogidas en diferentes estados de maduro-
cion (maduro o verde), son infroducidos en un molino mecdnico de polvo fino y
se extraen con diferentes solventes (agua, acetona, etanol y la combinaciéon de
agua y etanol), en agitacion (180 min, 25°C). Los extractos se filtran y se evapo-
ran al vacio hasta secarse para dar extractos liofilizados que una vez diluidos en

agua protegeremos de la luz en diferentes proporciones (Tabla é).

Tabla 6. Extractos de cascabullo en diferentes solventes.

Estos compuestos de cascabullo fueron aportados por el Dr. Cava (Catedrdtico
de Tecnologia de Alimentos Dptfo. de Produccion Animal y Ciencia de los Ali-
mentos Facultad de Veterinaria Grupo de Investigacion TRADINNOVAL INBio

G+C de la Universidad de Extremadura).

A partir de ahora cuando nos refiramos a CMA o CVA nos estaremos refiriendo
a los extractos de cascabullo obtenidos a partir de la fraccidon acuosa, pues fue

la fraccidn seleccionada para el desarrollo de la tesis.

4.2.2.1.2 Tratamientos con inductores de autofa-
gia
=Privacion de nutrientes: Se ha demostrado que la ausencia de nutrientes activa
el mecanismo de autofagia a través de diferentes mecanismos de senalizacién
celular, siendo la inhibicion de la via mTOR la mds importante (Rodriguez-Arribas
et al., 2017). Para conseguir una privacion de nutrientes se utiliza el medio de
cultivo EBSS, del inglés “Earle’s Balanced Salt Solution”, este medio no dispone

de fuentes de nitrégeno o carbono que puedan ser utilizadas por las células.

=Rapamicina: Se trata de un fdrmaco inmunosupresor y antiproliferativo que ac-
tUa como inhibidor especifico del complejo mTORC1. Esta se une formando un

complejo con la proteina de unidn a FK506 (FKBP12), de tal forma que es este



complejo quien actia como un inhibidor alostérico del complejo mTORC1 (Li et
al., 2014).

Resveratrol (Tokris 1418): Se trata de un polifenol natural, que activa de forma
alostérica a SIRT1, favoreciendo su translocacion nucleocitopldsmica, y por
tanto activando la autofagia, también induce la autofagia mediante la activa-
cion de la AMPK ((Kou & Chen, 2017q))

4.2.2.1.3 Tratamientos con inhibidores del mecao-
nismo de autofagia
=3-Metiladenina (3-MA): La 3-MA es un inhibidor selectivo de autofagia pues ac-
tUa directamente sobre PI3K Clase lll. La inhibicion de este modulador da lugar
alaregulacion negativa de la autofagia en estados iniciales de la misma. (Heck-

mann et al., 2013)

-Bafilomicina A1 (Baf. Al): Baf. A1 es un antibidtico que inhibe la bomba ATPasa
vacuolar. La inhibicién de esta bomba en la membrana del lisosoma se tfraduce
en la incapacidad de éste de acidificar su medio interno, impidiendo de este

modo, la fusidon de este organelo con el autofagosoma. (Klionsky et al., 2021)

=Baf. A1 + EBSS: El efecto privativo del EBSS en combinacién con el bloqueo de
la autofagia a través de la basificacion del interior de los lisosomas, dard lugar a
un aumento de estructuras involucradas en el proceso fundamentalmente liso-

somas, endosomas tardias y autofagosomas (Rodriguez-Arribas et al., 2017).

4.2.2.1.4 Tratamientos que alteran la funcién mi-
tocondrial
*Rotenona(R): Se trata de un insecticida de origen natural que inhibe el complejo
mitocondrial I, muy relacionado con el desarrollo de la EP.(Radad et al., 2019;

Tanner et al., 2011)

=Cccp (del inglés Carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone); Se trata de un
inhibidor quimico de la fosforilacion oxidativa, que actia mediante la despola-
rizacion de la membrana plasmdtica y reduce la produccion de ATP. Ademds

al actuar como un protondforo da lugar a la alteracién de las bombas de
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protones y el metabolismo celular que causard la muerte celular.(Sekyere &
Amoako, 2017)

4.2.2.2 Tratamientos de modelos “in vivo”

4.2.2.2.1 Procedimiento del modelo Drosophila
melanogaster (Dm)

El procedimiento en modelos drosophila, fue realizado en el pais vasco con un
modelo que expresa la mutacion G2019S y ofro modelo que expresa la muta-
cion R1441G.

4.2.2.2.2 Procedimiento del modelo murino ICR
Este procedimiento fue nombrado como “Evaluacion de los efectos del casca-
bullo y/o urolitina a corto-medio plazo en ratones ICR “, aprobado por la Comi-
sién de Etica y Bioseguridad de la Universidad de Exiremadura a fecha de 15 de
Julio de 2020. Este procedimiento se encuentra encuadrado en el proyecto con
referencia IB20031, financiado por la Junta de Extremadura, que lleva como fi-
tulo “ldentificacion de dianas terapéuticas de compuestos bioactivos proce-
dentes de cascabullo de bellota en modelos de neurodegeneraciéon”. El proce-
dimiento estd clasificado con grado de severidad moderada, ademads respeta
los requisitos de reemplazo, refinamiento y reduccidon, teniendo en cuenta las

normativas vigentes a efecto.

En el experimento se incluyeron 60 ratones de la cepa ICR, de 4 semanas de
edad, de los cuales 30 eran machos y 30 hembras. Los animales fueron mante-
nidos y sacrificados en el Servicio de Animalario de la Universidad de Extrema-
dura en Cdceres en condiciones 6ptfimas de aislamiento y libres de patdégenos,
pues se aplicaron las medidas necesarias para garantizar las condiciones sani-

tarias idoneas.

Se utilizé la inyeccidn intraperitoneal para la administracion de los diferentes tra-
tamientos en cavidad abdominal. Para llevar a cabo esta técnica, se prepara-
ron las jeringas de 1ml con 100 ul de cada tratamiento por una persona experta
en la materia (cada ratdn previo a la inyeccién se inmoviliza y se coloca ligera-
mente cabeza abagjo). Es importante que inicialmente se seleccionen y separen

los grupos de ratones por orden de inyeccion.



En los grupos que se administra leupeptina y cascabullo, se inyecta la leupeptina

dos horas antes a la inyeccién con los cascabullos.

Las fracciones en diferentes estados de maduracidon de los cascabullos se dilu-
yen en NaCl 0.9%, a una concentracion del 0.5% (0.5g/100ml), normalizados a

una concentracion conocida de compuestos fendlicos.

Por Ultimo, pasadas 4h desde la inyeccidn de los cascabullos se procede al sa-
crificio por dislocacién cervical. Previamente, los ratones son anestesiados con
isoflurano al 0.5%. siguiendo las indicaciones del comité de bioética ya descrito

con anterioridad.
A continuacion se enumeran los grupos utilizados en el estudio:

1) Grupo control: Este grupo fue utilizado como control negativo, a los ratones
incluidos en este grupo se les inyectd 100 ul de NaCL 0,9% filfrado y esterilizado,

vehiculo en el que iban disueltas las sustancias de estudio.

2) Grupo CMA: Los ratones fueron tratados con cascabullo maduro al 0,5%, di-
luido con NaCl 0.9%. El extracto fue normalizado a una concentracidén de 2.95

mg de compuestos fendlicos totales (TFC)/ml.

3) Grupo CVA: Los ratones fueron tratados con cascabullo verde al 0,5%, diluido
con NaCl 0.9%. El extracto fue normalizado a una concentracion de 2.86 mg
TFC/ml.

4)Grupo ayuno: Este grupo se utilizé como control positivo de autofagia. Los ra-
tones de este grupo permanecieron sin comida durante 24 horas antes del sa-
crificio, tfras estas fueron inyectados con 100 uyl de NaCl 0,9% filtrado y esterili-

zado.

5) Grupo ayuno + CMA: Los ratones fueron tratados con cascabullo maduro al
0,5%, diluido con NaCl 0.9%. El extracto fue normalizado a una concentracion
de 2.95 mg de compuestos fendlicos totales (TFC)/ml en un grupo que perma-

neciod sin comida, durante 24 horas antes del sacrifico.

6) Grupo leupeptina: La leupeptina se prepard justo antes de la inyeccion, esta
se utilizé con la finalidad de inhibir la autofagia. Se prepard a una concentracién

de 15mg/kg, con 100 ul con NaCL 0,9% filtrado y esterilizado.
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7) Grupo leupeptina + CMA: La leupeptina a una concentracion de 15mg/kg
diluida en NaCL 0,9%, fue inyectada dos horas antes del fratamiento con CMA
0.5%.

8) Grupo leupeptina + CVA: La leupeptina a una concentracion de 15mg/kg
diluida en NaCL 0,9%, fue inyectada dos horas antes del tratamiento con CVA
0.5%.

9) Grupo leupeptina + ayuno: Este grupo se inyecta con leupeptina a una con-

centfracion de15mg/kg, tras 24 horas sin comida.

10) Grupo ayuno + leupeptina + CMA: Este grupo se inyectd con leupeptina a
una concentracion de15mg/kg, tras 24 horas sin comida. Dos horas después de

la inyeccidn con leupepting, se les inyectd CMA al 0.5%.

Cada grupo experimental estaba constituido por 3 ratones ICR machos y 3 hem-

bras, hecho que no permitird analizar las posibles diferencias en funcién del sexo.

4.2.3 Western blotting

4.2.3.1 Obtencion de lisados celulares
Para la obtencion de lisados, las células se siembran en placas de 6 pocillos,
(3pocillos/condicién), y se mantienen en el incubador 24 horas, posteriormente

son fratadas a concentracién y tiempo indicado.

Tras el tratamiento correspondiente, se frasvasa el medio (con los tratamientos)
a un tubo de 15 ml, se lava cada pocillo con 500 pl de PBS 1X, y se recoge de
nuevo en el mismo tubo. Se anaden 300 pl de tripsina 1X a cada pocillo para
despegar las células y cuando estén en suspension, se recogen de nuevo al
mismo tubo. Por Ultimo, se realiza una centrifugacién a 2500 rpm, 7 min a 4°C.
Para continuar con el proceso, se elimina el sobrenadante, se lava el precipi-
tado con 1 ml de PBS 1X para retirar restos de medio vy fripsing, y se tfransvasa a
un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml donde se centrifuga de nuevo a 6500 rom,
4 min a 4°C.

Finalmente, se retira el sobrenadante y el precipitado resultante se congela a -
80°C o bien se lisa y se cuantifica a continuacion.



4.2.3.1.1 Lisis total (fraccion soluble e insoluble)

4.2. 3.1.1.1 Lisis celular con NP-40
Se lleva a cabo con el buffer de lisis NP-40 al 0,5 % (del inglés “nonyl phenoxypol-
yethoxylethano”l), previamente suplementado con inhibidores de fosfatasas y
de proteasas (Tabla 8). Se resuspenden todas las muestras con 40 o 60 pl de este,
en funcién de la cantidad de pellet existente, a confinuacion se incuban en
hielo 10 min y por Ultimo se realiza una Ultima centrifugacion a 15000 rom, 15 min
a 4°C. Finalmente se desecha el pellet, pues contiene restos de membrana y
debiris celular, por ello trasvasamos el sobrenadante a un nuevo tubo rotulado

con cada condicion, para poder trabajar con él.

Tampén de lisis NP40 0.5%

Compuestos Concentracién final Volumen (ml)
NP40 0.5% 0.5
Tris-HCI1 0.5M ph 7,4 100mM 20
NaCl 1,5M 300mM 20
Inhibidor de fostatasas 1 pastilla* -
(Roche)
Inhibidor de proteasas 1 pastilla* -
(Roche)
Agua destilada Enrasar hasta 100ml

Tabla 7. Compuestos usados para la formacién del NP40 0,5%. *Se afadird una pastilla
de cada inhibidor por cada alicuota de 10 ml de tampdn.

Es importante destacar que todos estos pasos se hacen en frio (4°C) para evitar

la actividad proteolitica y fosfatidica, lo que daria lugar a resultados erréneos.

4.2.3.1.1.2 Lisis celular con SB 1X
El SB1X del inglés “Sample buffer” 1X (Tabla 9), se utiliza para la lisis celular total,
es decir, incluye la lisis, tanto de la parte soluble, como de la fraccion insoluble.
Tras obtener el precipitado resultante de la centrifugacion a 6500 rom 4 miny a
4°C, las muestras se lisan con 80 o 100 pl de tampdn para seguidamente soni-
carse durante 1 6 2s. Por Ultimo, las muestras deben ser desnaturalizadas a 95°C
durante 10 min, para posteriormente proceder a la cuantificacion de proteinas

y poder analizar estas mediante una electroforesis.
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Tampon de lisis “Sample Buffer”

SB 1X SB 4X
Compuestos  Concentra- Volumen o Concentra- Volumen o
cion final gramos cion final gramos
Tris-HCI 0.5M 50mM 10ml 200mM 20ml
ph 6,8
Glicerol 10% 10ml 40% 20ml
SDS 2% 29r 8% 8ar
Agua desti- Enrasar hasta 100ml Enrasar hasta 100ml
lada

Tabla 8. Compuestos usados para la formacién del tampdn SB1X.

4.2.3.1.1.3 Lisis citosolica y mitocondrial (aislamiento
de fraccion citosdlica y mitocondrial)
Para la obtenciéon, por separado, de proteinas citosdlicas y proteinas mitocon-

driales, las células se siembran en placas de 6 pocillos, (1 placa/condicion), y se
mantienen en el incubador 24 horas, Tras 24 horas son tratadas a concentracion
y tiempo indicados.

Tras el tfratamiento correspondiente, se aspira la placa y se lava cada pocillo
con 300 ul de PBS 1X. A continuacion, tras recoger el PBS 1X anadido, en un fubo
de 15 ml, se anaden 1000 ul de fripsina 1X /3 pocillos, y por Ultimo se recogen las
células en el fubo nombrado, con 5ml de medio nuevo.

A continuacion se redactan los pasos seguidos:

1. Centrifugamos los tubos a 2500 rom 7 min a 4°C

2. Retiramos el sobrenadante, y se anade 1ml de PBS 1X por tubo, posterior-
mente se trasvasa a un eppendorf de 1,5ml, previamente rotulado como
tubo A (que se corresponderd con el tubo de fraccion mitocondrial)

3. Centrifugamos los eppendorf a 6500 rom 4 min a 4°C y retiramos de nuevo
el sobrenadante.

4. Anadimos 100 ul de lisis buffer (Tabla x) y resuspendemos en diez ocasio-
nes (este paso no debe demorarse mds de 30seg).

5. A continuacion centrifugamos los eppendorf a 13000 rom, 3 min a 4°C y
a continuacién trasvasamos el sobrenadante resultante a otro eppendorf
(rotulado como tubo B (fraccién citosdlica)). Es importante que cuando
tfrasvasemos el sobrenadante, dejemos 10 pl, pues es muy importante que
no toquemos el pellet y asi evitar contaminacion de una fraccidén con
otra.



6. A continuacion anadimos 33 ul de SB 4X (Tabla 8), al eppendorf B
Por otra parte eliminamos los 10 ul restantes del eppendorf A y anadimos
150 pl de SB 1X.

8. Tras lalisis de ambas fracciones, los eppendorf A 'y B de cada tratamiento
son calentados en el tfermobloque a 95°C durante 5 min.

9. Finalmente se guardan todas las muestras a -20°C para ser cuantificadas
al dia siguiente.

Tampon lisis Buffer

Para 50 mi
Compuestos Concentracién final Volumen o gramos
Tris pH 8 100 mM 25 mM 12,5ml
Sacarosa 250 mM 4,27 gr
EDTA TmM 50 uL
Pastillas
Agua destilada Enrasar hasta 50 ml
Para 10 ml
Pastilla proteasa 1 pastilla
Pastilla fosfatasa 1 pastilla
Alicuotas 1 ml
Digitonina 0,05% 0,5 mg
DTT0,1 M 0,1 mM T uL
PMSFO0,1 M 0,1 mM T uL

Tabla 8. Componentes lisis buffer

4.2.3.2 Obtencion de lisados de tejidos de ratdn

Para la obtenciéon de tejido murino, se deben recoger los distintos érganos del
ratdn que queremos a analizar, tras la finalizacion del experimento. Los érganos

deben extraerse, a ser posible, siempre de la misma porcién.

En primer lugar se extrajeron cerebro y cerebelo, tras esto se procedié a la aper-
tura de la cavidad abdominal de cada ratén para la obtencion de los demds
oérganos, siguiendo siempre el mismo orden; higado, corazdn, intestino y
musculo. Los érganos se criocongelaron inmediatamente en nitrégeno liquido

para posteriormente realizar su procesamiento en el laboratorio.
Se adjunta el material necesario para la extraccion:

- Alcohol al 70%

- PBS 1X

- Pinzas de diseccion
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- Tijeras de diseccion

- Vasos de precipitados

- Papel de filtro

- Agujas de 20G para inmovilizar al ratén post-mortem

- Tubos de microcentrifuga de 1.5ml estériles y previamente rotulados con cada

una de las condiciones y numeraciéon de ratdn y tratamiento.

4.2.3.2.1 Lisado de tejido cerebral
Con pinza vy bisturi se obtiene un pequeno fragmento que se introduce en los
tubos de cenfrifugacion “Soft tissue homogenizing CK28-R” (Precellys Lysing Kit,
KT03961-1-007.2), donde previamente se han anadido 500 ul del tampdn de lisis
RIPA (Tabla 9). Posteriormente infroducimos los tubos en el precellys y realizamos
dos ciclos de 6500 rom y 23 s, a temperatura ambiente, con un reposo de 20 s
entre ambos ciclos. Dejamos reposar las muestras en hielo durante 30-60 min.
Posteriormente centrifugamos a 11700 rom durante 15 min a 4 ° C. A continuo-
cion, trasvasamos el sobrenadante a un tubo de microcentrifuga de 1,5ml, pre-

viamente rotulado, donde se encontrardn las proteinas de interés.

Tampon de lisis RIPA

Compuestos Concentracién final Volumen o gr
Tritén X-100 1% Tml

Tris-HCI 100mM 1.21gr

NaCl 150mM 0.87gr

EDTA 0.1M 10 mM 10ml

SDS 10% 0.1% Tml
Inhibidor de fostatasas (Ro- 1 pastilla*

che)

Inhibidor de proteasas (Ro- 1 pastilla*

che)

Agua destilada Enrasar hasta 100ml y ajustar ph a 7,4



Tabla 9. Tabla resumen con todos los componentes del tampdn RIPA. *Se anadird una
pastilla de cada inhibidor por cada alicuota de 10 ml de tampén.

4.2.3.3 Cuantificacion de proteinas

Tras la obtencion de los lisados tisulares, se determina la concentracion pro-
teica de los mismos. Para ello empleamos el método del dcido bicinchoninico
(BCA, delinglés “bicinchoninic acid”) (Sigma B9643), este es un método amplia-
mente utilizado que se basa en la reduccion de Cu?t a Cu*. El Cu* reacciona
con el BCA y provoca un virgje de color (de verde a violeta), cuya absorbancia
es directamente proporcional a la concentracion de proteinas.(Bainor et al.,
2011)

Como referencia se utiliza una recta patrén de concentracién de proteina co-
nocida, esta servird para interpolar el valor de nuestra muestra, pues segun la
Ley de Lambert-Beer, la absorbancia de un compuesto a una determinada A es

directamente proporcional a su concentracion.

La recta patrén se prepara con cinco concentraciones crecientes de seroalbu-
mina bovina (BSA, del inglés “bovine serum albumin”) las cuales estardn com-
prendidas entre 0 y 2 mg/ml. Para comenzar utilizaremos una placa de 96 po-
cillos transparente (Corning 3788), en la que anadiremos 2 YL de cada una de
las muestras patron (el experimento se realiza siempre por triplicado), y a conti-
nuacion se anadirdn 2 ulL de las muestras de interés. Finalmente, se anaden 200
UL por pocillo de una dilucion 50:1 de BCA en sulfato de cobre (ll) Esta mezcla
debe serincubada a 37 ° C durante 30 minutos (Walker, 1994). Transcurrido este
tiempo se realiza la lectura en el espectrofotébmetro microplaca (TECAN INFINITE
M NANO* a una absorbancia de 570 nm.

