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RESUMEN

MLNG64 (human metastic lymph node 64) es una proteina de membrana localizada en organelos
endociticos como subpoblaciones de endosomas tardios que une colesterol y cuya funcién no ha
sido completamente dilucidada adn.

La sobreexpresion de MLN64 en células esteroidogénicas aumenta la esteroidogénesis al
estimular la movilizacion de colesterol endosomal/lisosomal hacia la membrana mitocondrial. El
papel de MLN64 en la mantenciédn del flujo de colesterol endosomal y la homeostasis intracelular
del colesterol en el higado no se conoce. Resultados previos de nuestro laboratorio muestran que
la sobreexpresion hepatica de MLNG64 en ratones incrementa el contenido de colesterol libre e
induce la disminucion de GSH total. Nuestro objetivo principal fue evaluar si la sobreexpresion
de MLNG64 produce un aumento del contenido de colesterol mitocondrial y contribuye al dafio
oxidativo y la disfuncion mitocondrial en un modelo de hepatocitos en cultivo.

Metodologia: se utiliz6 un adenovirus recombinante que contenia la region codificante para la
proteina MLNG64 para sobreexpresar MLN64 en células Hepal-6. Se midio el efecto de la
sobreexpresion de MLNG64 sobre: i) el colesterol mitocondrial usando el Kit Amplex Red
Cholesterol Assay, ii) los niveles de glutation reducido (GSH), iii) el potencial de membrana
usando Mitotracker Red, iv) el estrés oxidativo midiendo los niveles de 4-hidroxinonenal (HNE)
y de nitrotirosina (Ntyr) y la expresién de genes mediante PCR en tiempo real.

Resultados: las células Hepal-6 con sobreexpresion de MLN64 mostraron un aumento en el
contenido de colesterol libre, una disminucion del potencial de membrana mitocondrial, elevados
niveles de nitrotirosina y alteraciones de marcadores de estrés oxidativo como niveles de
glutation reducido, HNE y de transcritos de genes de estrés oxidativo.

Conclusiones: nuestros resultados sugieren que la sobreexpresion de MLN64 en hepatocitos
induce un aumento en el transporte de colesterol hacia la mitocondria y en consecuencia una
disminucion en el contenido mitocondrial de GSH y del potencial de membrana, induciendo

disfuncion mitocondrial.
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SUMMARY

MLNG64 (human metastic lymph node 64) is a membrane protein localized in endocytic organelles
of the late endosomes subpopulation which binds cholesterol and whose function has not been
fully elucidated.

Overexpression of MLNG64 in steroidogenic cells enhanced steroidogenesis apparently by
stimulating the mobilization of late endosomal/lysosomal cholesterol to the mitochondrial
membrane. The role of MLN64 in the maintenance of endosomal cholesterol flow and
intracellular cholesterol homeostasis in the liver remains unclear.

Hepatic overexpression of MLN64 in mice increased cholesterol content and induced depletion
of total GSH. Our aim was to evaluate whether MLNG64 overexpression produces an increase in
the mitochondrial cholesterol content and contributes to oxidative stress and mitochondrial
dysfunction in an in vitro hepatocyte model.

Methods: Recombinant-adenovirus-mediated MLN64 gene transfer was used to overexpress
MLNG64 in Hepa 1-6 cells. We measured the effects of MLN64 overexpression on: i)
mitochondrial cholesterol using the Amplex Red Cholesterol Assay Kit, ii) reduced glutathione
(GSH) levels, iii) mitochondrial membrane potential using Mitotracker Red, iv) the superoxide
production was evaluated using MitoSOX, v) oxidative stress, measuring the levels of 4-
hidroxinonenal (HNE) and nitrotirosine (Ntyr) and the expression of oxidative stress genes with
guantitative PCR.

Results: In MLNG64 overexpressing hepal-6 cells we found an increase in free cholesterol levels,
decreased mitochondrial membrane potential, elevated levels of nitrotyrosine and alterations in
markers of oxidative stress as reduced glutathione, HNE and transcript levels of oxidative stress
genes.