75



BCA

Cuantificacién de proteinas

@ Afnadimos recta patrén @ Afadimos muestras
2ul 2ul
Anadimos BCA/ @ Incubamos 20-30 min @ Lectura de Absorbancia a
Cu2* (50:1) 570nm

00000000

200ul
B
& 37°C

llustracidn 6. Protocolo para la cuantificacién de proteinas mediante BCA. Created with BioRen-

der.com

4.2.3.4 Electroforesis de proteinas

La electroforesis es una técnica que permite la separaciéon de las proteinas de
acuerdo con su tamano y carga eléctrica. Para realizar ésta de forma correcta,
se han de preparar las muestras a cargar, con la misma concentracion de pro-
teinas (enfre 10 y 20 ug) y con el mismo volumen (15-30 ul), que se ajustard en
ultimo lugar con PBS 1X.Previamente a las muestras se les adiciona tampon de
carga 5X (representando este el 20% del volumen final) ver composicion en
(jError! No se encuentra el origen de la referencia.). El azul de bromo-fenol con-
tenido en este buffer, permite evidenciar la progresién de las muestras en el gel,
el glicerol, aumenta la densidad, haciendo que la muestra sea mas facil de car-
gar, y por Ultimo el dodecil sulfato sédico (SDS, del inglés “sodium dodecy! sulp-
hate”), y el B-mercaptoetanol se encargan de desnaturalizar las proteinas, con-
siguiendo en estas un cardcter anidnico proporcional a su masa, de tal modo
que la migracion de las proteinas serd uniforme (Matsumoto et al., 2019)



TAMPON DE CARGA 5 X

Compuestos Concentracion final Volumen o gramos
Azul de bromofenol 0.025 % 250uL
Glicerol 50 % 5mL
SDS 10 % 1gr
Tris HCI 1TM pH 6,8 250mM 2,5ml
Agua destilada Enrasar a 10 mL
B-mercaptoetanol 5% 25 uL*

Tabla 10. Componentes del tampdn de carga 5X. *Se anaden 25 uL de B-mercaptoeta-

nol por cada 500 uL de tampdn 5X.

Previamente a ser cargadas y para completar la desnaturalizacion, las muestras
deben ser calentadas en un termobloque a 95° C durante 5 minutos. (C. Wang
et al., 2022). Se utiliza un marcador de peso molecular (Precision Plus Protein™
Dual Color Standards, de Bio-Rad 161-0374), que se suele situar en el primer po-
cillo del gel de poliacriiamida con dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE, del inglés

SDS-polyacrilamide gel electrophoresis).

Posteriormente las muestras desnaturalizadas son contenidas en los pocillos co-
lindantes para finalmente iniciar la electroforesis. Los geles comerciales utilizados
presentan un 12 % de acrilamida, o bien un gradiente del 4 al 20%. Su uso se
hard en funcidn de la proteina que queramos observar (geles de12% para pro-
teinas de bajo peso molecular(12-70kd) y geles de gradiente 4-20% para protei-

nas de alto peso molecular(80-300kd)).

Existen dos sistemas para la realizacion de este procedimiento. Utilizamos el sis-
tema Bio-Rad Mini Protean Tetra (geles Mini-Protean) para geles de 10 a 15 po-
cillos, mientras que el sistema Bio-Rad Criterion Cell (geles Criterion) se emplea
para geles de 18 y/o 26 pocillos. En ambos, se emplea el tampdn Laemli 1X mien-
tras que el tiempo de separacién oscilard entre 45 miny 1h respectivamente. Se
mantiene una corriente entre 110-180 voltios (V) para los geles de Bio-Rad Mini

Protean Tetra y entre 90-100 V para los geles de Bio-Rad Criterion Cell.

4.2.3.5 Transferencia de proteinas

Tras la electroforesis, se transfieren las proteinas a una membrana de polivinil di-

fluoruro (PVDF), mediante el método descrito por (Goldman & Speicher, n.d.).
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Para ello, la membrana de PVDF debe activarse durante 1 min con metanol, a
continuacion ha de lavarse con agua destilada durantel min (3 veces) vy final-

mente sumergirse en el tampdn de transferencia (Tabla 11) al menos 5 min.

TAMPONES WESTERN BLOTTING

Electroforesis Transferencia en HOmedo Transferencia en Himedo o
Semi-seco

Laemli 1X Caps 1X Tris Glicina Metanol (TGM)

Compuestos Volumen Compuestos Volumen Compuestos Volumen
Tris-Glicina-SDS 100ml Caps 10x 100m TGM 10x 100m

10x
Agua desti- 900ml Agua desti- 700ml Agua desti- 700ml
lada lada lada

Metanol 200ml Metanol 200ml

Tabla 11. Componentes de los tampones utilizados para la electroforesis y la frasferencia
de proteinas respectivamente.

4.2.3.5.1 Transferencia en hUmedo
El equipo de fransferencia utilizado para geles de 10y 15 pocillos fue el Mini Trans
Blot electrophoretic Transfer Cell Bio-Rad. Para geles de 18 y 26 pocillos se utiliza

el sistema de transferencia en himedo Criterion Blotter.

El material utilizado para la transferencia estaba formado por dos papeles What-
man (Extra Thick Blod PAPER Bio-Rad), dos esponjillas, la membrana de PVDF,
ademds de los casette donde se montaban. Tanto los papeles Whatman como
las esponijillas antes de utilizarse deben sumergirse durante al menos 10 min en
CAPS 1X, para la transferencia de geles de 10 a 15 pocillos o en Tris Glicina Me-

tanol (TGM) si la tfransferencia es en geles de 18 a 26 pocillos.

Para que la transferencia sea éptima se intfroducen los casettes en sus puestos,
un imdn, un blogue de hielo y se enrasa la cubeta con el tampdn que corres-
ponda, se colocan los electrodos y todo el dispositivo al completo se introduce
en el frigorifico para comenzar la transferencia. Se aplica una corriente de 100
V durante 90 min para el sistema Mini Trans Blot electrophoretic Transfer Cell Bio-

Rady 75V durante 45 min para el sistema Criterion Blotter.
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llustracion 7. Esquema de transferencia de proteinas en hUmedo.

Una vez finalizada la transferencia, podemos sumergir 5 min el gel con el colo-
rante azul brillante de Coomassie (Bio-Rad 161-0436) y la membrana con rojo
ponceau (Sigma P7170), con la finalidad de verificar la correcta transferencia

de las proteinas, ademds de servir como control inferno de carga.

4.2.3.5.2 Transferencia en seco

El equipo de transferencia utilizado en este tipo de transferencia fue el mismo
para todos los geles. REF

El material necesario para realizar la transferencia estd en este formato se or-
ganza de la siguiente manera; En primer lugar se coloca un papel Whatman de
12x15cm en la parte inferior, a continuacion, se coloca la membrana de PVDF y
finalmente se anaden tres papeles Whatman de 8x12cm (Extra Thick Blod PAPER
Bio-Rad). Tanto la membrana de PVDF, como los papeles Whatman deben su-
mergirse durante al menos 10 min en TGM antes de comenzar la fransferencia.

Por Ultimo se aplica una corriente de 115 V durante 15 min para el sistema Mini
Trans Blot electrophoretic Transfer Cell Bio-Rad.

Finalizada la tfransferencia, sumergimos 5 min el gel con el colorante azul brillante
de Coomassie (Bio-Rad 161-0436) y la membrana con rojo ponceau (Sigma
P7170), con la finalidad de verificar la correcta transferencia de las proteinas,

ademds de servir como confrol interno de carga.

4.2.3.6 Deteccion de las proteinas
Tenida la membrana, se debe eliminar el exceso de rojo ponceau con el tam-
pon salino Tris-Tween 1X (TTBS 1X, del inglés “Tween-tris buffer saline”) (jError! No
se encuentra el origen de la referencia.2).-Posteriormente se sumerge en leche

desnatada al 10% en TIBS 1X, durante 1h, a temperatura ambiente y en
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agitacion, para asi bloquear los sitios de unidn inespecificos. Posteriormente, se

realizan 3 lavados con TTBS 1X para eliminar los restos de la solucion de bloqueo.

TAMPON TBS 10X TAMPON TTBS 1X

Compuestos  Concentracion final Gramos Compuestos Volumen (ml)
(mM)
NaCl 500 29259 Tampén TBS 10X 100
Tris 100 12,11 g Tween 20 2 (0,2 %)
Agua desti- Enrasar 1L, y ajustar pH 7,6 Agua destilada 900
lada

Tabla 12. Compuestos utilizados en la preparacién de TTBS 10X y TTBS 1X.

A contfinuacion la membrana ha de sumergirse con el anticuerpo primario es-
pecifico para la deteccion de la proteina que interesa analizar. Los anticuerpos
se preparan diluidos a una concentracién de entre 1:1000 a 1:5000, en leche o
en BSA al 5-10% (Tabla 13), en funcion de las recomendaciones de la casa co-
mercial. El tiempo de incubacion del anticuerpo primario generalmente es over-
night a 4°C. La excepcion la forman aquellos anticuerpos que estdn conjugados
directamente con HRP, como es el caso de la B- Actina, esta se incuban 1 hy

no necesita hibridarse con ningUun anticuerpo secundario.

ANTICUERPOS PRIMARIOS

Anticuerpo PM (Kd)  Isofipo IgG Dilucién Diluyente Casa Comercial
B-ACTINA 42 Monoclonal 1:5000 10% leche en Abcam (AB)
TTBS 1X ab49900)
ALFA-TUBU- 52 Monoclonal 1:1000 5% BSA en TIBS = CS
LINA 1X
AKT 60 Policlonal 1:2000 5% BSA en TTBS = CS (9272)
1X
ATG 5 55 Policlonal 1:1000 5% BSA en TTBS = CS (2630)
1X
BECLINA 1 60 Policlonal 1:1000 10% leche en CS (3495)
TTBS 1X
COXIv 16 Monoclonal 1:1000 5% BSA en TIBS = AB (14744)
1X
DRP1 80 Policlonal 1:1000 5%BSAenTIBS CS (8570)
1X
ERK 2 (p44/42 42-44 Policlonal 1:1000 5%BSA enTIBS CS (2101)
MAPK) 1X
GAPDH 37 Monoclonal 1:5000 10 % leche en MILLIPORE MAB374
TTBS 1X
FIS 1 15 Policlonal 1:1000 5%BSAenTIBS GeneteX (GTX)
1X (111010)
LAMP1 120 Policlonal 1:1000 5% BSA enTIBS = AB (24170)
1X
LC3 18 Policlonal 1:4000 10 % leche en Sigma (L7543)

TTBS 1X



LONP-1 100 Policlonal 1:1000 5% BSA enTIBS Proteintech (15440-
1X 1-AP)
MFN-1 84 Policlonal 1:1000 10 % leche en AB 104274
TTBS 1X
OPTINEURINA 75 Policlonal 1:1000 10 % leche en CS (58981)
TTBS 1X
p-mTOR 285 Policlonal 1:1000 5%BSAenTIBS Caell Signaling
1X (2971)
pé2 62 Monoclonal 1:5000 10 % leche en = Abnova (ABN)
TTBS 1X (HO0008878)
P-P70S6k 70-85 Policlonal 1:1000 5% BSA enTIBS = CS (9202)
1X
PGC1-alfa 75-100 Policlonal 1:1000 10% leche en SC (H300)
TTBS 1X
PARKIN 52 Policlonal 1:1000 5%BSA enTIBS  CS (2132)
1X
Prohibitina 32 Policlonal 1:1000 5 % leche en CS (2426)
(PHB1) TTBS 1X
PI3K Clase llI 100 Policlonal 1:1000 5%BSAenTIBS CS (3811)
1X
Pink 1 63 Policlonal 1:1000 5% BSA enTIBS Novus (BC100-494)
1X
p-Ubiquitin - Policlonal 1:1000 5%BSAenTIBS CS 37642
Seré5 1X
SIRT-1 120 Policlonal 1:1000 5% BSA enTIBS = CS (9475)
1X
SIRT-3 28 Policlonal 1:1000 5% BSAenTIBS CS (5490)
1X
SOD1 18 Policlonal 1:500 5% BSA enTIBS = PAS-2324S
1X
SOD2 23 Monoclonal 1:1000 5% BSA enTIBS Santa Cruz (SC)
1X 133134
TFEB 65-70 Policlonal 1:1000 5%BSA enTIBS Proteintech (13372-
1X 1-)
TIMM-23 23 Monoclonal 1:1000 10% leche en BD
TTBS 1X
TOMM20 20 Monoclonal 1:5000 5% BSAenTIBS SIGMA
1X WHO0009804M
TRX 12 Policlonal 1:200 5% BSAenTIBS SC (2014¢)
1X
Tuberin TSC2 200 Policlonal 1:1000 5%BSAenTIBS CS (3612)
1X
VINCULIN 120-160  Monoclonal 1:200 5%BSAenTIBS SIGMA V9131
1X

Tabla 13. Anticuerpos primarios utilizados en el Western blotting.

Finalizado el paso anterior, realizamos tres lavados de 5 minutos con TTIBS 1X,
para seguidamente afadir el anticuerpo secundario pertinente. Este se esco-
gerd atendiendo a la especie hospedadora del anficuerpo primario. Los anti-
cuerpos secundarios se encuentran conjugados con la peroxidasa del rdbano
picante, o HRP (del inglés “horseradish peroxidase”). Estos han de prepararse en
leche al 10% a una concentracién de 1:5000 o 1:10000 del stock, y se incuba la
membrana en esta solucion durante 1h a temperatura ambiente. Finalmente,
se realizan dos lavados con TIBS 1X, y se procede al revelado de la membrana
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. llustracioén 8. Incubacion de anticuerpos y visualizacidon de proteinas

4.2.3.7 Revelado de membranas
Pararevelar la membrana, en primer lugar esta ha de cubrirse con una solucion
de ECL (del inglés "Enhanced Chemiluminiscent by luminol”) (Pierce, 32106) de
1 a 5 min. Esta solucién contiene el sustrato de la HRP, el luminol, que, al ser oxi-
dado, emite luz, y esta es directamente proporcional a la cantidad de proteina
que nos interesa cuantificar. EL revelado de las membranas se realiza de manera

digital, utilizando el analizador Amersham Imager 600.

4.2.3.8 Borrado de membranas

El borrado de proteinas se realiza cuando la membrana estd saturada o se han
revelado previamente proteinas que coinciden en peso molecular. Para ello, se
ha de retirar el exceso de ECL con TTBS 1X, seguidamente se le anade la solucién
Stripping Buffer (Thermo Scientific 46430), durante 10 min a temperatura am-
biente. Finalizado este tiempo, se realizan dos lavados con TIBS 1X durante 5 min,
y se vuelve a bloquear la membrana. Como norma general, se debe realizar la
incubacion con los anticuerpos fosforilados antes del borrado de la membrana,

y dejar la medicion de la proteina sin fosforilar después de este.

4.2.3.9 Andilisis densitométrico de las membranas
La densitometria de las membranas se llevd a cabo utilizando el software gro-
tuito Image J. Cada proteina se representa como el valor de su densitometria
entre el valor de la densitometria de su control de carga. Para poder realizar la
comparativa en experimentos diferentes, en algunas ocasiones se ha relativi-

zado la expresidn de la cantidad proteica a la condicién establecida como



control del experimento. Salvo alguna consideracion especial, las proteinas
GAPDH, B-actina o tubulina serdn las que se utilicen como control de carga de

los experimentos realizados.

4.2.4 Silenciamiento génico

El propdsito de este procedimiento es conocer la implicacion de diversos genes
en el desarrollo de una enfermedad y/o su papel en distintas vias de senaliza-

cion celular.

Para comenzar necesitamos un small interfering RNA (siRNA) que impide la sin-
tesis de proteinas especificas, provocando la degradacion del mRNA corres-
pondiente. El siRNA se une a una region especifica del mRNA complementario
para reducir su nivel de expresion. El siRNA es anidnico, por tanto, necesita un

transportador para atravesar la membrana plasmdatica (Vocelle et al., n.d.)

De todas las opciones disponibles para infroducir material genético en el interior
celular y provocar la inhibicidn de la expresion genética, se optd por la transfec-
cion quimica mediante Lipofectamina 2000® (Invitrogen 11668027). Se trata de
un lipido catidénico que actlia como vehiculo, pues gracias a la parte hidréfoba
del mismo, forma complejos con los dcidos nucleicos, impidiendo una repulsion

electrostdtica a la hora de ser introducidos,

A continuacién se detalla el procedimiento siguiendo las recomendaciones de

la casa comercial:

Dia 1: Contaje y siembra celular con medio sin antibidticos, para una confluen-

cia celular de 40-50%, a razdn de 2mil/ pocillo en placa de 6 pocillos.

Dia 2: Se realizan los cdlculos necesarios para la preparacion de todos los poci-
llos. Sabiendo que en una placa de 6 pocillos se debe considerar un volumen
de 200 pL/pocillo para redlizar la formacién de los complejos de dcidos nuclei-
cos y otros 200 uL/pocillo para introducir el siRNA seleccionado (400 ulL finales/
pocillo), nos disponemos a preparar dos tubos, uno rotulado como A y otro
como B. En el tubo A se anadirdn 4 ulL/pocillo de Lipofectamina 2000 mdas 200
uL/pocillo de OPTI-MEM, mientras que en tubo B se infroducird Tug/pocillo de
pldsmido (siRNA) mds 200 yL/pocillo de OPTI-MEM. Las mezclas de ambos tubos
por separado deberdn incubarse 5 min a temperatura ambiente, posterior-

mente ambas mezclas se unirdn entre si en un mismo tubo y se incubardn
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durante 20 min, de nuevo a temperatura ambiente. Trascurridos los Ultimos 20
min se desechardn 400 uL/pocillo de las placas de é pocillos y se ird anadiendo
el mismo volumen de la Ultima mezcla ((OPTI-MEM+Lipofectamina 2000) + (OPTI-
MEM+ siRNA))

Dia 3: Se redliza un cambio de medio, a medio con antibidticos.

24 o 48h post-tfransfeccidn dependiendo del experimento se realizard el trata-
miento oportuno, cuando sea necesario, y tras el mismo se recogerdn las células

para su posterior lisado, cuantificacion y andlisis por Western Blotting (WB).

@ Siembra celular @ greparacién delamezclaAy @ Union de la mezcla Ay la mezcla B

Lipofectamina 2000 (4ul/pocillo)
+

2ml OPTI-MEM (200ul/pocillo)

: a : 24 h después . )
) 7 Incubacién 5 min
" O O O — a T2 ambiente
- Q Q O B SiRNA (Tug/pocillo)

+
OPTI-MEM (200ul/pocillo)

Incubacién 20 min
a T®ambiente

v

Retirada de medio y Cambio de medio i
@ adicion del SIRNA @ @ Tratamiento
i W 2ml (medio con ATB)
] o & 24 h después 24 h después 424h
00 — L & 2
- e A I/
00 00

® _ —
O
xjooulme}zcla (A+f3/ : O @ O O Q O
'Y Y | Q0@
Q0@

llustracién 9. Esquema del silenciamiento génico

Los siRNA utilizados fueron los siguientes:

»siRNA Control Negativo; este se utiliza para determinar la eficacia del silencia-

miento y controlar los efectos de la tfransfeccion. (AM4611, de AMBION)

»siRNA AMPK; Este gen interfiere en la expresion de AMPK, bloqueando el pro-
ceso de activacion de la AMPK (AMPK (#HA02727114, de Sigma-Aldrich).

»siRNA BECN1; Este otro gen que interfiere en la expresion de beclina 1, bloquea
el proceso autofdagico a nivel del complejo PISKCIII BECN1 (5'-UUCCGUAAG-
GAACAAGUCGGTAT-3').



»siRNA del Complejo de esclerosis fuberosa 2 (TSC2); Interfiere en la inhibicidon
de la actividad de mTOR inactivando el proceso autofdgico (5269468, de Invi-

frogen-Life).

4.2.5 Sobreexpresion génica

La sobreexpresion génica consiste en sobreexpresar un gen relacionado con la
expresion de una proteina de interés. Durante esta tesis se realizd la sobreexpre-
sidn de un pldsmido formado por la proteina DsRed (proteina fluorescente roja,
de la anémona marina de la especie IDsosoma) mutada a DsRed1-E5 “Timer”,
esta es una proteina fluorescente sensible al fiempo que emite fluorescencia
verde cuando se ha sintetizado recientemente y cambia de formairreversible a
rojo pasado el fiempo. Timer se encuentra unida en su extremo N terminal con
una secuencia de orientaciéon mitocondrial (MTS) del gen de la subunidad VIl
del citocromo C oxidasa (matriz mitocondrial) bajo el control del promotor cons-

titutivo “CMV". Por tanto este pldsmido, denominado “MitoTimer” nos brinda in-

MitoTimer

A
I I
o | TTENEER o

formacioén temporal y espacial sobre el recambio de mitocondrias. pues permite
observar, si las mitocondrias son sintetizadas “de novo” al emitir fluorescencia
verde, o por el contrario son mitocondrias maduras, al emitir fluorescencia roja.
(Laker et al., 2014)

llustracién 10. Reporter MitoTimer

A continuacion se detalla el procedimiento general:

Dia 1: Contaje y siembra celular en medio sin antibidticos. Tanto en las lamelas
de la placa de 24 pocillos como en la placa de 96 pocillos, se utilizd una solucidon
de coldgeno a una concenfracion de 50ug/ul diluido en una solucion de acido
acético al 0.2%, a su vez diluido en agua destilada, previo a la siembra para
evitar que se levantaran las células con los diferentes lavados. La confluencia
celular de la siembra en este caso fue del 80- 90%, a razdén de 500 ul/ pocillo en

placa de 24 pocillos y de 100 uL en placa de 96 pocillos.
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Dia 2: Preparacion de los cdlculos necesarios para la preparacion de las mezclas
de transfeccién; Tanto para la placa de 24 pocillos como para la placa de 96
pocillos, se prepararon las siguientes mezclas; mezcla_A) Se anaden 2 uL/pocillo
para (placa de 24 pocillos) y 0,5 yL/pocillo (para placa de 96 pocillos) de Lipo-
fectamina 2000 + 50 uL/pocillo (placa de 24) y 25 uL/pocillo (placa de 96) de
OPTI-MEM, mezcla B) 0,8 ug/pocillo ( en placa de 24) y 0,2 pg/pocillo (en placa
de 96) del pladsmido (Mito-TIMER) + OPTI-MEM, en idénticas cantidades que en
la mezcla A. A contfinuacion estas mezclas son incubadas, por separado, 5 min
a temperatura ambiente, y posteriormente se unen en un mismo tubo, gene-

rando la mezcla final que se incubard entre 20 y 30 min.

Tras laincubacion de la mezcla Ay B, se ha de eliminar de cada pocillo el mismo
volumen que se anade de la mezcla final. Para placas de 96 pocillos, se anaden
50 pL/pocillo, mientras que para placas de 24 pocillos se anaden 100 uL/pocillo

de la mezcla final.
Dia 3: Cambiamos el medio de la placa por medio con antibidticos.

Dia 4: Tratamos pasadas 48 post-transfeccion.

4.2.6 Estudio de expresion diferencial de genes

Para investigar la expresion de un determinado gen atendiendo al estimulo con
los diferentes extractos de cascabullos o fratamientos, se aplica la técnica de
PCR (del inglés "Polymerase Chain Reaction™”) a tiempo real, conocida como
PCR cuantitativa. Se utiliza el marcaje SYBR Green |, éste se une de forma espe-
cifica al ADN (&cido desoxirribonucleico) de doble cadena, de tal forma que la
cantidad de fluorescencia verde emitida es directamente proporcional a la

cantidad de producto de PCR formado.

Para poder realizar comparaciones con otros genes, se emplea el método de la
cuantificacion del ciclo umbral o Ct (del inglés threshold cycle). Cuando la fluo-
rescencia supera un valor umbral arbitrario (ruido de fondo), aparece el Ct, de
tal modo que a Ct bajos habrd mayor cantidad de ADN inicial, mientras que por
el contrario, para Ct altos habrd menor cantidad. Para realizar la comparativa,
se utiliza la férmula 2-244¢t, Dicha formula se realizard, ya que la comparativa es

realizada en la fase exponencial de la PCR.



4.2.6.1. Extraccion de RNA

La extraccion de RNA serd un paso imprescindible para poder comparar la ex-
presion de genes de las céelulas. En nuestro caso, para llevar a cabo este proto-

colo, utilizamos TriSure (trizol).

Previo a la extraccion, se siembran las células de las que queramos obtener el
RNA en placas de 6 pocillos, a razén de 3 pocillos por condicion, a una con-
fluencia del 80% y 24h después de la siembra, con las células adheridas, se fra-

tan.

Tras el tratamiento, se elimina el medio en el que se encentran las células y se
anaden 333 L de TriSure/pocillo (aproximadamente 1ml entre los 3 pocillos), a
continuacién se trasvasan las células a eppendorf de 1,5ml, rotulados previa-

mente con cada condicion.

A partir de este paso podemos, bien congelar a -80°C (mdximo un mes), o bien
continuar con la extracciéon; de ser asi, tras anadir TRISURE y recoger las células
con este, se incuban a temperatura ambiente 5 min, posteriormente se anaden
0.2 ml de cloroformo y se agita 15 seg vigorosamente, posteriormente se incu-
ban 5 o 10 min a temperatura ambiente y se centrifugan a 10400 rom 15 min a
4°C. Cada microtubo presentard dos fracciones, la fraccidn que nos interesa
serd la fraccidon acuosa (parte superior), esta se trasvasa a ofro eppendorf de
1,5 mly aligual que en el apartado anterior, en este momento podriamos parar

la extraccion congelando ésta a -20°C o bien continuar con el protocolo.

A continuacion, se anaden 0.5 ml de Isopropanol 100X e incubamos 10 min a
temperatura ambiente, posteriormente se centrifuga a 10400 rom 10 min mds a
4°C.

Finalmente eliminaremos el sobrenadante con especial cuidado para no perder
el pellet y cuando se haya evaporado parcialmente anadiremos 1 ml de etanol

al 75% (preparado con agua libre de ARNasas). El almacenamiento de las mues-

tras podrd hacerse durante un ano a -20°C o bien una semana a 4°C.

4.2.6.2. Calidad del ARN

La calidad ARN extraido tendrd que ser analizada antes su utilizacién, para ello
se mide su absorbancia a las longitudes de onda de 260 y 280 nm en un espec-

trofotometro especifico (Nanodrop, Thermo Scientific). Si el cociente obtenido
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se encuentra entre 1,9 y 2,2, el ARN serd de calidad y por tanto estd en condi-
ciones 6ptimas para ser utilizado. Un cociente de 2,0 se tfraduce en un ARN puro,
mientras que un cociente menor o igual a 1,8 implica que el ARN esté contami-

nado bien por ADN, o bien por proteinas y/o polifenoles.

4.2.6.3. Sintesis del ADN codificante

Una vez extraido el ARNm de calidad, debemos realizar una transcripcion in-

versa para obtener el ADN codificante, y poder asi realizar la PCR cuantitativa.

Para ello, se utiliza un kit comercial, First Strand cDNA Synthesis kit. Previo al uso
del kit, las muestran deben ser cuantificadas en el espectrofotémetro. Posterior-
mente se prepara cada condicidn en un eppendorf. A continuacién adjunto la

tabla que incluird todos los compuestos utilizados (Tabla 14).

SINTESIS DE ADN CODIFICANTE (KIT NZY)

Compuestos Volumen

Master mix (dNTPs, MgClz, Tag polimerasa, agua libre de 10 l
Rnasas y tampdn de pH)

Enzima retrotranscriptasa 2 ul
Mvuestra de RNAm Hasta 5 ug
Agua libre de Rnasas Completar hasta 20 pl

Tabla 14. Kit de retrotranscripcién
A continuacioén, insertaremos las muestras en el termociclador con la secuencia

que aparece en la siguiente ilustracion.
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llustracién 11. Condiciones del termociclador.

Finalmente anadiremos 1 uL de ARNasa a las muestras de la PCR resultante.

Para comprobar que el ADN codificante es de calidad, debemos realizar. al
igual que se hizo con el ARNm, mediciones en el nanodrop, en este caso el co-
ciente de la absorbancia serd de 260 y 230 nm. Si el cociente entre estas dos
absorbancias se encuentra entre 1,8 y 2,2 el ADN se puede considerar puro. Si
este estd cerca de 1,8, la muestra es de buena calidad, sin embargo valores

inferiores a 1,8 indican contaminacioén proteica de la muestra.

4.2.6.4. PCR cuantitativa

Una vez constituido y diluido el ADN codificante a nos dispondremos a estudiar

los genes de interés, mediante qPCR.

Utilizaremos una placa de 96 pocillos especifica REF, donde realizan las medicio-

nes por triplicado. Cada pocillo se preparard con la siguiente mezcla:

MUESTRAS qPCR

Compuestos Volumen/pocillo
ROX Low Tl

Cebador Sentido (del inglés “Fordward” (Fw)) 0.25 ul

Cebador Anti-sentido (del inglés “Reverse” (Rw)) 0.25 ul

SYBR Green 2X 5yl

Muestra de cDNA (10ng/ul) [

Agua libre de Rnasas 3.3 ul

Tabla 15. Compuestos para la preparacion de las muestras de gPCR

A confinuacion en la Tabla 16 aparecen los cebadores sentido y anti-sentido de

cada uno de los genes que hemos estudiado.
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GEN DIRECCION SECUENCIA NUCLEOTIDICA

CTSB Sentido 5'-AGTGGAGAATGGCACACCCT-3'
Antisentido 5'-AAGAAGCCATIGTCACCCCA-3’
CT1sC Sentido 5'-CGCCTTCCTGGTAATICTTC-3'

Antisentido 5'-GTGGTCCCATAACCGAGCAG-3

CT1SD Sentido 5'-GCGTCATCCCGGCTATAAG-3'
Antisentido 5'-ATGGACGTGAACTIGTGCAG-3’
GAPDH Sentido 5'-AGCCACATCGCTGAGACA-3’
Antisentido 5'-GCCCAATACGACCAAATC-3'
LAMP1 Sentido 5'-AACTTCTCTGCTGCCITCTC-3'
Antisentido 5'-GAGTGAGTGTATGTCCTCTT-3'
LAMP2 Sentido 5'-TGCTGGCTACCATGGGGCTG-3'
Antisentido 5'-GCAGCTGCCIGTIGGAGTIGAG-3'
LONP-1 Sentido 5'-ATGGAGGACGICAAGAAACG-3'
Antisentido 5'-GATCTCAGCCACGTCAGTICA-3’
MEFNT1 Sentido 5'-ACCCGAGGAGGTIGGCAAACAAA-3’
Antisentido 5'-GCTGGGTICTGAAGCACTAAGG-3'
MFN2 Sentido 5'-GGTGCTCAACGCCAGGATICA-3’
Antisentido 5'-TGCCGCTCITCACGCATITCC-3’
TFEB Sentido 5'-GGTGCAGTCCTACCTIGGAGA-3'
Antisentido 5'-GTGGGCAGCAAAGITCC-3'

Tabla 16. Primers sentido y antisentido utilizados.

Para llevar a cabo la amplificacion de la region codificante para ambas regio-
nes genomicas, se utiliza un equipo de PCR a tiempo real (7500 de Applied
Biosystems). Una vez infroducidas las muestras preparadas (Tabla 18) se utilizardn
unas condiciones de trabajo que se detallan en la figura 7. Para poder compa-
rar y analizar resulfados es imprescindible la utilizacién de un control enddgeno.
Los controles enddgenos utilizados en nuestro caso fueron el gen del gliceral-
dehido3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH), y/o bien el gen de la B-Actina, am-

bos controles permanecen estables de acuerdo con el tipo celular utilizado.
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llustracion 12. Condiciones gPCR a tiempo real en 7500

4.2.7 Microscopia de fluorescencia y marcajes celu-

lares

Para poder visualizar las diferentes proteinas y/o marcadores de los distintos or-
gdnulos celulares, utilizamos la microscopia optica de fluorescencia, se frata de
un fendmeno fisico muy utilizado en biologia celular, principalmente por su alta

sensibilidad y especificidad.

Durante la tesis doctoral los ensayos de inmunofluorescencia (IF) fueron elabo-

rados fanto en placas de 96 pocillos, como en placas de 24 pocillos con lamelas.

Para la microscopia en placa de 24 pocillos con lamelas, la adicién de las lame-
las en el interior de los pocillos se ha realizar antes de la siembra. Incorporadas
las lamelas, se lavan con PBS 1X y se desinfectan con rayos UV durante 5 min,
por Ultimo se aspira la placa y se deja preparada para la siembra de las células.
En medio normal, con un volumen de 500 pl por pocillo y a la concentracion
correspondiente, de acuerdo con el fipo celular utilizado, se realiza la siembra
celular, 24 horas mas tarde, realizamos el fratamiento (4 o 24h), para su posterior

recogida y procesamiento.

En caso de utilizar placa de 96 pocillos, se sembrardn las células directamente
anadiendo 100 pl/pocillo a la concentracién correspondiente segun el tipo ce-

lular. Tras 24 horas se realizan los tratamientos oportunos (4- 24 h).

A continuacion se detallan los pasos a seguir para llevar a cabo la IF:
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Previo a la fijacion se administran aquellos marcajes que queramos observar in
vivo. Una vez finalizado el tfratamiento, se retira el medio con los tratamientos y
se anade medio fresco adicionado con el marcaje que queremos observar, a
una concentracion y durante un tiempo determinado (Tabla 17). Transcurrido el
tiempo de incubacion del marcaje, eliminamos el medio y lavamos con PBS 1X

2-3 veces. A continuacioén se procede a la fijacion celular.

MARCAIE IN VIVO

Marcaje Concentracion final T° Casa comercial
Lysotracker (LTR) Red 500 nM 15 Invitrogen (L7528)
Mitosox 1 UM 15 Invitrogen (M36008)

Tabla 17. Tipos de marcajes in vivo.

Fijacion celular: El primer paso fras ser tratadas si no se va a realizar un marcaje
in vivo es la fijacién, para ello las células se deben lavar con PBS 1X (2-3 veces),
antes y después de fijarse con PFA al 4 % en PBS 1X durante 20 o 30 min a tem-
peratura ambiente. Podremos preparar PFA 4% con Hoechst 1/10.000, un inter-

calante nuclear que nos permite observar y cuantificar este orgdnulo.

Permeabilizacion y bloqueo: Cuando queramos realizar el marcaje de una pro-
teina especifica con un anticuerpo, deberemos facilitar la entrada del anti-
cuerpo especifico de reconocimiento de la proteina de estudio, a través de la
membrana citoplasmdtica, para ello utilizaremos un detergente capaz de per-
meabilizar la misma. Esta permeabilizacion se puede realizar usando diferentes
detergentes (Tritdn, SDS, o Saponina). El Tritdn X-100 se utiliza a una concentra-
cion de 0.1% diluido en PBS 1X durante 5 min, a contfinuacion se han de bloquear
los sitios inespecificos de unidén con BSA Tml/ml en PBS 1X durante 20 min, o bien
permeabilizar y bloguear en un mismo paso con Saponina 0.01% en BSA Tml/ml
durante 1h. Enfre todos y cada uno de los pasos se lavard con PBS 1X para quitar

el excedente de cada reactivo.

Incubacién de anticuerpos: Tras el Ultimo lavado con PBS 1X, en caso tener que
anadir anticuerpos primarios, estos se hacen diluidos en BSA 1 mg/ml a una con-
centracion y tiempo de incubacion necesario segun el anticuerpo utilizado (ta-
bla 20). Todas las incubaciones se realizan en un ambiente de humedad y oscu-
ridad. Transcurrido el tiempo de incubacién se deben realizar 2-3 lavados con
PBS 1X y anadir el antficuerpo secundario especifico, de nuevo diluido en BSA

Img/ml a la concentracion y tiempos correspondientes (Tabla 18).



Anticuerpos IF

Anticuerpo  Casa Co- ] Incuba- Anticuerpo 2° I Incuba-
1° mercial cién cién
LAMP1 Abcam 1:250 h Policlo- Alexa Fluor 1:500 30 min
(ab24170) nal Anti-rabbit
(11034)
P62 Abnova 1:250 Th Mono- Alexa Fluor 1:500 30 min
(HO000887 clonal Anti-mouse
8-M01) 1500 overnight (11004)
TOMM-20 Santa 1:250 Th Mono- Alexa Fluor 1:500 30 min
Cruz clonal Anti-mouse
(sc17764) (11004)
TFAM Invitfrogen 1:50 Th Policlo- Alexa Fluor 1:200 30 min
#PAS- nal Anti-mouse
29571 (11004)
ADNmM PROGEN 1:50 h Mono- Alexa Fluor 1:200 30 min
61014 clonal | Anti-rabbit
(11034)

Tabla 18. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en Inmunofluorescencia

El Ultimo paso antes de la visualizacion al microscopio y posterior andlisis serd el
lavado con PBS 1X. En el caso de la placa de 24 pocillos, se realiza el montaje
de las lamelas con pegamento (Fluoromont-G) en los portaobjetos, y se dejan
secando 24 h antes de su procesamiento en el microscopio éptico invertido de
fluorescencia (Olympus IX-51). La captura de imdgenes es realizada con una

camara fotogrdfica (Olympus DP70).

Andlisis de resultados: Para la evaluacidn de los resultados obtenidos, se cuen-
tan al menos 200 células por cada condicion, utilizando el software de andilisis

ImagelJ.

4.2.8 Microscopia electronica

Para determinar si los tratamientos con los cascabullos alteran o no los distintos
orgdanulos o compartimentos celulares. A nivel ultraestructural se realiza un estu-
dio mediante microscopia electronica de transmision (MET) en las SH-SY5Y pro-

cedentes de neuroblastoma humano tratados con los extractos.

Para poder realizar este experimento, es necesario un gran contenido celular,
por ello se siembra una placa de 6 pocillos por condicion, a una concentracion

de100.000 células/ml. Una vez sembradas las células, son tratadas durante 4
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horas con sus respectivos tfratamientos, por Ultimo se realiza la recogida y proce-

samiento de estas.

Para la recogida y el procesamiento de las muestras se siguen los siguientes pa-

SOS:

En primer lugar, el medio en el que las células son tratadas es retirado y elimi-
nado, posteriormente se han de realizar 3 lavados con PBS 1X, y a contfinuacién
se anaden 150 ul de tripsina/pocillo que dejamos actuar 5 min a temperatura
ambiente. La tripsina de los 6 pocillos es recogida en un mismo eppendorf de 2
ml previamente rotulado, donde con anterioridad se ha anadido Tml de medio
fresco nuevo. A continuacion centrifugamos a 1200 rom 5 min a 4°C. Se retira el
sobrenadante con mucho cuidado y se le anaden 300 pl de glutaraldehido all
2,5 %, que se incuba durante 2 horas a 4°C. Se repite la centrifugacion con las
mismas condiciones y se retfira de nuevo el sobrenadante con cuidado. Anadi-
mos 300 ul de cacodilato 0.TM a pH 7.4 e incubamos 5 min a 4°C, este paso se
realiza suavemente pues no Nos interesa que el pellet se despegue, a continua-
cion se centrifuga a 1200 rom 4 min a 4°C, finalmente repetimos este paso en
dos ocasiones mds, desde la adicion de cacodilato, sin realizar la Ultima centri-

fugacion.

Las muestras son procesadas y enviadas para su andlisis al Servicio de microsco-
pia del Centro de Investigacion, Tecnologia e Innovacion de la Universidad de

Sevilla

4.2.9 Técnica de MTT

Este ensayo, consiste en un ensayo colorimétrico que se utiliza para determinar
el nUmero de células vivas. El ensayo de MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-
il-2,5 difenil tetrazolio) se basa en la conversion, del MTT a cristales de formazdn.
De acuerdo con esto, la cantidad de formazdn formada serd proporcional al
numero de células viables o bien, a la capacidad mitocondrial de estas células
de convertir el MTT en un precipitado de formazdn insoluble, mediante la activi-
dad de las deshidrogenasas mitocondriales, en particular de la succinato deshi-
drogenasa, presente en la cadena de fransporte mitocondrial, ademds de ofras
reductasas citosdlicas o de otros compartimentos celulares, que serdn respon-

sables de la formacioén de las coenzimas reducidas resultantes (NADH y NADPH)



qgue a su vez convertiradn el MTT a cristales de formazdn insolubles en medio

acuoso pero soluble en isopropanol acido. (Supino, 1995)

Para llevar a cabo la técnica, se siembra y se frata una placa de 96 pocillos,
(cada condicién por triplicado), posteriormente, transcurrido el tiempo de tra-
tamiento, se anaden 10 pl/ pocillo de MTT (5 mg/mil) diluido en PBS 1X (Tabla 15)
y a contfinuacion, se introducen las células en elincubador a 37 °C, en atmodsfera
de CO2 y durante 2 horas. Transcurrido este tiempo, se retira el medio vy el for-

mazdn precipitado se disuelve con una soluciéon acida de isopropanol puro.

Para determinar la cantidad de formazdn presente en la muestra, se mide la
absorbancia a 570 nm (TECAN INFINITE M NANO*). Los resultados obtenidos se
expresan como porcentaje de viabilidad celular, respecto al grupo control, el

cual se establece como el 100 %.

4.2.10 Citometria de flujo

La citometria de flujo es una tecnologia unicelular que mide la dispersion de la
luz vy la fluorescencia con el fin de determinar ciertas propiedades celulares
como el tamano, el estado organelar o bien determinar el nUmero de células

vivas mediante marcaje celular.(Robinson, 2022)

Los marcajes se realizan con fluorocromos que emiten fluorescencia a diferen-
tes longitudes de onda, esto permite que las células se puedan marcar con di-
ferentes fluorocromos a la vez, obteniéndose asi mds informacién con un solo
experimento. Ademds permiten identificar diferentes subconjuntos fenotipicos e

incluso aislar una Unica célula en suspension.

Se utilizaron dos modelos para el andilisis por citometria de flujo, en primer lugar
el citbmetro de Cytomics FC 500 de Beckman and Coulter, y en segundo lugar

el citbmetro de Cytoflex Beckman Coulter Life Sciences.
A continuacion detalla el protocolo utilizado durante esta técnica:

1. Siembra celular en placa de 6 pocillos, donde se destinan 3 pocillos a
cada condicién.

2. A continuacion se lleva a cabo el marcaje celular con aguellos marcajes
que requieren preincubacion, se anaden entfre 15-30 min previo ala adic-

cién de los tratamientos para que puedan ser evaluados posteriormente.
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De tal modo que, antes de anadir el fratamiento seleccionado se aspira
la placa y se anade medio fresco preparado con el marcaje a la con-
centracion requerida. Una vez finalizado y previa a la adicion de los tra-
tamientos, se retira el medio y se realizan dos lavados con PBS 1X.