Conclusions: Our findings suggest that MLN64 overexpression in hepatic cells induces an
increase in cholesterol transport to mitochondria and consequently a decrease in mitochondrial

GSH content and mitochondrial membrane potential that leads to mitochondrial dysfunction.



I. INTRODUCCION

El colesterol es una molécula bioldgica esencial que desempefia diversos papeles en el
organismo. El colesterol esta presente en todas las membranas de los organelos intracelulares de
animales, como el reticulo endoplasmatico, los lisosomas, las mitocondrias, etc. (Lange and
Steck, 1997, Lange et al., 1997, Garcia-Ruiz et al., 2009). En las células animales se han
desarrollado complejos y sofisticados mecanismos para mantener los niveles de colesterol celular
dentro de un rango normal, como el sistema molecular basado en las proteinas SREBPs (Sterol
Regulatory Element Binding Proteins) (Briggs et al., 1993, Wang et al., 1993, Espenshade, 2006,
Xiaoping and Fajun, 2012).

Cuando se produce un desbalance en los mecanismos homeostaticos del colesterol las
consecuencias pueden llegar a ser devastadoras a nivel celular y sistémico (Maxfield and Tabas,
2005). Se ha visto que en ciertas patologias como la enfermedad de Alzheimer (Bobba et al.,
2010), la enfermedad de Niemann Pick Tipo C (Vazquez et al., 2012a, Vazquez et al., 2012b) y el
higado graso (Nakamuta et al., 2009) se genera un desbalance en la homeostasis del colesterol,
produciéndose una acumulaciéon de éste en organelos de la célula como los lisosomas y las
mitocondrias (Sobo et al., 2007, Violante et al., 2012), lo que se ha asociado a disfuncién
mitocondrial, estrés oxidativo y muerte celular (Violante et al., 2012, Tabas, 2002). En estas
patologias se ha observado que los tejidos mas afectados son el cerebro y el higado, sin embargo,
el mecanismo por el cual se produce muerte celular en estos tejidos aun no ha sido
completamente dilucidado. Una posible causa de la muerte celular puede deberse a un transporte
defectuoso del colesterol a través de los organelos de la célula (Ikonen, 2006, Ma et al., 2008,
Wood et al., 1999, Puglielli et al., 2003). En acuerdo con esta teoria se ha reportado que el
aumento de colesterol mitocondrial esta asociado a disfuncion mitocondrial y aumento del estrés
oxidativo (Bosch et al., 2011). Ademas se ha visto que un aumento del contenido de colesterol
mitocondrial produce pérdida de la fluidez de la membrana mitocondrial y un aumento en la
susceptibilidad a la apoptosis (Mari et al., 2009). Esto genera una disminucion de la sintesis de
ATP y de la entrada del glutation (GSH) hacia la mitocondria, provocando una alteracion en la
eficiencia de la cadena respiratoria y de la defensa antioxidante (Mari et al., 2009), lo que

finalmente lleva a muerte celular.



Dada la gran importancia de mantener niveles adecuados de colesterol celular, su tréfico
intracelular esta controlado de manera robusta por diversas moléculas, entre ellas receptores de la
superficie celular como el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LDLR) y el receptor
scavenger de clase B tipo | (SRBI) (Bloks et al., 2004, Dube et al., 2013, Rigotti et al., 2003),
factores de transcripcion pertenecientes a la familia SREBP, los que en general regulan la
concentracion de colesterol en la célula (Xiaoping and Fajun, 2012, Horton et al., 2002), las
proteinas pertenecientes a la familia START, capaces de unir colesterol como la proteina
STARD3 (Soccio and Breslow, 2003) o esteroles como los oxiesteroles, que estan involucrados
en la homeostasis del colesterol (Schroepfer, 2000, Lehto and Olkkonen, 2003).