3. Seguidamente se realizan los tfratamientos y se dejan en el incubador el
tiempo necesario (4-24h).

4. Recogemos las células con tripsina 1X, recogiendo el medio de los 3 po-
cillos/condicién en un falcdn de 15ml, centrifugamos a 1200 rom durante
12 min y eliminamos el sobrenadante.

5. Resuspendemos el pellet de cada falcédn con 300 ul de medio fresco, adi-
cionado con el marcaje a las dosis indicadas (Tabla 19).

6. Por Ultimo se reparten los 300 pl en 3 pocillos de una placa de 96, y se

lleva a cabo el procesamiento de esta en el citbmetro.

A confinuacién en la siguiente tabla se muestra cada marcaje utilizado, con las

concentraciones y los tiempos de incubaciéon usados.

MARCAIE IN VIVO

Marcaje Concentra- T° T Casa comercial
cion final

Anexina V FITC 1X 37°C

Cell ROS 2,5 UM 37°C

loduro de Propidio 15' 37°C

(1P)

Lysotracker (LTR) 500 nM 15 37°C Invitrogen

Red (L7528)

Mitosox red 2,5 uM 15 37°C Invitrogen
(M36008)

Mitotracker Green 100nM 15'pretratamiento

(MTG) 15'postratamiento) 37°C

TMRM 50nM 15’ 37°C

Tabla 19. Marcajes in vivo utilizados en Citometria de flujo

Anexina V FITC: La anexina V, también denominada anticoagulante vascular
humana, es una proteina que posee una alta afinidad, dependiente de Ca?,
por la fosfatidilserina (PS). En condiciones normales la PS se encuentra en el inte-
rior de la membrana plasmatica (a nivel citosdlico). Cuando la célula sufre
apoptosis la PS migra al exterior de la membrana y es reconocida y marcada
por la anexina V FITC (fluoresceina-5-isotiocianato) mediante fluorescencia
verde, de tal manera que a mayor cuantificacién de verde mayor porcentaje

de muerte celular (Vermes et al., 1995)



loduro de propidio: El ioduro de propidio (IP, Sigma P4170) es un fluoréforo que
no es capaz de atravesar la membrana plasmatica, por lo que solo serd capaz
de tenir aquellas células que presenten un defecto en su membrana. Dentro de
la célula, el IP actia como un agente intercalante de dcidos nucleicos, y au-

menta de 20 a 30 veces su fluorescencia cuando estd unido a ellos.

Lysotracker red (LTR): Fluoréforo que se une selectivamente a los orgdnulos aci-
dicos, y que atraviesa facilmente las membranas celulares. Se frata de una tin-
cion Util para la deteccidn de la masa lisosomal en poblaciones y subpoblacio-

nes celulares.

MitosoX red: Es un detector rdpido y sencillo, muy especifico de estrés mitocon-
drial, en células vivas, generado por especies reactivas de oxigeno (ROS). Este
colorante fluorogénico es muy selectivo, pues solo puede ser oxidado por el su-
perdxido mitocondrial, esta oxidacion da lugar a un producto rojo altfamente

fluorescente.

Por tanto, utilizaremos este marcaje para evidenciar el estrés mitocondrial gene-

rado y/o revertido tras la adicidon de los cascabullos.

Mitotracker Green (MTG): Marcador capaz de tenir mitocondrias de células vi-
vas. Para etiquetar las mitocondrias, el MTG difunde pasivamente a través de la

membrana plasmdtica y se acumula en las mitocondrias activas.

4.2.11 Andlisis de flujo metabdlico (Seahorse)

Para realizar el andlisis del flujo metabdlico se utilizd el analizador Agilent
Seahorse XFe?6, (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, Estados Unidos). Este se
empled para la determinacion del estado de la respiracion mitocondrial, tanto
en fibroblastos humanos, como en células SH-SY5Y. Para la determinacion del
estado de la respiracion mitocondrial se estudiaron las variaciones de la tasa de
consumo de oxigeno (OCR, pmol O2/min, del inglés "Oxygen consumption
rate”), y del pH (ECAR, mpH/min del inglés “ExtraCellular Acidification Rate™). En
este equipo existen numerosos sensores capaces de medir estos pardmetros en
espacios y volimenes muy pequenos, ademds, estd permitida la adicion pro-
gramada de distintos compuestos que se inyectan de forma secuencial en los

pocillos y que permiten estudiar diferentes estados metabdlicos.
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4.2.11.1 Siembra en placa y preparacion del

cartucho del sensor

La confluencia celular 6ptima de la siembra se establecidé segun el tipo celular.
De tal modo que, para los fibroblastos humanos (Co y G2019S) se establecié una
confluencia 6ptima de siembra de 20.000 cél/pocillo, mientras que, para las SH-
SY5Y se utilizaron15.000 cél/pociilo. Es imprescindible que antes de realizar cual-
quier siembra, se compruebe que las células que se van a utilizar tienen una alta
viabilidad, y que no llevan en cultivo mds de 3 semanas pues observamos que
un aumento excesivo del nUmero de pases puede interferir en los resultados fi-

nales obtenidos.

Las células se siembran en toda la placa, excepto en los pocillos de las 4 esqui-
nas (estos nos servirdn como controles), con un volumen de 80 UL de medio. Si

las células se siembran a primera hora de la manana, se les anadird 100 uL mds

@ Siembra celular @ Adicién de medio

N U\

3-4 h después

de medio fresco DMEM, una vez que las células estén adheridas (3-4 h después
de la siembra aproximadamente) para evitar la deshidratacion celular por eva-

poracion del medio.
llustracién 13. Protocolo de Siembra celular para andlisis metabdlico mediante seahorse.

A continuacién se hidratard el cartucho. La hidratacion de este se puede reali-
zar el dia antes de la medicion, con 200 pyL de agua destilada miliQ, y al dia
siguiente, 1 hora antes de la misma, anadirle 200 pL de la solucion calibradora
(XF Calibrant), o bien realizar la hidratacion directamente 1h antes de la medi-
cioén. El tampdn calibrador debe actuar durante al menos 1 h precalentado y

no mas de 24 h. Tanto si anadimos agua destilada como la solucion de



calibraciéon directamente, el cartucho ha de mantenerse en una estufa a 37°C,
sin COz2, hasta el momento de la preparaciéon del kit, carga de este en el cartu-

cho, y puesta en marcha y calibracién del aparato.

Por Ultimo se enciende el analizador XFe?6, el ordenador y el software (Wave).
Estos dos Ultimos los dejaremos encendidos hasta que se alcance la tempera-
tura optima (37°C), una vez alcanzada la temperatura, podremos apagarlos y

dejar encendido el aparato para poder utilizarlo al dia siguiente.

4.2.11.2 Tratamiento
El segundo dia se preparan y se adicionan los tfratamientos a razén de 100 uL
/pocillo en el medio DMEM que corresponda, segun el tipo celular. Ademds, se
prepara un falcon con 45 ml de medio seahorse (XF DMEM (103575-100, Agilent)

(Tabla 21), y se deja en el bano termostdatico a 37°C.

MEDIO SEAHORSE

Compuestos Concentracioén final Volumen (ml)
Medio DMEM XF (sin rojo fenol) - 39.55
Glutamina 200mM 2mM 0.45
Sodio piruvato200mM TmM 0,45
Glucosa 100mM 10mM 4,5

Tabla 20. Componentes del medio seahorse.

Este medio se utilizard para reemplazar el medio con el que hemos realizado los
fratamientos previomente (con rojo fenol). El reemplazo se realiza 1 h antes de
la finalizacién de la incubacién con estos, es decir, cuando realizamos un trata-
miento de 4 h, pasadas 3 h desde su incorporacion, retiramos el medio de los
tfratamientos de la placa, realizamos un lavado con 120 yL de medio XF DMEM
(sin rojo fenol), y por Ultimo retiramos el lavado y anadimos de nuevo los mismos

fratamientos con 180 uL de medio XF DMEM.
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@ Siembra celular Anadimos el tratamiento de 4h Se retira el medio y se lava la placa con
en medio DMEM (rojo fenol) medio seahorse (sin rojo fenol)

120ul

S \1 ooul

/
24 h después 3 h después 7 \\/
> > DAPLCL (S (OO 1/77.; L
Anadimos de nuevo el @ Llevamos a una estufa sin CO, @ Introducimos en el Seahorse
tratamiento e incubamos 1h

180ul \
=

b G 1 hdespués S

/  :
X 1h @37«;

llustracién 14. Procedimiento para el andlisis metabdlico mediante seahorse

4.2.11.3 Kits comerciales
Existen diferentes kits comerciales que permiten analizar la modulacién de la res-
piracion mitocondrial y la glicolisis mediante la inyeccion de determinados com-
puestos. Cada kit tiene bien establecido el efecto de cada uno de sus com-
puestos sobre el OCR y el ECAR, por tanto, las variaciones de estos en funcion
de los diferentes tratamientos o mutaciones celulares permitird conocer de ma-

nera altamente fiable si existe 0 no modulacidn de la respiracidon mitocondrial.

4.2.11.3.1 Kit Mito Stress
Este kit es capaz de determinar pardmetros relativos a la actividad mitocondrial
de células en cultivo, a través de la medicidn de variaciones en la tasa de con-
sumo de oxigeno, para ello, utiliza 4 compuestos que provocan cambios en la

cadena de transporte de electrones mitocondrial. (Tabla 21).



XF CELL KIT MITO STRESS

Compuestos Puerto Volumen/puerto Concentracion final
Oligomicina A 20 1 uM

FCCP B 22 ul 2 UM
Rotenona/Antimicina C 25 ul 0,5 uM

Tabla 21. Compuestos Kit Mitro Stress

Secuencialmente, se utilizan en el siguiente orden; en primer lugar se utiliza la
oligomicina (1 uM), ésta inhibe el complejo V (ATP-sintasa) de la cadena de
fransporte mitocondrial, provocando una caida del OCR al bloguear el trans-
porte de protones hacia la matriz mitocondrial y en consecuencia la produccion
de ATP mitocondrial. Posteriormente se inyecta FCCP (del inglés “Carbonyl cya-
nide-4-(trifluoromethoxy) phenylhydrazone”) (2 uM), este es un protondforo que
permite el paso de protones hacia el espacio intermembrana mitocondrial in-
dependientemente de la actividad de los complejos de la cadena respiratoria
mitocondrial, induciendo asi el aumento OCR al maximo. En Ultimo lugar se in-
yectarotenona/antimicina A (ambas a 0,5 uM). La rotenona actiUa blogueando
el complejo | mitocondrial y la Antimicina A bloquea el complejo Il mitocondrial,
la combinacion de ambas bloguea por completo la actividad de la cadena
respiratoria mitocondrial al impedir el paso de protones al espacio infermem-
brana, provocando la disminucién total del OCR, a excepcidn de aguel que se

produzca por procesos de “‘respiracién no mitocondrial”.

Citoplasma

000000000000 00000000000000000000000000000000000000 PBD
Membrana
externa

00000000000000000000000000000000000000000000000000 GOe
E!ig:rﬁgmh;ana Rotenona Antimicina A Oligomicina

Membrana
interna

Matriz
mitocondrial

NADH NAD® Succinato Fumarato
+2H' +2H"

T
Cadena de Transporte Electronico

lustracién 15. Cadena de fransporte mitocondrial. Created with BioRender.com
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4.2.12 Determinacion de la degradacion de protei-

nas de larga vida.

Normas de seguridad

Debido a que en esta técnica se trabaja con un compuesto radioactivo, se de-
ben evitar los riesgos de contaminacion. Para ello debemos adoptar medidas
de seguridad especificas tanto en la manipulacion de los residuos, como en la
gestion de estos. Aunque la actividad del compuesto utilizado no es muy alta,
conviene utilizar doble guante, a ser posible, que cubra las mangas de la bata,
uso de campana extractora de gases y gafas protectoras de metacrilato. Todas
estas medidas han sido monitorizadas y validadas por el Servicio de Profeccion
Radioldgica del Servicio de Apoyo a la Investigacién de la Universidad de Extre-

madura (SAIUEX), servicio donde se han realizado las determinaciones.

Para llevar a cabo la determinaciéon de la degradacion de proteinas de vida
media larga se utilizé valina marcada con el isétopo radiactivo 14C (0,2
mCi/mL). Este precursor se utilizd sobre la linea celular SH-SY5Y.

Las SH-SYS5Y fueron sembrados en placas de 6 pocillos, con medio DMEM
completo, arazon de 3 pocillos/condicion. Tras 24 h, se deben aspirar las placas
y posteriormente anadirles Tml/pocillo de L-['*C]-Valina al 0,5 pl/ml diluido en
medio DMEM, para, a continuacién, dejar en el incubador a 37°C, en atmosfera
de COq2, durante otras 24 h. Al dia siguiente eliminamos la cantidad de radioisd-
topo que no ha sido incorporado mediante 3 lavados de PBS 1X. Posteriormente
las células serdn incubadas en medio DMEM completo en presencia de 10 mM
de L-valina a 37°C durante 1 h. Tras este paso, eliminamos el medio de las placas
y anadimos los fratamientos diluidos en medio completo con L-valina a 10 mM.
durante 4 h a 37 °C. A partir de este punto se trabaja con tres fracciones, frac-
cion celular (Re) adherida a la placa, fraccién suspendida en el medio (Rs) y

fraccion precipitada en el medio (Rp).

Tras la finalizacion de los tratamientos se recoge el medio de cada condicion
en un eppedorf llamado (Rp). A este medio se le anaden 100 ul de TCA (&cido
tricloracético) al 100 %, y se mantiene en agitacién overnight, a 4 °C. Al dia si-
guiente se centrifugan las muestras a 5206 rom durante 20 min a 4 °C, a conti-
nuacién el sobrenadante o fraccién en suspension (Rs) es trasvasado a un mi-

crotubo limpio denominado (Rs), donde se anadird 1 ml de liquido de centelleo



previo a su andlisis. El pellet obtenido tras la cenfrifugacion es resuspendido en
500 pl de NaOH 0,2 M, para finalmente, obtener la fraccién precipitada (Rp), a
este Ultimo también deberemos anadirle 1 ml de liquido de centelleo previo al
andlisis.

Por otra parte para formar la Re, las placas sin medio son congeladas a -80°C.

Una vez sacadas del congelador de -80°C, se lavan 3 veces con PBS 1X, tras
eliminarlo, anadiremos 1 mi/pocillo de TCA frio al 10 % (vol/vol) que dejamos
actuar durante 30 min a 4 °C, para asi poder precipitar las proteinas marcadas.
Posteriormente se reemplaza el TCA por 0,5 mL de NaOH 0,2 M que dejamos
actuar durante 1 h a 37 °C, tiempo tras el cual se procede a la recogida celular
en un microtubo nuevo en el que se ha obtenido la fraccidn celular (Re). De

nuevo, se anadird 1 ml de liquido de centelleo, previo al andlisis.

El andilisis y medicion de los resultados se lleva a cabo por el servicio de Protec-
cion Radiolégica de la Universidad de Extremadura, que se encarga de man-

darnos los resultados obtenidos en un periodo de 1 a 2 semanas.

El resultado obtenido por cada condicion serd referenciado a la concentracion
de proteina total que obtenemos en cada fracciéon y la protedlisis serd expre-

sada como % de degradacion de proteinas con la siguiente férmula:

Rs
% Degradacién ht= m

4.3 Andilisis Estadistico

Para realizar el andlisis estadistico de los resultados obtenidos, se utiliza el pro-
grama GraphPad Prism 8, con el que se realiza el test no paramétrico t student
o el test ANOVA de una o dos vias Tukey, indicando las diferencias significativas
de la siguiente forma: *, p < 0,05 ; **, p<0.01; ***, p <0,001; ****, p < 0,0001.
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Resultados
5.1 Caracterizacion de los extractos de cascabullo

verde y maduro.

Una vez obtenidos los extractos de cascabullo segun lo descrito en el apartado
1 del apartado 4.2.2 de Materiales y Métodos, Tratamientos con cascabullo ma-
duro y verde. Se analizaron las actividades anfioxidantes y los compuestos

bioactivos tanto de los extractos de cascabullo verde, como de los extractos de
cascabullo maduro. (Tabla 22)

EXTRACTOS DE CASCABULLO MADURO

Agua Etanol Agua: Etanol 50:50 Agua: Etanol 30:70
Media Desvia- Media Desvia- Media Desvia- Media Desvia-
cién es- cion es- cion es- cion es-
tadndar tadndar tadndar tadndar
Compuestos bioactivos
PHENOL 40,1 0,42 16,7 0,70 40,9 0,19 31,3 0,87
FLAV 10,7 0,77 2,0 0,72 10,0 0,81 58 0,98
DTOC 0,000 0,000 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,000
GTOC 0,080 0,014 1,044 0,132 0,048 0,007 0,409 0,035
ATOC 0,004 0,003 1,044 0,077 0,014 0,004 0,759 0,078
Actividades antioxidantes
ABTS 57.1 511 18,7 4,01 60,4 1,74 39,7 3,06
FRAP 30 118,9 4,66 60,0 2,53 109,0 5,47 94,8 11,71
DPMD 5,8 0,27 6,0 0,08 8,6 0,34 6,3 0,16
DPPH 14,0 1,36 11,7 1,42 19,5 0,15 15,5 0,73
INH
EXTRACTOS DE CASCABULLO VERDE
Agua Etanol Agua: Etanol 50:50 Agua: Etanol
30:70
Media Desvia- Media Desvia- Media Desvia- Me- Desvia-
cion es- cion es- cion es- dia cién es-
tadndar tadndar tadndar tadndar
Compuestos bioactivos
PHENOL 43,1 0,77 39.7 0,98 48,5 0,70 471 0,85
FLAV 13,9 0,97 12,9 0,82 18,7 4,19 18,0 0,60
DTOC 0,000 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000 0,002 0,001
GTOC 0,004 0,004 0,715 0,069 0,051 0,030 1,015 0,131
ATOC 0,006 0,003 1,438 0,124 0,030 0,007 1,287 0,155
Actividades antioxidantes
ABTS 59,0 8,56 65,8 6,71 100,1 7.76 106,9 7.56

105



FRAP 30 1747 25,05 171.4 23,18 210,3 24,90 219.4 22,41

DPMD 7.6 0.23 7.1 0.13 8.5 0,48 8.4 0.29
DPPH 32,2 0.36 23.3 1,34 29.1 0,29 30,6 1.23
INH

Tabla 22. Caracterizacion de los extractos de cascabullo de bellota verde y maduro.
PHENOL: compuestos fendlicos totales (expresados como equivalentes de dcido gd-
lico/muestra); FLAV: compuestos flavonoides totales (expresados como mg de cate-
quina/muestra); TOC: tocoferol (expresado como ug/g muestra, siendo D, delta, G,
gamma y A, alfa. ABTS, DPMD y DPPH expresados como mg Trolox/g muestra); DPPH
expresado como % de inhibicién a 515nm. FRAP 30: Poder antioxidante reductor del hie-
rro a los 30 min del ensayo.

Esta caracterizacion sirvié de base para realizar una normalizacién de los extrac-
tos, en sus diferentes estados de maduracion, en funcion de su contenido en

compuestos fendlicos totales (CFT) y en funcion a la actividad antirradical
(ABTS), como se muestra en la Figura 1.

CFT ABTS

2.5

N
(3
|

n
o
1

204 I —

Figura 1.Normalizacion de los ex-
fractos de cascabullo de bellota
maduro (CMA) y verde (CVA). La
normalizacién se realizé en funcidn
de la cantidad de compuestos fe-
ndlicos totales (CFT)y de la activi-
dad antirradical (ABTS).
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Una vez analizada la composicion de los extractos de cascabullo, se realizaron
varios ensayos preliminares donde testamos la toxicidad que éstos presentaban
eluidos en los diferentes solventes, y en varios modelos celulares (datos no mos-
trados). En base a esto, se han elegido para este estudio los extractos de cas-
cabullo de fraccidn acuosa, por no presentar toxicidad, a ninguna de las con-
centraciones usadas tal y como se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Determinacién de viabilidad celular mediante ensayo por MTT. Las células de
neuroblastoma humano SH-SH5Y se tratan con los extractos de cascabullo en fraccidn
acuosa maduro (CMA) y/o verde (CVA) durante 24 horas. Posteriormente, las células se
fratan con MTT segun se indica en Materiales y Métodos. La cantidad de formazdn pre-
sente en la muestra se determina midiendo la absorbancia a 570 nm. (A) Muestra la
viabilidad de las células SH-SY5Y tratadas con CMA a diferentes concentraciones, con-
siderandose el control (0) como 100% de viabilidad. (B) Muestra la viabilidad de las cé-

lulas SH-SY5Y tratadas con CVA a diferentes concentraciones, considerdndose el control
(0) como 100% de viabilidad.