De especial interés para esta tesis es la proteina STARD3 6 MLN64 (metastatic lymph node
protein 64). Esta es una proteina integral de membrana localizada principalmente en
subpoblaciones de endosomas tardios (van der Kant et al., 2013), compuesta por dos dominios
distintos. ElI dominio amino terminal contiene cuatro hélices transmembrana y se denomina
MENTAL (MLN64 N-Terminal) y el dominio carboxilo terminal se denomina START
(steroidogenic acute regulatory protein (StAR)-related lipid-transfer) (Soccio and Breslow, 2003).
El dominio MENTAL es capaz de unir colesterol y el dominio START es un dominio de union
de lipidos que también esta presente en la proteina StAR (Steroidogenic acute regulatory protein),
la cual es capaz de transportar colesterol desde fuentes intracelulares hacia la mitocondria de
tejidos esteroidogénicos estimulando la sintesis de hormonas esteroidales (Stocco and Clark,
1996).

La funcién de la proteina MLN64 en el trafico intracelular de colesterol no ha sido
completamente dilucidada (Ha et al., 2012a). Sin embargo, su topologia sugiere que MLN64 es
un componente importante en la maquinaria de transporte de colesterol desde los endosomas
tardios y lisosomas hacia el resto de la célula (Alpy et al., 2001, Strauss et al., 2002).

Interesantemente, estudios realizados en nuestro laboratorio demostraron que la
sobreexpresion hepatica de MLNG64 en un modelo in vivo induce dafio hepatico, aumento de la
apoptosis y aumento del contenido de colesterol hepatico libre (Tichauer et al., 2007). Otros
estudios reportaron que una mutante de MLNG64 que carece del dominio START induce
acumulacién de colesterol en lisosomas (Zhang et al., 2002), mientras que otro grupo de

investigadores demostraron que la reduccion de la expresion de MLN64 mediante ARN de
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interferencia disminuye el transporte de colesterol hacia la membrana interna mitocondrial en
células CHO deficientes en la proteina lisosomal NPC1 (Charman et al., 2010). Todos estos
antecedentes permiten proponer un papel de MLN64 en la mantencion del flujo de colesterol
endosomal, en la homeostasis del colesterol intracelular y en el transporte de colesterol desde la
via endosomal hacia la mitocondria (Zhang et al., 2002, Alpy et al., 2002, Rigotti et al., 2010) .
Por los antecedentes anteriormente mencionados, planteamos como hipotesis de trabajo que la
sobreexpresion de MLN64 aumenta el transporte de colesterol hacia la mitocondria, lo que
produciria una disfuncién mitocondrial, aumentando el estrés oxidativo y en consecuencia
promoveria la muerte celular. El objetivo principal de esta investigacién es evaluar si la
sobreexpresion de MLN64 en hepatocitos produce un aumento del contenido de colesterol

mitocondrial y si esto contribuye al dafio oxidativo y a la disfuncién mitocondrial.
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Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia del colesterol celular

El colesterol es una molécula bioldgica esencial que desempefia diversas funciones en el
organismo. Es el componente estructural de todas las membranas celulares y a su vez es el
precursor de las hormonas esteroidales, la vitamina D y de los &cidos biliares involucrados en la
digestion. El colesterol modula la estabilidad, permeabilidad y movilidad de las proteinas en la
membrana, facilita la sefializacién celular y ademas también estd presente en todas las
membranas animales de los organelos intracelulares como en las mitocondrias y el reticulo
endoplasmatico (Maxfield and Tabas, 2005). En las células animales se han desarrollado
complejos y sofisticados mecanismos para mantener los niveles de colesterol celular dentro de un
rango normal. Cuando se produce un desbalance en los mecanismos homeostaticos, las
consecuencias pueden llegar a ser devastadoras a nivel celular y sistémico (Maxfield and Tabas,
2005). Un ejemplo de este desbalance de colesterol ocurre en patologias como la enfermedad de
Niemann Pick tipo C, donde el colesterol se acumula en los lisosomas, particularmente en las
células de 6rganos importantes como el higado y cerebelo, induciendo dafio y muerte celular en
los tejidos (Vazquez et al., 2011, Erickson, 2013, Patterson et al., 2012).

2.2 Transporte y regulacion del colesterol celular

Las células animales obtienen el colesterol a través de dos vias: por la sintesis de novo en el
reticulo endoplasmico a partir de su precursor el acetil-coenzimaA; y a través de la absorcion del

colesterol preexistente en los alimentos de origen animal, denominada via exdgena.

En la via enddgena, el colesterol celular se sintetiza de novo en el reticulo endoplasmico (ER).
Cuando hay un exceso de colesterol éste se almacena como ésteres de colesterol en el citoplasma.

Este proceso esta catalizado por la acil-coenzima A colesterol aciltransferasa (ACAT).



X1

La sintesis de novo es regulada controlando la 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMGCR),

enzima que cataliza la conversion de HMG-CoA a mevalonato, etapa limitante de la biosintesis

de colesterol (Ikonen, 2008) (Figura 1).
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Figura 1. Via enddgena de la biosintesis de colesterol.

La sintesis de colesterol comienza con el transporte del acetil-CoA desde la mitocondria al
citoplasma, donde el acetil-CoA se convierte en 3 hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA).
El paso limitante ocurre en la reaccion catalizada por la HMG-CoA reductasa (HMGR), que
posteriormente se convierte en mevalonato. EI mevalonato se convierte en isopentenil
pirofosfato (IPP), con la pérdida de CO,. Las reacciones de la fosforilacion son necesarias para
solubilizar los intermedios isoprenoides de la via, los cuales son usados para la sintesis de
proteinas preniladas, del dolicol, de la coenzima Q y de la cadena lateral del hemo A. El IPP se
convierte en escualeno, para posteriormente convertirse en colesterol. En la figura se indican
también los compuestos derivados del 7-dehidrocolesterol y del colesterol, como vitamina D,
esteroles y sales biliares.

En la via exdgena, el colesterol dietario es absorbido por los enterocitos en el intestino
delgado, donde es empaquetado, junto con los triglicéridos y la apolipoproteina B (APOB) en
quilomicrones. La apolipoproteina E (APOE) genera remanentes de quilomicrones, que son
captados por los hepatocitos, los que posteriormente secretan los lipidos en forma de
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), que son procesadas en la circulacion y pasan a ser

lipoproteinas de baja densidad (LDL), la principal lipoproteina que entrega colesterol a los tejidos
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periféricos. El colesterol que no es captado en los tejidos periféricos vuelve al higado para su
utilizacion o conversién a sales biliares (lkonen, 2008).

El hepatocito capta colesterol de lipoproteinas como LDL, VLDL y los remanentes de
quilomicrones por receptores endociticos (Ishibashi, 1994, Rohlmann et al., 1998, Dietschy et
al., 1993b, Dietschy et al., 1993a). Las HDL devuelven los lipidos al higado en un proceso
Ilamado transporte reverso de colesterol (Ikonen, 2008).

A nivel hepatico el receptor involucrado en la captacion del colesterol desde HDL es el
Receptor Scavenger clase B tipo | (SRBI), que capta el colesterol por un mecanismo
denominado captacion selectiva de colesterol, ya que la HDL es capaz de entregar selectivamente
su contenido de colesterol al higado sin endocitosis ni degradacion de la particula lipoproteica
(Leiva et al., 2011, Rigotti et al., 1997) (Figura 2).

Colesterol
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LDL
EXN 1
4 ﬁ) VLDL IDL
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Figura 2. Via exdgena de la captacion de colesterol.