5.2 Determinacién de la autofagia

5.2.1 Estudio del mecanismo de la respuesta autofd-

gicainducida por los extractos de cascabullo de be-
llota

Actualmente se ha descrito que entre los metabolitos resultantes de las digestion
de los extractos de cascabullo se encuentran los elagitaninos, Cantos et al.,
2003). No obstante, los elagitaninos son un tipo de polifenol que tras seringeridos
en la dieta necesitan ser digeridos por las bacterias intestinales para
posteriormente producir dcido eldgico o urolitinas. Dentro de las urolitinas, la
urolitina A, se ha descrito como buen inductor de autofagia/mitogia (Ren &
Zhang, 2018), por ello, se decidio reallizar diferentes estudios en los que se

investigd si los extractos de cUpula de bellota, independientemente de su

estado de maduracién, promovian la autofagia.
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Para ello se decidié analizar en primer lugar los niveles de acido ribonucledtido
mensajero (ARNm) mediante gPCR. En el estudio de ARNm se analizaron
multiples genes que codifican para proteinas relacionadas con las diferentes
etapas del flujo autofdagico, desde la formacion de la vacuola, hasta la

degradacién del contenido.
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Figura 3. Caracterizacion de la expresion de los genes implicados en la etapa de
nucleacién y elongacion. A las celulas SH-SYSY se les traté durante 4 horas con los
diferentes extractos de cascabullo maduro y verde (CMA y CVA). A continuacidn, se
realizé una extraccion de ARN gendmico y se realizé una PCR cuantitativa a tiempo real
(QPCR) para los genes Atg5, Atgé (Beclina 1), Atg7 y Atg8 (LC3), de acuerdo a lo descrito
en la seccién de Materiales y Métodos. GAPDH fue utilizado como control enddgeno de
expresion génica. Los histogramas muestran la media de los niveles de expresion
respecto a sus controles de carga de 3 experimentos independientes mds su desviacion
tipica.

Como se observa en la Figura 3.A |os resultados de PCR a tiempo real, muestran
que el tratamiento con CMA induce un aumento en los niveles de algunos de
los genes implicados en la codificaciéon de proteinas relacionadas con el inicio
de la autofagia (Atgs). Sin embargo con el fratamiento de CVA (Figura 3.B), l0s
datos obtenidos fueron mas dispares, mostrando, en algunas casos, (salvo los
obtenidos en Atg7), variaciones no significativas respecto al control (Atgéy 8), o

incluso por debajo de este (Atg5).
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Figura 4. Expresion de los genes implicados en la etapa de fusidn. Las SH-SY5Y se tratan
durante 4 horas con los extractos de cascabullo de bellota maduro y verde (CMA y
CVA). A continuacidn, se realiza una extracciéon de ARN gendmico y se realiza una PCR
cuantitativa a tiempo real(qPCR) para los genes Lampl y Lamp2 de acuerdo a lo
descrito en la seccidn de Materiales y Métodos. GAPDH fue utilizado como control
enddgeno de expresion génica. Los histogramas muestran la media de los niveles de
expresion respecto a sus controles de carga de 3 experimentos independientes mds su
desviacion tipica. * Representa diferencias significativas entre lineas celulares
estudiadas para un mismo gen (*,p<0.05).

Los resultados muestran que en las células fratadas con CMA (Figura 4.A), hay
un aumento de los niveles de mRNA de genes realcionados con la estructura de
la membrana lisosomal (Lamp1 y Lamp2), siendo el aumento de la expresion
del gen que codifica para Lamp?2 significativa. Sin embargo, en el caso de las
células fratadas con CVA (Flgura 4.B), existen resulfados distintos entre LAMP1 y
Lamp?2, pues en el caso de Lamp1 se puede observar al igual que en CMA un
aumento de su expresidon, sin embargo para el gen que codifica LAMP2 se

observa una disminucién aunque no significativa (Fig 4B).
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Figura 5. Caracterizacién de la expresion de los genes implicados en la etapa
degradativa de la autofagia. Las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y se tratan
durante 4 horas con los exfractos de cascabullo maduro (CMA) y verde (CVA). A
continuacion, se realiza la extraccién de ARN gendmico y la PCR cuantitativa a tiempo
real (QPCR), para los genes SQTMI1(pé62), Catepsina B, Catepsina C y Catepsina D, de
acuerdo a lo descrito en la seccién de Materiales y Métodos. GAPDH fue utilizado como
control enddgeno de expresidon génica. Los histogramas muestran la media de los niveles
de expresion respecto a sus controles de carga de 3 experimentos independientes mds
su desviacién tipica. * Representa diferencias significativas entre lineas celulares
estudiadas para un mismo gen (* p<0.05;**,0<0.01).

Los resultados de la Figura 5 muestran, para el tratamiento con CMA un aumento
significativo de la expresion del gen implicado en la sintesis de la proteina pé2,
senalizadora del cargo a degradar, SQTMs(pé2). En el tratamiento con CVA, se
observa también una tendencia al alza en pé2 pero en este caso no es
significativa. Por otra parte, en aquellos genes que codifican las proteinas
implicadas en la degradacion del componente intravacuolar, como las
catepsinas B, C y D, tras el fratamiento con CMA presentaron un aumenta
significativo respecto a su control (Fig 5A), mientras para el fratamiento de CVA
los resultados obtenidos mostraron una tendencia al alza en Catepsina C y D

pero no en el gen que codificaba para Catepsina B (Fig 5B).

Tras la confirmacion mediante gPCR de que ambos extractos activaban la
magquinaria, mediante RNAmM de los genes implicados en autofagia, se decidid
analizar mediante WB los niveles de las proteinas que son codificadas por estos

genes en diferentes lineas celulares.



De esta manera, se analizd los niveles de las proteinas pé2 y Lc3 tras el
tratamiento de las células de neuroglioma humano H4 con CMA a diferentes
concenfraciones, en presencia o ausencia de Baf. Al, sustancia que bloquea

la fusion de las vacuolas de autofagia con los lisosomas.
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Figura 6. Flujo autofdgico inducido por extractos de cascabullo de bellota maduro. Las
células H4 que expresan GFP-LC3 se mantuvieron en condiciones basales (0) o se trata-
ron con extractos de cUpula de bellota madura (CMA) a concentraciones ascendentes,
desde 0.1% al 0.5%, durante 4 horas, solos o combinados con 100 uM de bafilomicina Al
(Baf. Al). A, C Blots representativos de pé2 y LC3 utilizando g actina como control de
carga. (B, D) Andlisis densitométrico de cada banda, expresado en unidades arbitrarias
relativas de intensidad y correspondiente a la media + desviacion de 3 experimentos
independientes. La masa molecular esta expresada en kilodaltons (kDa)

Como se puede observar en la figura 6 (A, B), existe un aumento dosis depen-
diente de CMA de los niveles de p62 en ausencia de BAF. Al. Los niveles de LC3
basalmente no sufren cambios a las dosis estudiadas. No obstante existe un au-

mento considerable en presencia de Baf.Al (Fig. 6 Cy D)

Una vez estudiado el flujo autofdgico con el tratamiento de CMA, decidimos
realizar el mismo experimento con el tfratamiento de CVA, pues como hemos
mencionado, uno de los principales objetivos era comparar si el grado de mao-

duracioén era relevante en los mecanismos estudiados.
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Figura 7. Flujo autofdgico inducido por extractos de cascabullo de bellota verde. Las
células H4 que expresan GFP-LC3 se mantuvieron en condiciones basales (0) o se trata-
ron con extractos de cUpula de bellota madura (CVA) a concentraciones ascendentes,
desde 0.1% al 0.5%, durante 4 horas, solos o combinados con 100 uM de bafilomicina Al
(Baf. Al.) A. Blots representativos de pé2 y LC3 utilizando GAPDH como conftrol de carga.
(B, C) Andlisis densitométrico de cada banda, expresado en unidades arbitrarias relati-
vas de intensidad y correspondiente a la media + desviacién de 3 experimentos inde-
pendientes. La masa molecular esta expresada en kilodaltons (kDa)

Los datos mostrados con CVA (Figura 7), revelan que tanto basalmente, como
tras el bloqueo autofdgico con Baf.Al, LC3 Il aumenta de manera dosis-depen-
diente (Figura 7 A, C). Los niveles de la proteina pé2 son mds variables (Figura 7
A, B), aunqgue si se observa un aumento de ellos tras el fratamiento con Baf. A1,
solo o en combinacién con CVA.

Una vez estudiado el flujo autofagico dosis-dependiente, realizamos las deter-
minaciones de los niveles de protfeinas pé2 y LC3 tras diferentes tiempos de ex-
posicion a los extractos en combinacién o no con Baf.Al.

Los resultados obtenidos a continuacién, corroboran los mostrados previamente
(Figura 6 y 7), en los que se muestra que los extractos de cUpula de bellota,
independientemente de su estado de maduracion, promueven la formacién de
vacuolas de autofagia LC3 positivas.
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Figura 8. Flujo autofdgico inducido por extractos de cascabullo de bellota maduro. Las
células H4 que expresan GFP-LC3 se mantuvieron en condiciones basales (0), o se trata-
ron con extractos de cUpula de bellota madura (CMA )0.25% a diferentes tiempos, desde
0 a 6 horas. A. Blofs representativos de pé62 y LC3 utilizando B- actina como control de
carga. (B, C) Andlisis densitometrico de cada banda, expresado en unidades arbitrarias
relativas de intensidad y correspondiente a la media + desviacidén de 3 experimentos
independientes. La masa molecular esta expresada en kilodaltons (kDa)

En la Figura 8 se observa cémo la isoforma Il de la proteina LC3, en células tra-
tadas con CMA experimenta un aumento progresivo dependiente del tiempo,
este aumento se hace mds evidente cuando se bloguea el mecanismo de au-
tofagia con Baf.Al. De igual modo, el aumento de manera tiempo-depen-
diente de pé2 se hace mds evidente fras el bloqueo de la autofagia con Baf.Al.
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Figura 9. Flujo autofdgico tiempo-dependiente inducido por extractos de cascabullo
de bellota verde. Las células H4 que expresan GFP-LC3 se mantuvieron en condiciones
basales (0), o se trataron con extractos de cUpula de bellota verde (CVA) 0.25% a dife-
rentes tiempos, desde 0 a 6 horas. A. Blotsrepresentativos de pé62 y LC3 utilizando GAPDH
como control de carga. (B, C) Andlisis densitometrico de cada banda, expresado en
unidades arbitrarias relativas de intensidad y correspondiente a la media * desviacion
de 3 experimentos independientes. La masa molecular esta expresada en kilodaltons
(kDa)

Del mismo modo que con CMA al 0.25%, el fratamiento con CVA induce un au-
mento de laisoforma ll de LC3 de manera tiempo-dependiente con o sin BAf.AT.
Sin embargo en cuanto a los niveles de pé2 se refiere, parece que el aumento
que se experimenta tras el bloqueo con Baf.A1 no es dependiente del tiempo.

Una vez comprobado el aumento de la lipidacion de la isoforma Il de LC3, fras
la exposicion de la linea de neuroglioma humano H4 a los extractos de casca-
bullo a diferentes tiempos y concentraciones, se realizd un andlisis de los niveles
de esta proteina en el SN de ratones (hembras y machos) ICR tratados durante
4 h con los extractos en presencia del inhibidor del flujo autofdgico, leupeptina
(Figura 10y 11).
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Figura 10. Flujo autofdgico inducido por cascabullo maduro (CMA) en ratones ICR. Los
ratones ICR se trataron mediante una inyeccidn intraperitoneal con leupeptina (Leup)
(15 mg/ml) durante 4 h sola o en combinacién con cascabullo maduro (CMA) 0.5% du-
rante 4 horas tras la inyeccién del inhibidor. Los ratones utilizados como controles positi-
vos de autofagia fueron mantenidos durante 12 horas en ayuno. Tras los fratamientos,
los animales fueron sacrificados y el SN fue extraido para su andlisis. Los extractos de
proteinas fueron analizados mediante WB. A. Se muestra el blot representativo de los
niveles de LC3 de los extractos de proteinas procedentes del sistema nervioso. B. Andlisis
densitométrico de los niveles de LC3-Il con respecto al control de p- actina expresado
en unidades arbitrarias. Los datos representan las medias £ SD de tfres ratones por con-
dicién

En la Figura 10 se muestra que existe un ligero aumento en los machos tratados
con CMA en combinacién con leupeptina respecto a los tratados solo con el
inhibidor, este ligero aumento no se aprecia en las hembras. En cuanto a los
ratones mantenidos en condiciones de ayuno ese aumento de la lipidacién de
la isoforma Il de la proteina LC3 es mds evidente, tanto en machos, como en

hembras, respecto al control con leupeptina.

De la misma manera, se realizd el fratamiento con CVA de los ratones, para
comprobar los niveles de LC3 Il en el SN de los ratones ICR expuestos a estos
extractos.
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Figura 11. Flujo autofdgico inducido por cascabullo verde (CVA) en ratones ICR. Los
ratones ICR se trataron mediante una inyeccidén intraperitoneal con leupeptina (Leup)
(15 mg/ml) durante 4h sola o en combinacién con cascabullo verde (CVA) 0.5% durante
4 horas tras la inyeccién del inhibidor. Los ratones utilizados como controles positivos de
autofagia fueron mantenidos durante 12 horas en ayuno. Tras los tratamientos, los ani-
males fueron sacrificados y el SN fue extraido para su andlisis. Los extractos de proteinas
fueron analizados mediante WB. A. Se muestra blot representativos de los niveles de LC3
de los extractos de proteinas procedentes del sistema nervioso. B. Andlisis densitométrico
de los niveles de LC3-Il con respecto al control de - actina expresado en unidades
arbitrarias. Los datos representan las medias = SD de tres ratones por condicidon

Taly como se observa en la Figura 11, los resultados obtenidos en el caso de las
hembras (Figura 11 Ay B) muestran un aumento de LC3-Il fras el fratamiento con
CVA, asi como los ratones mantenidos en ayuno. Este hecho no se observa en

el caso de los machos (Figura 11 C, D).

Una vez analizados mediante WB los niveles de las proteinas LC3 y pé2, tanto in
vitro como in vivo, analizamos mediante estudios de IF en células de neuro-
glioma humano H4 que expresan LC3-GFP, la colocalizacién de esta proteina
que monitoriza la formacién de vacuolas de autofagia, con la proteina pé2, se-
nalizadora del cargo a degradar por la vacuola, mediante el empleo de anti-

cuerpos especificos, tal y como se detalla en el apartado de My M.
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Figura 12. Colocalizacién entre la proteina p62 y LC3 en H4-GFP-LC3. Las células H4 que
expresan GFP-LC3 se mantuvieron en condiciones basales (co), o se trataron con los
exfractos de cascabullo de bellota maduro (CMA) y verde (CVA) al 0.25%, durante 4
horas, solos o en combinacién de 100 uM de bafilomicina Al(Baf. Al). Posteriormente,
las células fueron fijadas y marcadas frente a la proteina pé2 con Alexa Fluor 488 de
acuerdo con lo descrito en la seccion de Materiales y Métodos. (A) Muestra imdgenes
representativas de cada uno de los grupos celulares en las condiciones estudiadas. La
barra de escala representa una longitud de 10 um. (B) La grdfica representa la media
del coeficiente de Mander para la proporcién de marcaje de LC3 sobre el marcaje de
P62 mds la desviacién tipica (C). Muestra la cuantificacién de los puntos de pé62 y LC3.
* Representa diferencias significativas entre tratamientos (*, p < 0,05; ****, p < 0,0001).

Como podemos observar (Figura 12), los resultados del estudio de colocaliza-
cion de LC3 y pé2 revelan que tras el bloqueo de la autofagia por Baf.Al, en
presencia de CMA se observa una tendencia al alza de puntos p62 y LC3 posi-
tivos, ademds de un aumento significativo de la colocalizacion de las vacuolas
LC3 positivas y la proteina pé2.

Posteriormente estudiamos las células a nivel ultraestructural mediante micros-
copia electrénica, lo cual nos permite visualizar en detalle la formacién de los
diferentes orgdnulos y el contenido intravacuolar tras ser tratados con los dife-
rentes orgdnulos implicados en la macroautofagia tras ser tratados con los ex-
tractos de cascabullo verde y maduro, y el bloqueante autofdgico Baf.Al.

Al mismo fiempo se realizé un estudio con valina radiactiva, para corroborar si
la degradacion autofdgica era o no efectiva.
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Figura 13. Estudio ultraestructural dé orgdnulos involucradas en el proceso de autofagia,
y estudio de la degradacidon de proteinas de vida media larga. (A)Las células de neuro-
blastoma humano SH-SY5Y, se trataron con extractos de cUpula de bellota madura
(CMA) y verde (CVA) al 0,25% durante 4 horas, solos o en combinacién de 100 uM de
bafilomicina A1 (Baf. Al). A continuacidon el pellet fue fijado y procesado para MET se-
gun lo descrito en la seccion de Material y Métodos. Se muestran fotos representativas
y las ampliaciones de estructuras autofdgicas de interés. AV: Vacuolas de autofagia; ER:
Reticulo endopldsmico; M: Mitocondria; N: NUcleo (B) Las células SH-SY5Y se sembraron
en presencia del aminodcido marcado con Valina-C'4, posteriormente se mantuvieron
en condiciones de inanicidn (EBSS), o bien se trataron con los extractos de cUpula de
bellota madura (CMA) y verde (CVA) al 0,25% durante 4 horas, en presencio a ausencia
de 3-metiladenina (3-MA) 10 mM, como se explica en el protocolo descrito en la seccidn
de Materiales y Métodos. * Representa diferencias significativas entre los grupos ana-
liazdos. (*, p <0,05).

Los datos de la Figural3 sugieren que, tanto CMA como CVA, en ausencia de
Baf.Al, dan lugar a la formacion de vacuolas autofdgicas (AV). Ademds en pre-
sencia de Baf.A1 es mds evidente que el contenido del interior de las vacuolas
es diferente en las células fratadas con CVA o CMA, encontrdndonos con el

fratamiento de CVA un contenido mds electrodenso.

En la periferia de los lisosomas, ademds con CVA es evidente el aumento del
numero de autofagosomas no fusionados en los que se aprecia un gran nUMero

de mitocondrias en el interior.

Una vez comprobada la formacién de vacuolas LC3 positivas tras el fratamiento

de los extractos, su colocalizacion con pé2, y la degradacién de las proteinas



de larga vida, el siguiente paso fue analizar el principal organelo acidico involu-
crado en la etapa degradativa del flujo autofdgico, el lisosoma. Para ello mar-

camos estas estructuras con un agente especifico, el LTR.

CMA CVA EBSS

R

Figura 14. Marcaje con Lysotracker Red (LTR) de células de neuroglioma humano (H4
GFP-LC3) tratadas con extractos de cUpula de bellota y EBSS. Las células de neuroglioma
humano H4 que expresan GFP-LC3 se mantuvieron en condiciones basales (Co), se
expusieron a condiciones de inanicion (EBSS), o se trataron con extractos de cUpula de
bellota madura (CMA) y verde (CVA), con una concentracion de 0.25%, durante 4 horas.
Tras este tiempo se realizd una tincidn in vivo con Lysotracker Red (LTR) y se procesd las
muestras para adquirir imdgenes de IF, de acuerdo con lo descrito en la seccién de
Materiales y Métodos. (A) Muestra imdgenes representativas para cada grupo celular
esftudiado para este marcaje y ampliaciones de este. La barra de escala representa una
longitud de 10 um(B) Muestra la media de la cuantificacidon de la intensidad de fluores-
cencia por numero de células en tres experimentos independientes. Se analizaron, al
menos, 200 células por condicién. . * senala diferencias estadisticamente significativas
entre cultivos celulares estudiados. (* p<0,05; ** p<0,01).

menaedad do Fluorescencs

En la Figura 14 los resultados obtenidos muestran que tanto con el tratamiento
de EBSS, utilizado como control positivo, como con los tfratamientos de CMA 'y

CVA la intensidad de fluorescencia aumento de forma significativa.

A continucacion nos centramos en estudiar el mecanismo a partir del cual los

extractos de cascabullo inducen autofagia.

5.2.1.1 Papel de ATGS
El gen ATGS (Autophagy-related gene 5) juega un papel fundamental en el

proceso de autofagia. ATGS es uno de los genes relacionados con la autofagia
y codifica una proteina del mismo nombre que se une a ATG12 para formar un
complejo proteico conocido como conjugado ATG12-ATGS. Este complejo es

esencial para la elongacion y cierre de la membrana del autofagosoma.

119



Para analizar el papel que desempena ATGS en la autofagia inducida por los

extractos de cascabullo se empled la linea celular H4 deficientes para ATGS.
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Figura 15. Determinacién del papel de la proteina Atg5 en la autofagia inducida por
extractos de cascabullo maduro (CMA). Las células de neuroglioma H4 GFP-LC3 WT y
ATGS KO fueron sembradas en medio de cultivo completo a una densidad de 70.000
células/ml. 24 horas después de la siembra, se trataron o no con CMA 0.25y 0.5% y EBBS
durante 4h. Tras los tratamientos, las células fueron lisadas y los extractos de proteinas
fueron analizados mediante Western blotting. A. Se muestran blots representativos de los
niveles de Atg5 y LC3. B-actina de usé como control de carga. B, C. Andlisis densito-
métrico de los niveles de ATGS respecto a B-actina, expresado en unidades arbitrarias
relativizadas respecto al control (UAR). C) Andlisis densitométrico de los niveles de LC3-
Il con respecto a B-actina, expresado en unidades arbitrarias relativizadas respecto al
control (UAR).