El colesterol y triglicéridos de la dieta son absorbidos en el intestino delgado y empacados en
quilomicrones ricos en triglicéridos. Los quilomicrones son secretados hacia la sangre y tejidos.
Los remanentes de quilomicron son captados por el higado y reensamblados en lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL) para ser secretados a la circulacion donde las VLDL son
transformadas en remanentes de VLDL. Luego de entregar los lipidos en los distintos tejidos, la
mayor parte de los remanentes de VLDL son captadas por el higado ¢ sufren mayor lipdlisis,
convirtiéndose en lipoproteinas de densidad intermedia (IDL) o de baja densidad (LDL). Una
gran proporcion de las IDL y LDL son captados por el higado y parte importante de las LDL son
captadas por tejido extrahepatico. El colesterol puede ser transportado desde los tejidos
periféricos hacia el higado a través de lipoproteinas de alta densidad (HDL). Las HDL pueden
esterificar el colesterol libre y transferir el colesterol éster hacia lipoproteinas VLDL o IDL.
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2.3 Proteinas transportadoras de colesterol

La movilizacion de colesterol celular a la membrana plasmética y el flujo hacia aceptores
extracelulares es un importante mecanismo para regular los niveles de colesterol celular.

El trafico intracelular del colesterol estd controlado por diversas moléculas, entre ellas
encontramos: los receptores de lipoproteinas, como el LDLR y SRBI (Bloks et al., 2004, Dube et
al., 2013, Rigotti et al., 2003); los factores de transcripcion pertenecientes a la familia SREBP,
los que en general regulan la concentracion de colesterol en la célula (Xiaoping and Fajun, 2012,
Horton et al., 2002) y los esteroles como los Oxysteroles, que estan involucrados en la
homeostasis del colesterol (Schroepfer, 2000, Lehto and Olkkonen, 2003). También participan las
proteinas SCP-2 y las caveolinas (Fernandez-Rojo et al., 2012, Alpy and Tomasetto, 2005, Ren et
al., 2004). Ademas existen dos familias de proteinas principales para el transporte de lipidos que
son especificas para el transporte de esteroles: la familia con dominio START de sus siglas en
inglés (steroidogenic acute regulatory protein (StAR)-related lipid-transfer (START) domain) y
la familia de unién a oxiesteroles (OSBP,) la que incluye las proteinas relacionadas a OSBP
(ORPs) (Clark, 2012).

La familia de proteinas con el dominio START esta bien caracterizada y esta compuesta por
15 miembros, denominadas STARD1 a STARD15, que estan agrupadas en seis subfamilias
basadas en las similitudes de sus secuencias y del ligando que unen (Ponting and Aravind, 1999,
Soccio et al., 2002). Algunos de los miembros de esta familia son capaces de unir lipidos, como
colesterol, oxiesteroles, fosfolipidos o esfingolipidos en el dominio START Yy participan en el
transporte intracelular de éstos, en su metabolismo y en eventos de sefializacion celular (Alpy et
al., 2009). De nuestro particular interés es la subfamilia de proteinas que unen colesterol
(STARD1/D3). Dentro de esta familia se encuentran las proteinas STARD1/StAR y
STARD3/MLNG64.

La proteina STARDL o StAR es la proteina fundadora de la familia y se expresa en su mayoria
en las glandulas adrenales y en las gonadas (Stocco and Clark, 1996, Clark et al., 1994). La
proteina StAR es la Unica de la familia que contiene una secuencia sefial N-terminal que dirige la
proteina hacia la membrana mitocondrial externa. Esta proteina une colesterol en su dominio C-

terminal START Yy facilita la traslacion de colesterol dentro de la matriz mitocondrial hacia las



XVI

enzimas P450scc o CYP27Al para la sintesis de hormonas esteroidales o oxiesteroles,
respectivamente (Clark, 2012).

2.4 MLN64: Un miembro de la familia START

La proteina STARD3 o MLN64 (human metastic lymph node 64), fue identificada por
hibridacion diferencial desde una libreria de cDNA en nédulos linfaticos metastasicos derivados
de cancer mamario (Moog-Lutz et al., 1997) (Tomasetto et al., 1995a).

El cDNA de MLNG64 codifica para una proteina de 445 aminoacidos que en su dominio amino
terminal posee 4 segmentos de transmembrana que tienen una identidad del 70% y una similitud
del 83% con la proteina del endosoma tardio MENTHO (MLNG64 N-Terminal domain
Homologue), dominio que se ha designado como MENTAL (MLN64 N-Terminal). MLN64
posee en su extremo carboxilo terminal un dominio START con 37% de identidad y 47% de
similitud con la proteina StAR (Alpy et al., 2002, Moog-Lutz et al., 1997), orientado hacia el
citoplasma (Figura 3).

La proteina MLN64 une colesterol al igual que StAR y ademas, al igual que StAR contiene un
péptido sefial de destinacion en la region N-Terminal, pero hacia endosomas tardios (Tomasetto
etal., 1995b, Alpy et al., 2001).

MENTAL START
H ) 8 2
Sapiens
MENTHO % % % % 234 aa
38% 83%
17% 70% 231
e Z/mZ1% 445 2
46%
68 37%
H.sapiens
A | 285 aa

Figura 3. Representacion esquematica de las proteinas MENTHO, MLN64 y StAR. El
porcentaje de similitud entre las secuencias es indicado en rojo y el porcentaje de identidad en
azul. En el extremo amino terminal las proteinas MENTHO y MLN64 comparten un dominio que
contiene cuatro segmentos de transmembrana denominado MENTAL. En el extremo carboxilo
terminal MLN64 y StAR tienen un dominio de homologia denominando START. Figura
modificada de Alpy y cols (Alpy et al., 2002).
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Recientemente se demostro que los dominios MENTAL de MLN64 y MENTHO son capaces
de unir colesterol e interactuar de forma especifica entre ellos y podian estar formando dominios
discretos en la superficie de los endosomas (Alpy et al., 2005). De esta manera, la localizacion y
topologia de MLN64 en organelos endociticos como subpoblaciones de endosomas tardios (van
der Kant et al., 2013) sugeriria que MLN64 podria capturar colesterol a nivel de la membrana del
endosoma tardio, para ser extraido luego por el dominio START citoplasméatico de MLN64,
homologo al de StAR (loannou, 2001) (Alpy and Tomasetto, 2005) y finalmente transferir el
colesterol a un dominio citosolico aceptor (Alpy et al., 2005).

Adicionalmente, debido a que MLN64 y StAR poseen una alta homologia e identidad en el
dominio START, tienen similares funciones biolégicas (Moog-Lutz et al., 1997) y a que la
proteina StAR posee un papel central al favorecer la traslacion de colesterol a la membrana
mitocondrial interna donde se encuentran las enzimas de biosintesis de los esteroides (citocromo
P450scc), se ha postulado que MLNG64 podria tener actividad esteroidogénica al ser capaz de unir
y trasladar colesterol hacia la mitocondria (Watari et al., 1997, Zhang et al., 2002, Charman et al.,
2010) (Figura 4).

Por las caracteristicas anteriormente mencionadas, creemos que la proteina MLN64 estaria
involucrada en el transporte de colesterol desde fuentes intracelulares hacia el resto de la célula.
Interesantemente, estudios previos de nuestro grupo demostraron que la sobreexpresion hepatica
de MLN®64 induce dafio hepatico, apoptosis y un aumento del contenido de colesterol hepético
libre (Tichauer et al., 2007). Incluso, estudios de otros grupos han demostrado que la reduccién
de la expresion de MLN64 mediante ARN de interferencia disminuye el transporte de colesterol
hacia la membrana interna mitocondrial en células CHO (Charman et al., 2010), por lo esta
proteina podria tener un rol importante en el transporte de colesterol hacia la mitocondria.

Sin embargo, el mecanismo por el cual MLN64 mediaria la transferencia de colesterol a la
mitocondria no es claro ain. Es posible que la proteina transfiera el colesterol desde el
compartimento endosomal a un aceptor citosélico. En este sentido, se ha propuesto que los
miembros de la familia de proteinas START citoplasmaticas, como STARD4 6 STARDS podrian
actuar como aceptores citoplasmaticos del colesterol endosomal de MLN64 (Clark, 2012) (Figura
4). Otra posibilidad, sugerida por Charman et al. 2010, es que MLNG64 transfiera colesterol a la

mitocondria a través de los sitios de contacto lisosoma-mitocondria. Ademas, no es posible



XVIII

descartar que el dominio START de MLNG64 citosolico sea proteolizado y que de esta manera

transporte colesterol a la mitocondria.