Analizamos por WB los extractos celulares y observamos que la ausencia de
ATGS5, abolié completamente los niveles de LC3-ll tras el fratamiento tanto de
CMA (Fig 15), como de CVA (Fig 16) comparado con los controles que si expre-
san la proteina.
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Figura 16. Determinacion del papel de la proteina Atg5 en la autofagia inducida por
extractos de cascabullo verde (CVA). Las células de neuroglioma H4 GFP-LC3 WTy ATGS
KO fueron sembradas en medio de cultivo completo a una densidad de 70.000 célu-
las/ml. 24 horas después de la siembra, se trataron o no con CVA 0.25 y 0.5% y EBBS
durante 4h. Tras los tratamientos, las células fueron lisadas y los extractos de proteinas
fueron analizados mediante Western blotting. A. Se muestran blots representativos de los
niveles de Atg5 y LC3. B-actina de usé como control de carga. B, C. Andlisis densito-
métrico de los niveles de ATGS5 respecto a B-actina, expresado en unidades arbitrarias
relativizadas respecto al control (UAR). C) Andlisis densitométrico de los niveles de LC3-
Il con respecto a B-actina, expresado en unidades arbitrarias relativizadas respecto al
control (UAR).

Estos resultados corroboran la importancia de ATGS en la autofagia inducida
por los extractos de cascabullo en sus diferentes etapas de maduracidén, ya que
la ausencia del gen que codifica ATGS inhibe completamente la lipidacion de

la isoforma LC3 Il

5.2.1.2 Papel de la via mTOR/AMPk

Una vez estudiada la via ATGS5, nos propusimos estudiar la via mTORC1 mediante

el estudio indirecto de la lipidacion de LC3 tras el silenciamiento de TSC2.

Actualmente la proteina TSC2 forma parte de un complejo proteico conocido

como complejo TSC, que también incluye a la proteina TSC1. Este complejo
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actua como un regulador negativo de la via de senalizacidn mTOR, una via cru-

cial para el control del crecimiento celular y el metabolismo.

Por ello queremos comprobar si la autofagia generada por ambos cascabullos
puede ser o no dependiente de la regulacion de la via mTORC.
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Figura 17. Efecto del silenciamiento de TSC2 sobre los niveles de LC3 tras el fratamiento
con cascabullo maduro (CMA). Los fibroblastos de ratén (MEF), fueron transfectadas
con el siRNAs Co y siRNA para TSC2 durante 48 horas. Posteriormente, se trataron con
(CMA 0,25%) y rapamicina (RAPA) (1 uM). Se procesaron, segun se explica en la seccidn
de Materiales y Métodos. A. Muestra el blot representativo de los niveles de la TSC2, LC3
y FFACTINA. B, Andlisis densitométrico de TSC2 con respecto al control de carga pactina
expresado en unidades arbitrarias relativas (U.A.R). C. Andlisis densitométrico de los ni-
veles de LC3-Il con respecto al control de carga p-actina expresado en unidades arbi-
trarias relativas (U.A.R.) **p<0.01

Para realizar estos ensayos, las células MEF y fueron transfectadas con siRNA con-
trol y siRNA especifico frente a TSC2 y tratadas con el inhibidor alostérico de la
via mTOR, rapamicina, y CMA. La figura 17 muestra que el silenciamiento de
TSC2 disminuye parcialmente la lipidaciéon de LC3 I, tanto con el tratamiento

con CMA, como con rapamicing.



Posteriormente realizamos el mismo tratamiento con CVA. De nuevo queriamos
comprobar siademds del estado de maduracion, la via MTORC era clave para
la activacion o inhibicién del mecanismo de autofagia.
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Figura 18. Efecto del silenciamiento de TSC2 sobre los niveles de LC3 tras el fratamiento
con cascabullo verde (CVA). Los fibroblastos de ratén (MEF), fueron transfectadas con
el siRNAs Co y siRNA para TSC2 durante 48 horas. Posteriormente, se trataron con (CMA
0,25%) y rapamicina (RAPA) (1 uM). Se procesaron, segun se explica en la seccién de
Materiales y Métodos. A. Muestra blots representativos de los niveles de la TSC2, LC3 y #
actina. B, Andlisis densitométrico de TSC2 con respecto al control de carga p-actina
expresado en unidades arbitrarias relativas (U.A.R). C. Andlisis densitométrico de los ni-
veles de LC3-Il con respecto al control de carga p-actina expresado en unidades arbi-
trarias relativas (U.A.R.) **p<0.01.

Como vemos (Figura 18), los resultados mostrados para CVA, revelan datos dis-
pares, pues nos sugieren dos posibilidades tanto con CVA como con rapami-
cina. En primer lugar podiamos pensar que la rapamicina no habia sido efectiva
y/o que CVA actia por una via independiente a la via MTORC1, descartada la
primera hipotesis tras el estudio de proteinas de la via mTORC1 (p-Sék y p-mTOR)
(datos no mostrados), cabe pensar que esta via no es fundamental para la ac-

tivacion de autofagia medida por CVA.
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Debido a que los datos obtenidos no eran concluyentes se decidid realizar el
estudio de la via AMPk, mediante el uso del silenciamiento génico de dicha pro-
teina. AMPK puede inhibir la actividad de mTOR mediante la fosforilacion de la
proteina TSC2. La fosforilaciéon de TSC2 por la AMPK estimula la formacion del
complejo TSC1-TSC2, que inhibe la actividad de mTOR vy suprime la sintesis de

proteinas y el crecimiento celular.
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Figura 19. Efecto del silenciamiento de AMPk sobre los niveles LC3 en células tratadas
con los extractos de cascabullo maduro (CMA) y verde (CVA). Las células de neuroblas-
toma humano SH-SY5Y, fueron transfectadas con el siRNA Co y siRNA para AMPk durante
48 horas. Posteriormente, se trataron con los extractos de CMA y CVA, ademds de con
rapamicina (RAPA) (1uM). Se procesaron, segun se explica en la seccién de Materiales
y Métodos. A. Muestra blots representativos de los niveles de la AMPK, LC3 y B-actina.
B. Andilisis densitométrico de AMPK con respecto al control de carga B-actina expresado
en unidades arbitrarias relativas (U.A.R). C. Andlisis densitométrico de los niveles de LC3-
Il con respecto al contfrol de carga B-actina expresado en unidades arbitrarias relativas
(U.A.R.) **p<0.01

En la Figura 19, podemos ver como tras el slenciamiento efectivo de la proteina
AMPK, el tratamiento, tanto de los extractos de cascabullo en sus diferentes es-
tados de maduracion, como de rapamicing, provoca una disminucion parcial
de la lipidacién de LC3 I, lo cual hace pensar que esta via que puede tener un
papel en la induccién de la autofagia mediada por CMA y CVA, aunque no

seria crucial.



5.3 Determinacion de la induccidn de mitofagia tras
el tfratamiento con los extractos de cascabullo de

bellota

5.3.1 Estudio del mecanismo de induccidn de mitofa-

gia en presencia de los extractos de cascabullo.

El concepto de autofagia en mamiferos como un sistema de degradacién no
selectivo ha sido repudiado, en parte debido a importantes descubrimientos en
enfermedades neurodegenerativas, que abrieron el campo de la autofagia se-
lectiva. El sistema de autofagia mediada por la via lisosomal representa un im-
portante sistema de control de calidad, que es capaz de degradar tanto los
agregados de proteinas como los orgdnulos danados, como las mitocondrias
(en un proceso de autofagia selectiva llamada mitofagia). La alteraciéon de la
mitofagia es clave en la patogénesis de la EP. Diferentes estudios han demos-
trado que la inducciéon regulada de la autofagia o la mitofagia puede tener

efectos beneficiosos en diferentes enfermedades neurodegenerativas.

En la figura siguiente utilizamos un modelo de fibroblastos humanos con una de
las mutaciones patogénicas mds comunes en el desarrollo de la EP, la mutacién
G2019S de la proteina LRRK2. Se realizé una inmunofluorescencia empleando
dos anticuerpos, especificos de lisosomas (LAMP1) y de mitocondrias (TOMM20)
para analizar si ambos orgdnulos colocalizaban en presencia de los extractos
de cascabullo. Se empled el desacoplante mitocondrial CCCP como confrol
positivo de induccién de mitofagia. Como se muestra en la Figura 20, en los fi-
broblastos WT.
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Figura 20. Efecto de los extractos de cUpula de bellota en la colocalizacién de las pro-
teinas TOMM20 y LAMP1 en fibroblastos controles y procedentes de enfermos de Parkin-
son. Los fibroblastos humanos controles (Co) o con mutacién LRRK2 (G2019S) se trataron
0 no con exiractos de cascabullo de bellota madura y verde (CMA y CVA) al 0,25%,
solos o en combinacién con 10 UM de cianuro de carbonilo 3-cloro-fenilhidrazona
(CCCP) durante 4 h. El panel A muestra imdgenes representativas para cada una de las
condiciones estudiadas. La barra de escala representa 10 um. El panel B muestra la
colocalizacién de LAMP1 con TOMM20 expresado por el coeficiente de Mander. * Re-
presenta diferencias significativas entre tratamientos dentro de la misma linea (*, p <

0,05).

Los fibroblastos control fratados con CVA 0.25%, presentan un aumento signifi-
cativo respecto a su control no tratado, en la localizacién de la proteina mito-
condrial TOMM20 con la proteina lisosomal LAMP1 (Fig 20. A, B). Este aumento
de la colocalizaciéon con CVA también se observa en los fibroblastos portadores

de la mutaciéon, aungue no es significativa.

Sin embargo, con CMA 0.25% es necesario un dano con CCCP, para ver ese

aumento de manera significativa.



Figura 21. Imdgenes ultraestructurales de mitofagosomas. Las células SH-SY5Y fueron
tratadas con extractos de cascabullo verde (CVA 0.25%) durante 4 h. Transcurrido este
tiempo los precipitados celulares fueron procesados tal y como se detalla en el apar-
tado de Materiales y métodos. Las fotografias muestran una imagen de microscopia
electrénica representativa de un mitofagosoma en el citoplasma celular y una amplia-
cion de dicha estructura tras el fratamiento con CVA.

El andlisis ultraestructural mediante MET mostrado en la Figura 21 muestra en de-
talle la formacion de un mitofagosoma tras el fratamiento con CVA 0.25%, co-
rroborando la presencia de vacuolas de autofagia que englobaban mitocon-
drias en su interior.

Posteriormente para confirmar que existia una degradacion efectiva de las mi-
tocondrias englobadas en las vacuolas mediante el proceso de mitofagia, se
utilizd un modelo celular basado en lainclusion de un reporter mitoQC en células

de neuroblastoma humano SH-SY5Y.
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Figura 22. Efecto de los extractos de cUpula de bellota en la mitofagia. Las células SH-
SY5Y MitoQC se sembraron a una confluencia de 100.000 cél/ml, a continuacién se man-
fuvieron en condiciones basales (CO), o fueron tratadas con los extractos de cascabullo
maduro (CMA 0.25%) o verde (CVA 0.25%), y con CCCP, 10 uM. A. La grdfica representa
la media £SD de un experimento independiente del cociente de la intensidad de fluo-
rescencia rojo/verde representado en unidades arbitrarias (UA). * Muestra diferencias
significativas entre los grupos (*, p <0,05; ** p <0,01; ***p <0,001). B. El panel B muestra
imdgenes representativas para cada una de las condiciones estudiadas. La barra de
escala representa 10 um.
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Como mostramos (Figura 22), el tratamiento tanto con CMA como con CVA,
aumentan el mecanismo de mitofagia de forma significativa, del mismo modo
que lo hace CCCP.

Posteriormente analizamos mediante estudio por WB, los niveles de las proteinas
estructurales de las membranas mitocondriales, tanto externa (TOMM20), como
inferna (TIMM23).
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Figura 23. Determinacién de los niveles de proteinas mitocondriales (TOMM20 y TIMM23)
con CMA. Las células de neuroblastoma humano SH-SYS5Y, se mantuvieron en condicio-
nes basales (CO), o bien se frataron con el extracto de cascabullo maduro (CMA 0.5%),
con o sin (CCCP, 10uM). Tras los tratamientos, las células fueron lisadas y los extractos
de proteinas fueron analizados mediante Western blotting segun se detalla en el apar-
tado de materiales y métodos. A. Muestra blots representativos de 3 experimentos inde-
pendientes (esto tenemos que decirlo en todos) de los niveles de TOMM20, TIMM23 vy B-
ACTINA. B, Andlisis densitométrico de TOMM?20 con respecto al control de carga B-AC-
TINA expresado en unidades arbitrarias relativas (U.A.R). C. Andlisis densitométrico de los
niveles de TIMM23 con respecto al confrol de carga B-ACTINA expresado en unidades
arbitrarias relativas (U.A.R.)

En la Figura 23, observamos como, tras el tratamiento con CMA de manera bo-
sal, es decir sin un dano previo, se observa una tendencia al alza de los niveles
de TIMM23 y de TOMM?20. Tras un dano con CCCP, CMA es capaz de revertir
este, y aumentar los niveles tanto de TOMM20 como de TIMM23 por encima de

los niveles de estas proteinas.
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Figura 24. Determinacién de los niveles de proteinas mitocondriales (TOMM20 y TIMM23)
con CVA. Las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y, se mantuvieron en condicio-
nes basales (CO), o bien se frataron con el extracto de cascabullo maduro (CMA 0.5%).
con o sin (CCCP, 10uM. Tras los tratamientos, las células fueron lisadas y los extractos de
proteinas fueron analizados mediante Western blotting segun se detalla en el apartado
de materiales y métodos. A. Muestra blots representativos de 3 experimentos indepen-
dientes (esto tenemos que decirlo en todos) de los niveles de TOMM?20, TIMM23 y p-AC-
TINA. B, Andlisis densitométrico de TOMM?20 con respecto al control de carga p-actina
expresado en unidades arbitrarias relativas (U.A.R). C. Andlisis densitométrico de los ni-
veles de TIMM23 con respecto al control de carga p-actina expresado en unidades ar-
bitrarias relativas (U.A.R.)

Los resultados mostrados (Figura 24), sugieren que el tratamiento con CVA pro-
voca una disminucion de los niveles de la proteina TOMM20, sin embargo, en
presencia de CCCP, CVA es capaz de revertir la disminucion de los niveles de
las proteinas mitocondriales inducidas por este agente, tanto de la membrana
externa (TOMM20), como interna (TIMM23).

5.3.1.1 Papel de la proteina PINK1
La proteina PINK1 es una proteina clave involucrada en el proceso de mitofagia,
La acumulaciéon de PINKT en la membrana externa de las mitocondrias activa
una cascada de eventos que conducen a la eliminacién selectiva de las mito-

condrias danadas. A su vez PINK1 se encarga de reclutar y fosforilar la proteina
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PARKIN, ésta promueve la fosforilacion de ubiquitina en el residuo de serina 65
(p-Ubser 65). Finalmente la p-UbSeré5 es un marcador especifico que se en-
carga de senalar las mitocondrias danadas para su eliminacion a través de la

mitofagia.(Kazlauskaite et al., 2014)

Para verificar si las proteinas PINK1 y p-UbSeré5 estaban implicadas en el mecao-
nismo a fravés del cual se estaba produciendo la induccion de mitofagia tras el
tratamiento de los extractos, se realizd un aislamiento de la fraccidn mitocon-
drial y se analizd mediante WB los niveles de estas proteinas en ellos. Se utilizé

CCCP como control positivo de la mitofagia a través de esta via.
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Figura 25. Determinacidn de los niveles de la proteina PINKI tras un aislamiento mito-
condrial. Las células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y), se mantuvieron sin tratar
(Co), o bien se trataron con los extractos de cascabullo maduro (CMA 0,25%) y verde
(CVA 0,25%), ademds de con CCCP, 10 UM, durante 28 horas. Tras el tratamiento, las
células recogieron y lisaron mediante el protocolo de extraccién citosdlica y mitocon-
drial, incluido en la seccion de Materiales y Métodos. A. Muestra el blot preliminar de los
niveles de PINKIT y TOMM?20. B, Andlisis densitométrico de PINKIlcon respecto al control
de carga mitocondrial TOMM20 expresado en unidades arbitrarias relativas (U.A.R).

(=3

Como vemos (Figura 25), La exposicién, tanto de CMA como de CVA inducen
un aumento en los niveles de PINK1 en la fraccidon mitocondrial, aunque es mds

relevante en las células tratadas con el desacoplante CCCP.
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Figura 26 Determinacién de los niveles de la proteina p-UbSeré5 tras un aislamiento de
la fraccién mitocondrial. Las células de neuroblastoma humano SH-SYS5Y, se mantuvieron
sin tratar (Co)), o bien se trataron con los extractos de cascabullo maduro (CMA 0,25%)
y verde (CVA 0,25%), ademds de con CCCP,10 uM, durante 4 horas. Tras el tratamiento,
las células se recogieron y lisaron mediante el protocolo de extraccidén citosdlica y mi-
tocondrial, incluido en la seccion de Materiales y Métodos. A. Muestra el blot preliminar
de los niveles de p-UbSeré65 y TIMM23. B, Andlisis densitométrico de p-UbSeré5 con res-
pecto al control de carga mitocondrial TIMM23 expresado en unidades arbitrarias rela-
tivas (U.A.R).

Sin embargo, cuando se analizé la fosforilacion de la ubiquitina en la Ser 65 (Fi-
gura 26), se comprobd que sélo con el fratamiento con CCCP se aprecia un

aumento de la fosforilacién de esta proteina.

5.3.1.2 Papel de LONPI1

En base a estos resultados previos, no queda claro si el papel de la via PINK1 es
fundamental en el mecanismo de induccidon de mitofagia mediado por los ex-

fractos de bellota.

Por este motivo, analizamos los niveles de LONP1 (Lon protease 1), una enzima
mitocondrial conocida como proteasa de tipo ATPasa que desempena un pa-
pel en varios procesos celulares, incluida la mitofagia. LONP1 se encuentra en la
matriz mitocondrial y puede tener un papel en el reclutamiento de mitocondrias

danadas, facilitando asi su eliminacion selectiva. (Gibellini et al., 2020)
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Figura 27. Determinacién de los niveles de la proteina LONPI. Las células de neuroblas-
foma humano SH-SY5Y, se mantuvieron en condiciones basales (Co), o bien se trataron
con el extracto de cascabullo maduro (CMA 0,5%), con o sin (CCCP) (10 uM). Tras su
procesamiento, segun se explica en la seccidén de Materiales y Métodos. A. Muestra blot
preliminar de los niveles de LONP1. B, Andlisis densitométrico de LONP1, respecto al con-
frol de carga p-actina, expresado en unidades arbitrarias relativas (U.A.R).

Los resultados preliminares mostrados en la (Figura 27), no muestran resultados
significativos respecto a los niveles de la proteina LONP1 con el tratamiento de
CMA, si se observa una ligera disminucién de los niveles de esta proteina tras la
exposicion de las células al desacoplante CCCP.

Posteriormente se repitid este andlisis tras el tratamiento de las células con CVA
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Figura 28. Determinacidon de los niveles de la proteina LONPI. Las células de neuroblas-
toma humano SH-SY5Y, se mantuvieron en condiciones basales (Co), o bien se frataron
con el extracto de cascabullo verde (CVA 0,5%), con o sin (CCCP) (10 uM). Tras su pro-
cesamiento, segun se explica en la secciéon de Materiales y Métodos. A. Muestra blots
representativos de los niveles de LONPI1. B, Andlisis densitométrico de LONPI, respecto
al control de carga p-actina, expresado en unidades arbitrarias relativas (U.A.R).



Como podemos observar (Figura 28), fras la exposicion de las células SH-SY5Y
con CVA se observa una disminucion de LONP1 respecto a su control, al igual

que ocurre tras el dano mitocondrial mediante CCCP.

Posteriormente al estudio de LONP1 en lisados fotales, se decide estudiar LONP1
fras un aislamiento de la fraccidn mitocondrial, donde verificaremos los niveles

de esta proteina en dicho organelo
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Figura 29. Determinacidon de los niveles de la proteina LONPI1, tras aislamiento de la
fraccion mitocondrial. Las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y, se mantuvieron
en condiciones basales (Co), o bien se trataron con los extractos de cascabullo maduro
(CMA 0,25%) y verde (CVA 0,25%), ademds de con (CCCP, 10 uM), durante 4 horas. Tras
el tratamiento, las células se recogieron y lisaron mediante el protocolo de extraccidon
citosdlica y mitocondrial, incluido en la seccidon de Materiales y Métodos. A. Muestra
blots representativos de los niveles de LONP1, TOMM20 y TIMM23. B. Andlisis densitomé-
frico de LONP1 con respecto al control de carga mitocondrial TOMM20 expresado en
unidades arbitrarias relativas (U.A.R). C. Andlisis densitométrico de LONP1 con respecto
al control de carga mitocondrial TIMM23 expresado en unidades arbitrarias relativas
(U.A.R).

En la Figura 29, podemos ver cdmo a nivel mitocondrial, tanto con el tratamiento

con CMA como con CVA, se aprecia una disminucion de la proteina LONP1
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respecto a su control. Sin embargo tras la exposicion a CCCP, los niveles de esta

proteina se equipardn al control sin fratar.

Tras el andilisis previo de la proteina LONP1 en lisados totales y tras el aislamiento
de la fraccion mitocondrial, decidimos analizar los niveles de esta proteina tras
diferentes tiempos de incubacion de los extractos, en combinacién o no con
CCCP.

0 - 6 12 24 Tiempo (h)
CMA + + + + + + + + +
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Figura 30. Determinacién de los niveles de la proteina LONPI. Las células de neuroblas-
foma humano SH-SY5Y, se trataron con el extracto de cascabullo maduro (CMA 0,25%),
con o sin CCCP, 10 uM, a diferentes tiempos (0,4,6,12 y 24h). Se procesaron, segun se
explica en la seccién de Materiales y Métodos. A. Muestra blots representativos de los
niveles de LONP1, TIMM23 y B-actina. B. Andlisis densitométrico de LONP1 con respecto
al control de carga B-actina, expresado en unidades arbitrarias relativas (U.A.R).

Tras el andiisis de LONP1 a diferentes tiempos de exposicion con CMA (Figura
30), observamos de nuevo que a 4h existe una disminucion de los niveles de
LONPI, siendo mds acusado en presencia de CCCP. La disminucion de los nive-
les de la proteina se mantiene a lo largo de los tiempos analizados, aunque sin
diferencias apreciables entre el fratamiento con CMA solo o en combinacion
con el desacoplante mitocondrial, salvo a 24h, donde el tratamiento combi-
nado presenta una mayor disminucion de los niveles de LONP1 que solo en pre-
sencia de CMA.
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Figura 31. Determinacién de los niveles de la proteina LONPI. Las células de neuroblas-
foma humano SH-SY5Y, se trataron con el extracto de cascabullo verde (CVA 0,25%),
con o sin 10 uM de CCCP, a diferentes tiempos (0,4,6,12 y 24h). Se procesaron, segun se
explica en la seccién de Materiales y Métodos. A. Muestra blots representativos de los
niveles de LONP1, TIMM23 y B-actina. B. Andlisis densitométrico de LONP1 con respecto

al control de carga B-actina, expresado en unidades arbitrarias relativas (U.A.R).

Si analizamos los niveles de la proteina LONP1 tras la exposicion a CVA durante
diferentes tiempos (Figura 31), podemos observar que la proteina LONP1 dismi-
nuye de forma fluctuante en todos los tiempos mostrados.
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5.3.1.3 Papel de NIX

La proteina NIX (también conocida como BNIP3L o BCL2/adenovirus E1B 19kDa
Interacting Protein 3-Like) desempena un papel importante en la mitofagia. NIX
es un receptor de ubiquitina que se localiza en la membrana externa de las mi-
tocondrias. En estado activado, NIX interactia con la proteina LC3, que es un
componente esencial de los autofagosomas. Esta interaccion enfre NIX y LC3
ayuda a reclutar y anclar las mitocondrias danadas a los autofagosomas. (Sprin-

ger et al., 2021q)

De esta manera, nos propusimos analizar el posible papel de NIX en la mitofagia
inducida fras el fratamiento con CVA, y para ello analizamos mediante WB los
niveles de dicha proteina en la fraccion mitocondrial. En paralelo analizamos el

senalizador de mitocondrias danadas pé2, en las mismas condiciones.
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Figura 32. Determinacion de los niveles de la p62 y NIX, tras un aislamiento mitocondrial.
Las células SH-SY5Y, se mantuvieron en condiciones basales (Co), o bien se trataron el
con el extracto de cascabullo de bellota verde (CVA 0,25%), con o sin (CCCP,10 uM),
durante 4 horas. Tras el tratamiento, las células se recogieron y lisaron mediante el pro-
tocolo de extraccion citosdlica y mitocondrial, incluido en la seccidon de Materiales y
Métodos. A. Muestra blots representativo de los niveles de pé2, NIX y TIMM23. B. Andlisis
densitométrico de NIX con respecto al control de carga mitocondrial TIMM23 expresado
en unidades arbitrarias relativas (U.A.R). C. Andlisis densitométrico de p62 con respecto



al control de carga mitocondrial TIMM23 expresado en unidades arbitrarias relativas
(U.A.R).

Como se observa en la Figura 32, existe un ligero aumento de los niveles de la
proteina NIX en la mitocondria de las células tratadas con el CVA, no asi en

presencia del desacoplante CCCP, solo, o en combinacién con el cascabullo.

En cuanto a los niveles de pé2 mitocondriales, estos son muy elevados en pre-
sencia de CCCP.

5.4 Proteccidn del estrés mitocondrial tras la exposi-

cion de los extractos de cascabullo de bellota

Actualmente se sabe que la regulacion del estrés oxidativo es clave para el
desarrollo de multiples enfermedades, entre ellas las enfermedades neurodege-
nerativas, como la EP, ademds sabemos que la mitocondria es la principal pro-
ductora de ROS, por lo que es necesario un equilibrio en la produccion para el
correcto funcionamiento celular. De esta manera nos planteamos si la exposi-
cion a los extractos de cascabullo podria tener un efecto protector frente al
estrés mitocondrial, inducido en presencia de rotenona, un inhibidor del com-

plejo Il mitocondrial.
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Figura 33. Proteccion de los extractos de cascabullos de bellota frente al estrés mitocondrial in-
ducido por rotenona en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y. A, B. Las células de neuro-
blastoma humano SH-SY5Y fueron tratadas o no, control (Co), con extractos de cUpula de bellota
madurada (CMA) y verde (CVA) al 0,25%, solos o en combinacidn con 100 uM de rotenona (ROT)
durante 4 h. El estrés mitocondrial se midié mediante la oxidacién del fluorocromo Mitosox, por el
superdéxido mitocondrial, provocando un aumento de la fluorescencia. El panel A muestra imdge-
nes representativas para cada una de las condiciones estudiadas, analizadas con el microscopio
de inmunofluorescencia Olympus IX-51. La barra de escala representa 10 um. El panel B muestra
la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia en unidades arbitrarias relativas (UAR). Se ana-
lizaron al menos 200 células por condicion. * Representa diferencias significativas entre tratamien-
fos (**, p <0,01; *** p <0,001). C, D. Andlisis de la fluorescencia emitida por el fluocromo Mitosox
mediante el citémetro de flujo CytoFLEX Beckman Coulter Live Science. Se analizaron al menos
10000 eventos (células) por condicién. El panel C muestra los citogramas representativos, mientas
que el panel D muestra la cuantificaciéon de la fluoresecencia en unidades arbitrarias relativas
(UAR). (*) Muestra diferencias significativas entre los grupos celulares estudiados (**, p <0,01; *** p

<0,001



Si analizamos los niveles del estrés mitocondrial con Mitosox mediante IF o cito-
metria de flujo (Figura 33), podemos observar que tras la exposicion de las célu-
las SH-SY5Y a rotenona (ROT), se observa un aumento significativo del estrés pro-
ducido. Sin embargo, cuando tratamos las células con rotenona, tanto en com-
binaciéon de CMA como de CVA, se observa una disminucién significativa con
ambos cascabullos del estrés mitocondrial generado por la rotenona.

Por otra parte, analizamos la morfologia mitocondrial en presencia del desaco-

plante CCCP.
A
NT CCCP CCCP+CMA CCCP+CVA

Figura 34. Determinacién de la ramificacién mitocondrial, mediante el andlisis de TOMM20 en fi-

broblastos WT. Los fibroblastos humanos WT, se mantuvieron en condiciones basales (Co) o bien,
fueron tratados con 10 uM de CCCP, con o sin la presencia de los extractos de cUpula de bellota
madura (CMA 0.25%) o verde (CVA 0.25%). Posteriormente se procesaron con el protocolo de
inmunofluorescencia contenido en la seccién de Materiales y Métodos. A. Se muestran imdgenes
de cada condicién marcadas con TOMM20 en rojo.

En la Figura 34 observamos que los estudios de IF utilizando un anticuerpo espe-
cifico que reconoce la proteina externa mitocondrial TOMM20, en presencia de
CCCP, se visudliza una morfologia puntiforme. Sin embargo, el tratamiento con
CMA en este escenario revierte esa morfologia puntiforme hacia una morfologia
mas ramificada, indicativo de una mitocondria mds saludable. Este hallazgo se
aprecia también en las células tratadas con CVA en presencia del desaco-
plante, aunque no de manera tan significativo a la observada con CMA.

Posteriormente, con la intencidén de completar el estudio del andlisis de la me-
jora del estado mitocondrial fras el tratamiento de los extractos de cascabullo,
se realiz6 una transfeccion en células SH-SY5Y, con el reporter MItoTimer, con el
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objetivo de estudiar la calidad de las mitocondrias, tras el fratamiento con am-
bos extractos de cascabullo de bellota.
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Figura 35.Estudio de la calidad mitocondrial en SH-SY5Y, mediante la expresion del re-
porter MitoTimer. Las células SH-SY5Y se transfectan con el reporter MitoTimer, de forma
estable, como hemos descrito en la seccidon de Materiales y Métodos. A continuacidén
se mantuvieron de manera basal (Co), o bien fueron tratadas durante 4 h, con los ex-
fractos de cascabullo maduro (CMA 0,25%) o verde (CVA 0,25%), con o sin CCCP (10
uM). (A) El panel A muestra imdgenes representativas para cada una de las condiciones
estudiadas, analizadas con el microscopio de inmunofluorescencia Olympus IX-51 Fluo-
rescencia roja (mitocondrias envejecidas) y verde (mitocondrias de sintesis de “novo”)
El panel B muestra la cuantificacién de la intensidad de fluorescencia rojo/verde en
unidades arbitrarias relativas (UAR). Se analizaron al menos 200 células por condicién.

Podemos observar (Figura 35), que las células tratadas con CCCP, aumentaron
el ratio, rojo/verde, esto ocurre por un aumento del nUmero de células rojas y
por tanto, un aumento de mitocondrias danadas o envejecidas, en cambio, tras
la combinaciéon de CCCP con los diferentes cascabullos, se observa una dismi-
nucidn de este ratio, en el caso de CMA, se observa un aumento de células
marcadas en verdes, lo que implica un aumento de la sintesis de “novo”.
Cuando fratamos las células SH-SY5Y con CCCP en combinaciéon con CVA, tam-
bién se observa una disminucion del ratio, aunque en este caso esta disminucion
es menos evidente.



Figura 36. Imdgenes ultraestructurales de mitocondrias en células SH-SYSY fratadas con CMA
0.25%. Las células SH-SY5Y fueron tratadas con extractos de cascabullo madura (CMA 0.25%) du-
rante 4 h. Transcurrido este tiempo los precipitados celulares fueron procesados tal y como se
detalla en el apartado de Materiales y métodos. Las fotografias muestran una imagen de micros-
copia electrénica representativa de varias mitocondrias presentes en el citoplasma celular y la
ampliacién de las mismas tras el fratamiento con el extracto de cascabullo maduro (CMA)

Los datos mostrados en la Figura 35 donde parece que CMA aumenta la sintesis
de “novo” de las mitocondrias, se correlacionarian con el hallazgo a nivel ultra-
estructural analizado mediante MET observado en presencia de CMA (Figura
36), en el citoplasma.

Por otra parte, realizamos un estudio comparativo del metabolismo mitocondrial
y de coémo afecta la exposicion de los extractos de cascabullo, entre células de
fibroblastos WT y células de fibroblastos procedentes de pacientes con la muta-
cion G2019S de LRRK2, mediante el analizador metabdlico seahorse.
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Figura 37. Determinacién del metabo-
lismo mitocondrial mediante Seahorse.
Los fibroblastos humanos control (WT) y
portadores de mutacién enfermos
(G2019S) se mantuvieron en condiciones
basales (Control), o se trataron con los
extractos de cascabullo de bellota ma-
dura (CMA) y verde (CVA) al 0.25%, du-
rante 4 horas, mediante el protocolo de
seahorse contenido en la seccién de Ma-
teriales y Métodos. (A) muestra la respira-
cién basal, (B) muestra la respiraciéon ma-
xima, (C) muestra el profon leak. (D,
muestra el ATP generado y (E) la capaci-
dad de respiracién mdxima. * Representa
diferencias significativas entre fratamien-
tos (*, p < 0,05 ** p < 0,0;1; ***,
p<0,0001).
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El resultado muestra los pardmetros calculados en forma de grafico de barras
entre los que se incluyen la respiracion ligada a ATP, la fuga de protones, la res-
piraciéon basal, la respiraciéon mdxima y la capacidad respiratoria.

Los datos mostrados tanfo en fibroblastos WT como fibroblastos con la mutacion
G2019S (Figura 37), demuestran que el tfratamiento con CMA aumenta de ma-
nera significativa todos los pardmetros nombrados (respiracion basal, respira-
cion mdaxima, produccion de ATP, capacidad respiratoria y proton leak) res-
pecto a su control. Ademds, se observa como este fratamiento aumenta la pro-
ducciéon de ATP en fibroblastos G2019S por encima de su control WT (fig 37.D),
siendo este aumento significativo. Por otra parte el fratamiento con CVA, aligual
qgue CMA produce un aumento en todos los pardmetros, sin embargo este au-
mento sélo es significativo en la respiracion mdxima (fig 37.B), el proton leak (fig
37.C), y la capacidad respiratoria (fig 37.E).

Tras el estudio del metabolismo mitocondrial mediante seahorse, decidimos in-
vestigar los niveles de TFAM. Este factor de transcripcion es clave en el metabo-
lismo del ADNmt, ya que interviene en la compactacion y el ensamblaje del
ADNmMt en nucleoides, estructuras en las que se cree que se produce la replica-
cion y la franscripcion del ADNmt.(Kozhukhar & Alexeyev, 2022)

En definitiva TFAM, es la primera proteina de mamifero que se ha demostrado
que regula el niUmero de copias de ADNmt que es esencial para la biogénesis
mitocondrial y el desarrollo embrionario.
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Figura 38. Determinacion de del factor de transcripciéon A (TFAM) en fibroblastos controles y pro-
cedentes de enfermos de Parkinson. Los fibroblastos humanos confrol (WT) y portadores de muta-
cidn enfermos (G2019S) se mantuvieron en condiciones basales (co), o se trataron con los exfrac-
fos de cascabullo de bellota madura (CMA) y verde (CVA) al 0.25%, durante 4 horas, solos o en
combinacion de 10 uM de CCCP. (A) muestra la fluorescencia en verde de células marcadas con
TFAM. Las imdgenes fueron tomadas con el microscopio Olympus X1-51. (B) Muestra la cuantifi-
cacidn de la intensidad de la proteina TFAM, por condicién. * Representa diferencias significativas

entre tratamientos (*, p < 0,05; ** p <0,01).

Si analizamos los niveles de TFAM (Figura 38), en células de fibroblastos WT y en
células de fibroblastos con la mutacion G2019S, tras el fratamiento de CMA, so-
los 0 en combinacién con CCCP, observamos un aumento o tendencia al alza,
pues sélo en fibroblastos G2019S se observa un aumento de manera significa-
tiva. Mientras en el fratamiento con CCCP se observa una disminucion, que re-
sulta significativa para los fibroblastos que presentan la mutacion G2019S.

No obstante, cuando analizamos los niveles de TFAM tras el tratamiento de CVA
combinado o no con CCCP, en los fibroblastos WT, se aprecia una disminucion
con CVA sdlo, sin embargo en fibroblastos con la mutacion G2019S no se obser-
van cambios aparentes.

Ademds para completar el estudio, a continuacidén mostramos los datos obteni-
dos tras el estudio de ADNmt por cada condicion.
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Figura 39. Determinacién de ADNmt en fibroblastos controles y procedentes de enfermos de Par-
kinson. Los fibroblastos humanos control (WT) y portadores de mutacion enfermos (G2019S) se
mantuvieron en condiciones basales (Co), o se trataron con los extractos de cascabullo de bellota
madura (CMA) y verde (CVA) al 0.25%, durante 4 horas, solos o en combinacién de 10 uM de
CCCP. (A) Muestra la fluorescencia en rojo de células marcadas con ADNmt. Las imdgenes fueron
tomadas con el microscopio Olympus X1-51. (B) Muestra la cuantificaciéon de la intensidad de la
proteina ADNmt, por condicién. * Representa diferencias significativas entre tratamientos (**, p <
0,01).

Si analizamos los niveles de ADNmt (Figura 39), al igual que analizamos TFAM
(Figura 38), en células de fibroblastos WT y en células de fibroblastos con la mu-
tacion G2019S, podemos observar de nuevo como fras el fratamiento de CMA,
solos o en combinacién con CCCP, observamos un aumento o tendencia al
alza, y que sélo en fibroblastos G2019S se observa un aumento de manera signi-
ficativa. Por otro lado el tratamiento con CCCP provoca una disminuciéon, que
resulta significativa para los fibroblastos que presentan la mutacion G2019S.

No obstante, fras analizar los niveles de ADNmt tanto en los fibroblastos porta-
dores o no de la mutacién patogénica en presencia del tratamiento con CVA,
se aprecia una tendencia a la baja tanto en presencia como en ausencia del
desacoplante.
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Con el objetivo de poder ampliar los estudios que corroboren una posible induc-
cion de biogénesis mitocondrial, se realizaron estudios mediante WB de diversas
proteinas relacionadas con este proceso. Una molécula clave en la regulacion
de la biogénesis es la proteina PGC1a, que juega un papel importante en la
formacién mitocondrial y la regulacion del metabolismo de la glucosa vy los lipi-
dos. (Zeng & Chen, 2022)
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Figura 40. Determinacidn de los niveles de las proteinas (PGCla, Tomm20 y P-TFEB) en
células de osteosarcoma (U20S). Las células de osteosarcoma humano U20S, que ex-
presan GFP-RFP-LC3 se trataron con los extractos de cascabullo maduro (CMA) y verde
(CVA) al 0,25% en diferentes tiempos (0,4,6,12 y 24h). Tras el tratamiento las células se
recogieron y lisaron, segun se explica en la seccién de Materiales y Métodos. A. Muestra
blots representativo de los niveles de PGC1la, TOMM20 y P-TFEB. B. Andlisis densitométrico
de PGCIla con respecto al control de carga GAPDH expresado en unidades arbitrarias
relativas (U.A.R). C. Andlisis densitométrico de TOMM20 con respecto al control de carga
GAPDH expresado en unidades arbitrarias relativas (U.A.R). C. Andlisis densitométrico de
p-TFEB con respecto al control de carga GAPDH expresado en unidades arbitrarias rela-
tivas (U.A.R).

Los datos mostrados tras el fratamiento con CMA (Figura 40), sugieren que los
niveles de PGCla aumentan de manera fiempo-respuesta. En el caso de
TOMM?20, sin embargo, este aumento se cumple hasta llegadas las 6 horas, que
comienza a descender. La proteina p-TFEB por su parte aumenta a partir de las
4 horas de exposicion a CMA, dicho aumento ademads se mantiene hasta las 24
h, inclusive.

Por ofra parte, tras el tfratamiento con CVA a diferentes tiempos, podemos ob-
servar que la proteina PGCla (Fig. 40.B) y la proteina p-TFEB (Fig. 40.D) presentan



una tendencia a la baja, no obstante la proteina TOMM20(Fig. 40.C) presenta
valores variables independientes del tiempo.

5.5 Proteccidon o viabilidad celular

El andlisis de la viabilidad celular o de la proteccion que el tratamiento con los
extractos de cascabullo podia causar sobre las células, fue fundamental para
dilucidar que estos tratamientos suponian un efecto positivo sobre el organismo,
por ello tanto los fibroblastos humanos WT como aquellos que poseian las muta-
ciones R1441G y G2019S, fueron tratados con los extractos de cascabullo ma-
duro (CMA) y verde (CVA).
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Figura 41. Proteccion de la muerte celular por extractos de cUpula de bellota en fibro-
blastos humanos. Los fibroblastos humanos con o sin mutacion fueron tratados o no con
0.5 % de extractos de cupula de bellota madura (CMA) o extractos de cUpula de bellota
verde (CVA) solos o en combinacién con 100 uM de paraquat (PQ), durante 24 h. La
muerte celular se midié mediante la incorporacion de yoduro de propidio. Las células
(10.000 eventos por condicidn) se analizaron con el citémetro Beckman Coulter FC-500.
*Representa diferencias significativas entre los grupos celulares estudiados (**, p <0,01;
X, 0 <0,0001).

En la Figura 41, mostramos que el porcentaje de muerte celular en presencia de
ambos cascabullos, disminuyo tanto en los fibroblastos control como en los fibro-
blastos que presentaban una de las mutaciones LRRK2, sin embargo solo el des-
censo con el tratamiento de CMA en fibroblastos R1441G fue significativo.

Por ofro lado, las células fueron tratadas con paraquat (PQ), tras este trata-
miento, el porcentaje de muerte celular aumento significativamente, sin em-
bargo, cuando las células fueron tratadas con CMA y CVA en combinacion,
con el insecticida PQ, el porcentaje de muerte celular descendid
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significativamente tanto en fibroblastos controles como en fibroblastos con la
mutacion R1441G.

5.6 Actividad locomotora y vida media (Drosophila

Melanogaster)

Posteriormente, y para corroborar los resultados obtenidos (Figura 42) se realizo,
un estudio en tres modelos de Drosophila melanogaster (Dm), con o sin la muta-
cion LRRK2 en el que analizamos la vida media y la actividad locomotora.

Para ello, se propone a un grupo colaborador (grupo de Adolfo Lopez de Mu-
nain, en Pais Vasco) la realizacion de un estudio “in vivo™ con tres modelos de
(Dm) uno de ellos, serd un modelo sano, o contfrol mientras que de los ofros dos,
uno presentard la mutacion G2019S LRRK2 y ofro la mutacion R1441C LRRK2. Ac-
fualmente se sabe que a las a las 3 y 4 semanas de vida, las moscas pueden
desarrollar un déficit locomotor detectable significativo. Por ello, se utilizan estas

semanas para llevar a cabo dicho estudio.
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Figura 42. Determinacién de la actividad locomotora en modelos de Parkinson. Tanto al modelo
de Drosophila melanogaster que presentaba la mutacion G2019S como aquel que presentaba la
mutacion R1441C, se le analizo su actividad locomotora a las 3 y/o 4 semanas de vida en presen-
cia o no de los exfractos de cascabullo maduro (CMA) y verde (CVA) o de urolitina. Posterior-
mente el modelo fue procesado segun el protocolo descrito en materiales y métodos. (A). Muestra
los resultados analizados a las 3 semanas de la actividad locomotora de todas las condiciones.
(B). Muestra los resultados analizados a las 4 semanas de la actividad locomotora de fodas las



condiciones. * Representa diferencias significativas enfre los grupos de Drosophila melanogaster
estudiados (**, p <0,05; **, p <0,01)

En la Figura 42 observamos como basalmente (NT), tanto a las 3 como a las 4
semanas de experimento, la actividad locomotora en presencia de ambas mu-
taciones disminuye con respecto a su control WT, siendo la disminucién con la
mutacion R1441C significativa.

Por otro lado, en cuanto a los tratamientos: Mientras el tratamiento con CVA no
parece ser capaz de revertir este déficit, el de CMA es capaz de revertir el déficit
locomotor en el modelo R1441C. En el tfratamiento de urolitina A se observa una
tendencia a mejorar la actividad locomotora aunque no es significativa

En cuanto al modelo G2019S, tanto CMA como la urolitina A, presentan una
tendencia a mejorar la actividad locomotora aungue como he comentado, no
de forma significativa.
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Figura 43. Deferminacion de la vida media en un modelo de Parkinson. El modelo de
Drosophila melanogaster en presencia o no de la mutacién R1441C se mantuvo en con-
diciones basales (NT) o se tratdé con los extractos de cascabullo verde (CVA) y maduro
(CMA, ademds de con Urolitina A. (A). Muestra los resultados de vida media del modelo
R1441C respecto a un control WT. * Representa diferencias significativas entre los grupos
de Drosophila melanogaster estudiados (**, p < 0,05; **, p <0,01)

En la Figura 43, podemos observar que el modelo R1441C presenta una reduc-
cion muy significativa de la vida media y por consecuencia una reduccion en
la esperanza de vida del modelo con respecto al control WT. Ademds tanto el

CMA como la urolitina son capaces de revertir significativamente este déficit.
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Por su parte, el fratamiento con CVA no parece ejercer un impacto destacable
en este modelo.
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Figura 44. Determinacion de la vida media en un modelo de Parkinson. El modelo de Drosophila
melanogaster en presencia o no de la mutacion G2019S se mantuvo en condiciones basales (NT)
o se tratd con los extractos de cascabullo verde (CVA) y maduro (CMA, ademds de con urolitina
A. (A). Muestra los resultados de vida media del modelo R1441C respecto a un control WT. * Re-
presenta diferencias significativas enfre los grupos de Drosophila melanogaster estudiados (**, p <

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

En cuanto al ensayo de la vida media en presencia de la mutacion G2019S (Fi-
gura 44), no observamos una disminucion significativa de forma basal de la vida
media respecto al control.
Sin embargo, si parece que tanto el cascabullo maduro como la urolitina A res-
pecto a su control, aumentan la esperanza de vida de estas moscas.



Discusion
Las enfermedades neurodegenerativas, representan un grupo de trastornos cro-
nicos que afectan principalmente al SN, entre estas se encuentra la EP. Algunos
estudios han escrito que entre los mecanismos celulares implicados en el desa-
rrollo de estas enfermedades destacan la alteracién de la degradacioén vy reci-
claje celular(Lizama & Chu, 2021; Lu et al., 2020). Ademads segun Lu et al., 2020 y
Simon et al., 2020, la disfuncion mitocondrial, el estrés oxidativo, la agregacién
de proteinas, la autofagia alterada y la neuroinflamacién, son los principales
factores predisponentes de la EP. En este contexto, los compuestos naturales
ricos en polifenoles son objeto de un creciente interés, pues éstos poseen pro-
piedades antioxidantes, antiinflamatorias y neuroprotectoras(Garcia-Villalba et
al., 2023) que pueden modular la actividad de la macroautofagia y la mitofagia,
aumentando la eliminacién de proteinas agregadas y mitocondrias disfuncio-
nales (Chahar et al., 2011), y secundariamente, mejorando el estrés oxidativo y

la inflamacién, asociados a este tipo de patologias.

Nuestros resultados comprobaron que los extractos de cUpula de bellota, al
igual que la propia bellota Quercus ilex (Cantos et al., 2003) ) poseen una alta
concentraciéon en compuestos fendlicos, como los elagitaninos (W. Huang et al.,
2008) y actividades antioxidantes (Tabla 22), siendo estG concentracion superior
en el extracto de mayor estado de maduracién (CMA) (Fig. 1), y no resultando

toxicos para las células en ningun caso (Fig. 2).

En este trabajo hemos podido demostrar que los extractos de cascabullo de
bellota, independientemente de su estado de maduracién, son capaces de in-
ducir autofagia, tanto en modelos celulares (Fig. 6,7,8 y 9) como en un modelo
murino (Fig. 10 y 11) demostrando que son capaces de atravesar la barrera he-
matoencefdlica (BHE). Ademds ambos inducen la degradacidn selectiva de la
mitocondrias (mitofagia) en un contexto de enfermedad, como en presencia
de mutaciones patogénicas de LRRK2, implicadas en la EP (Fig. 20, 21 y 22). En
este sentfido se ha demostrado su capacidad de proteger a las mitocondrias del
estrés oxidativo frente a pesticidas como la rotenona (Fig. 33), mejorando la ca-
lidad de estas. Por otra parte hay que resenar que CMA ha demostrado tener la
capacidad de aumentar la sintesis de “novo” de mitocondrias, generando el

aumento de la biogénesis de este organelo (Fig. 35, 36, 38 y 39). Ademds en
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nuestro trabajo observamos una proteccion frente a la viabilidad celular de fi-
broblastos portadores de mutaciones de LRKK2 expuestos al pesticida PQ tras el
tratamiento con los extractos (Fig. 41), asi como a una mejora, tanto de la ca-
pacidad locomotora, como del aumento de vida media en un modelo de Dro-
sophila portador de estas mismas mutaciones relacionadas con la EP. (Fig. 42,
43y 44).

La deficiencia de autofagia y/o la disfuncién de la autofagia debido a la reduc-
cion de la funcién lisosomal en las neuronas contribuye a la patogenia de las
enfermedades neurodegenerativas, en este contexto los extractos de cascabu-
llo han demostrado ser capaces de aumentar la masa lisosomal in vitro, (Fig. 14),
asimismo sugieren un aumento de la degradacion de proteinas de vida media
(Fig. 13.B). Ademas con relacion a la caracterizacion de la autofagia, los resul-
tados obtenidos con ambos extractos de cascabullo senalan una induccion del
mecanismo de autofagia (Fig. 3, 4 y 5), del mismo modo que lo hacen otros
polifenoles entre los que se encuentran el resveratrol, la quercitina o la gra-
nada,(Rafatian et al., 2012; Yamamoto et al., 2010);(Tan et al., 2019).

En este trabajo la induccidn de la autofagia se ha evidenciado por la presencia
de vacuolas de autofagia observadas mediante MET (Fig. 13.A), o el aumento
de los niveles de los genes de autofagia (Fig. 3,4 y 5), entre ofros. Ademds el
tratamiento con CMA, senala el aumento de la acumulacion de estructuras LC3
positivas colocalizadas con pé2 fras el bloqueo de la autofagia con
Baf.Al(jError! No se encuentra el origen de la referencia.12), hecho que con-
firma la posible implicacion de este extracto como responsable de la estimula-
cion de esta via degradativa (Lin et al., 2014; Pankiv et al., 2007). Sin embargo
nuestros hallazgos aun no son suficientes para senalar el mecanismo por el que
nuestros extractos son capaces de inducir autofagia, aunque, en este sentido
hemos visto que la via de ATG5 es clave para la formacién de la isoforma Il de
LC3 (Fig. 15 y 16), al igual que ocurre con otros polifenoles como el resveratrol
(Mauthe et al., 2011). El resveratrol sigue siendo muy estudiado actualmente
pues, aungue la via exacta sigue siendo desconocida (Kung et al., 2021b) algu-
nos estudios creen que sigue una via independiente de BECLINA 1(Mauthe et
al., 2011), tal y como sugieren nuestros resultados (no mostrados) y que ademads
modula los procesos celulares mediante la activacion de sensores/efectores
metabdlicos clave, incluida AMPK), la SIRT1 y PGC-1a)(Kou & Chen, 2017b). En



este sentido parece que en el mecanismo de activaciéon de la autofagia me-
diada por los extractos podria estar involucrada la proteina AMPk (Fig. 19), sin
embargo nuestros resultados senalan que el silenciamiento de TSC2 (regulador
negativo de la via mTOR) no es suficiente para inhibir el mecanismo de autofa-
gia (Fig. 17 y 18), por lo que sugerimos que existen otros mecanismos mediante

los cuales los extractos modulan este proceso degradativo.

Actualmente la disfuncion mitocondrial se relaciona con un aumento del estrés
oxidativo o de la agregacion de proteinas mal plegadas, como la alfa-sinu-

cleina, presente en la EP (Peng et al., 2016).

Asimismo sabemos que para el mantenimiento de una funcidén mitocondrial
adecuada se necesita una correcta dindmica mitocondrial, y que para ello se
necesita una regulacion estricta de la biogénesis y la eliminacion de las mito-
condrias (mitofagosoma). En base a esto, durante este trabajo nos hemos cen-
trado en estudiar el efecto que nuestros extractos, pueden tener sobre la dind-
mica mitocondrial, tanto en modelos sanos como en modelos de EP. En este
sentido nuestros resultados senalan, del mismo modo que lo hace la gra-
nada(Tan et al., 2019), nuestros extractos tienen la capacidad de activar la mi-
tofagia, hallazgo que observamos tras un estudio de colocalizacién entre LAMP1
y TOMM20 (Fig. 20), o la formacién de mitofagosomas (Fig. 36) y que ademds
corroboramos en un estudio con células mitoQc, que como hemos comentado
permiten hacer un seguimiento de la mitofagia al distinguir las mitocondrias ci-
tosdlicas de las mitocondrias entregadas a los lisosomas dcidos, mediante el re-
porter mitoQc con la etiqueta mCherry-GFP en t&dndem localizada en la mem-
brana externa mitocondrial, de tal manera que cuando las mitocondrias se diri-
gen alos lisosomas (mitofagia), pierden la senal GFP, y aumenta la senal mChe-
rry, solo en rojo. (Fig. 22). No obstante el mecanismo por el que activan la mito-
fagia aun no estd claro. Actualmente la via mds importante que regula la mito-
fagia es la via PINK1/PARKIN(Lazarou et al., 2015). En este sentido nuestros resul-
tados senalan un aumento de PINKT en la mitocondria tanto con CMA como
con CVA (Fig. 25). Del missmo modo ocurre en los estudios realizados con extrac-
tos de granada en los que también se observa este aumento (Tan et al., 2019).
Sin embargo, este resultado no se corrobora de forma basal con un aumento
de los niveles mitocondriales de la proteina p-Ubseré5 (Fig. 26), que como sabe-

mos se fosforila por PINK1 cuando esta se acumula en la mitocondria, con la
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infencion de reclutar y activar parcialmente a PARKINA y dar lugar a la mitofa-
gia (Masaldan et al., 2022), en definitiva la activacion de PARKINA esta mediada
por la activacion previa de la p-Ubseré5. Sin embargo, observamos que tras un
dano previo con CCCP si se aprecia ese aumento de los niveles de la ubiquitina
fosforilada (datos no mostrados). Por otra parte nuestros datos sugieren que el
tratamiento con CVA, aumento de los niveles de la proteina BNIP/NIX en la mi-
tocondria (Fig. 32). BNIP3/NIX es un receptor de ubiquitina que se localiza en la
membrana externa de las mitocondrias. En estado activado, NIX intferactia con
la proteina LC3, y ayuda a reclutar y anclar las mitocondrias danadas a los au-
tofagosomas (Palikaras et al., 2018; Springer et al., 2021a). Algunos estudios su-
gieren que NIX es una proteina responsable de facilitar la eliminaciéon mitocon-
drial, en los casos en los que la via PINK/PARKIN no responden, por lo tanto, es
responsable de restaurar la funcidn mitocondrial normal a pesar de la falta de
la via PINK1/PARKIN (Masaldan et al., 2022), este hallazgo podria explicar una

posible via del mecanismo de la mitofagia inducida por CVA.

Ademds de la induccion de autofagia observada fras el fratamiento con CMA,
este extracto indujo un aumento de la sintesis de “novo” de mitocondrias, co-
rrelacionado con un aumento de la masa de este organelo (Fig. 35) y de un
aumento de los niveles de la proteina PGC1a (Fig. 40), regulador de las funcio-
nes mitocondriales y del metabolismo oxidativo que se incrementa también tras
el fratamiento con resveratrol (Peng et al., 2016). Asimismo se produce una me-
jora en la fragmentacién mitocondrial que se produce tras la accion del des-
acoplante CCCP (Fig. 34). Estos hallazgos se han enconfrado con otros exfractos

naturales, como los procedentes de la granada (Tan et al., 2019).

Dado que las mitocondrias son fuente del 90 % del ROS celular y la formacion y
calidad del ADNmt va disminuyendo con la edad (Keogh & Chinnery, 2015), al-
gunos estudios han sugerido que las mutaciones del ADNmt pueden desempe-
nar un papel en la patogénesis de la EP (Martin-Jiménez et al., 2020), por ello
analizamos el efecto de nuestros extractos tanto sobre el ADNmt como sobre
TFAM (factor de transcripcion necesario para el mantenimiento de la integridad
del ADNmt). Ademds analizamos los niveles de la proteina LONP1, que segin He
et al., 2022 es clave para conservar la calidad mitocondrial. En base a estos da-
tos nuestros resultados senalan que CMA aumenta tanto el ADNmt como TFAM

(Fig. 38 y 39), ademds promueve un aumento de los niveles de LONP1 después



de 4 h de fratamiento (Fig. 30), sin embargo los resultados con CVA sugieren
pocos cambios a nivel de biogénesis mitocondrial (Fig. 31, 38 y 39). En este sen-
tido estos hallazgos unidos a un aumento de la funcion mitocondrial tanto en
CMA donde se observa un aumento de la respiracion basal, la respiracion ma-
xima o la produccion de ATP, y de proton leak tanto en fibroblastos humanos
como en fibroblastos con la mutacion G2019S (Fig. 37), y en CVA donde se apre-
cia una mejora de la capacidad respiratoria y la respiracion mdxima, ademds
de un aumento del proton leak. Estos hallazgos senalan que ambos extractos
podrian mejorar la capacidad funciona mitocondrial, en fibroblastos portadores
de la mutacion G2019S, del mismo modo que otros polifenoles contenidos en
frutas como la fresa (Giampieri et al., 2014), mejoran la funcién mitocondrial y
por tanto previenen el desarrollo de multiples enfermedades, donde estd com-
prometida la funcidn de este organelo, sin embargo son necesarios mds estudios

para dilucidar la via de accidén de ambos extractos.

Un factor importante en el desarrollo de las enfermedades neurodegenerativas
como sabemos es la acumulacion de ROS y la producciéon del estrés oxida-
tivo. En este sentido los extractos de cascabullo han demostrado un efecto pro-
tector frente al estrés mitocondrial inducido por el pesticida rotenona (Fig. 33. A,
B y C) del mismo modo que el resveratrol, que es capaz no solo de reducir la
expresion génica de este, sino también de neutralizarlo mediante la formacioén
de proteinas antioxidantes(Kung et al., 2021). Otros polifenoles como la cate-
quina o la quercitina también demostraron ser capaces de disminuir las ROS vy el
aliviar dano oxidativo ocasionado(Mercer et al., 2005; Pietta, 2000), estos ade-
mds demostraron aumentar la viabilidad celular en células SH-SY5Y, frente a la
muerte inducida por MPP+, del mismo modo que lo hacen CMA y CVA frente a
la exposicion del pesticida paraquat (Fig. 42). Estos datos sugieren que las ca-
pacidades neuroprotectoras de ambos extractos, pueden atenuar la muerte de

las neuronas dopaminérgicas (neuronas bajo estrés oxidativo) en la EP.

Considerando que nuestros resultados senalan que los extractos de cascabullo
inducen en mayor o menor medida la activacion de la autofagia “in vivo” (Fig.
10y 11), y que ademds los resultados “in vitro” confirman su influencia sobre |a
dindmica mitocondrial, se realizd6 un estudio en un modelo de Drosophila mela-
nogaster portador de las mutaciones patogénicas G2019S y R1441G expuestos

a los extractos para comprobar su efecto sobre la funcién locomotora y la vida
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media de estas, comparados con las moscas sin mutaciones en paralelo a los

efectos observados con urolitina A.

La urolitina A, ha sido descrita como un metabolito secundario generado fras la
digestion de los elagitaninos, polifenoles presentes en muchas plantas y frutas
como las nueces, las bellotas o la granada. Ryu et al., 2016, realizaron un estudio
que describe la capacidad de la urolitina A para aumentar la movilidad y la
esperanza de vida en c. elegans. En este sentido los hallazgos encontrados en
nuestro trabajo senalan que CMA es capaz de aumentar la actividad locomo-
tora en moscas portadoras de las mutaciones R1441G y G2019S, incluso por en-

cima del fratamiento con urolitina A (Fig. 42).

En definitiva, aunque es remarcable senalar que existen diferencias entre los ex-
tractos de bellota en diferentes estados de maduraciéon, en la presente tesis
doctoral se ha demostrado la capacidad de estos para inducir mecanismos
como la autofagia y/o mitofagia, mejorarando la calidad mitocondrial, aumen-
tando la biogénesis de este organelo y protegiéndolo frente al estrés causado
en presencia de téxicos, como el PQ o la rotenona. Ademds de la proteccioén
frente a la viabilidad celular o el aumento de la vida media y la mejora de la
funcién locomotora en modelos de enfermedad, como ante la presencia de
mutaciones patogénicas de la EP, en combinacién o no de pesticidas. Por tanto
estos hallazgos nos hacen pensar en la posibilidad de ufilizar estos extractos
como posible diana terapéutica frente a este tipo de enfermedades. No obs-
tante un estudio mds exhaustivo seria necesario para poder explicar los meca-

nismos. a tfravés de los cuales se inducen estos procesos.



Conclusion

En base a los objetivos planteados las conclusiones que podemos obtener de

esta tesis son las siguientes:

1. - Los extractos de cascabullo de bellota verde y madura poseen una
alta concentracién de compuestos fendlicos y actividad antioxidante, siendo

ambas propiedades superior en el extracto de mayor estado de maduracion.

2. - Los extractos de cascabullo de bellota, independientemente de su
estado de maduraciéon, han demostrado la capacidad de inducir autofagia y
mitofagia tanto en modelos “in vitro” como en modelos "in vivo”. Asimismo estos
extractos han demostrado la capacidad de atravesar la barrera hematoence-

fdlica.

3. - Los extractos de cascabullo protegen de la muerte celular, obser-
vada en fibroblastos con una de las dos mutaciones LRRK2 (R1441G y G2019S),
en presencia o no de paraquat. Ademds ambos extractos consiguieren disminuir
el estrés mitocondrial basalmente y tras la induccidn de estrés mitocondrial en
presencia de rotenona. Por otra parte demostraron una mejora de la capaci-

dad funcional mitocondrial.

4. - Los modelos de Drosophila melanogaster portadores de las de las
mutaciones G2019S y R1441G de la proteina LRRK2, aumentaron la actividad
locomotora y la vida media respecto a la ausencia de mutacion, tras el frata-
miento con el extracto de cascabullo maduro, mientras el extracto de cascao-

bullo verde no presenta datos destacables.
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