MILN64

Dominio _> Aceptores CItOSO'ICOS

START
H@:

endosoma tardio/ lisosoma mitocondria

Figura 4. Modelo de la posible funcion de MLN64 en el transporte intracelular de
colesterol.

MLNG64 podria capturar colesterol en la membrana de endosomas tardios/lisosomas, y a través de
su dominio START transportar este colesterol a la mitocondria de manera indirecta a través de
otros aceptorescitosolicos o de manera directa a la mitocondria para favorecer su metabolismo a
través de enzimas mitocondriales (Watari et al., 1997). Figura adaptada de Tichauer, 2005
(Tichauer, tesis de pregrado).

2.5 El colesterol mitocondrial y su papel en la disfuncion mitocondrial y el estrés oxidativo

La mitocondria contiene multiples transportadores de electrones capaces de producir ROS
(Figura 5), como también posee una extensa red de defensa antioxidante. Cualquier estimulo que
pueda afectar a la mitocondria puede generar un desbalance en la produccién de ROS y una
disminucion en la defensa antioxidante o viceversa. Como la mitocondria juega un rol muy
importante en el manejo del estrés oxidativo y en la produccion de energia en la célula, su
disfuncion puede generar dafios severos en la funcién celular (Cui et al., 2012, Vazquez et al.,
2012a). Esta disfuncion puede ser generada por diversos factores, como por ejemplo un
desbalance en la homeostasis del colesterol y de su transporte hacia las mitocondrias y

alteraciones en componentes de la cadena de transporte de electrones (Garcia-Ruiz et al., 1995).
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GluMal Succ TMPD/Asc ADP

Figura 5. Complejos de la cadena respiratoria mitocondrial y la relacion
substrato/inhibidor

La cadena respiratoria mitocondrial (CRM) esta formada por cinco complejos multiproteicos
localizados en las crestas mitocondriales, que atraviesan la bicapa lipidica y sobresalen hacia la
matriz y el espacio intermembrana, denominados complejo | (NADH ubiquinona oxidoreductasa
0 NADH deshidrogenasa), complejo 11 (succinato CoQ oxidoreductasa), complejo 111 (citocromo
¢ oxidoreductasa), complejo IV (citocromo C) y complejo V (FO-F1-ATP sintasa) (Boronat and
Patologica, 2009).

Inhibidores de los complejos de la cadena respiratoria: Rot- rotenona (inhibidor de CI), AntA -
antimicina A (inhibidor de CIII). Los sustratos usados para estimular el flujo de electrones en los
complejos de la cadena respiratoria son los siguientes: Glu/Mal (glutamato + malato); Succ
(succinato); tetrametil-p-fenilenediamina/ascorbato (TMPD/cytochrome ¢ + ascorbato).

Un desbalance en la homeostasis del colesterol como la acumulacion de éste en las mitocondrias
se asocia a disfuncién mitocondrial, aumento de estrés oxidativo y muerte celular (Violante et al.,
2012, Tabas, 2002, Bosch et al., 2011, Sobo et al., 2007) en diversas patologias como la
enfermedad de Alzheimer (Bobba et al., 2010) y la enfermedad de Niemann Pick Tipo C
(Vazquez et al., 2012a, Vazquez et al., 2012b).

Un mal funcionamiento de las mitocondrias causado por aumento en el contenido del
colesterol mitocondrial se asocia a una disminucion en la fluidez de la membrana mitocondrial y
a un aumento en la susceptibilidad a la apoptosis (Mari et al., 2009). Esto genera una disminucién
en la sintesis de ATP y disminucion de la entrada de GSH mitocondrial (MGSH), provocando una
alteracion en la eficiencia de la cadena respiratoria y de la defensa antioxidante, aumentando la
produccion de radicales libres, el estrés oxidativo total celular y alterando la expresion de genes
(Mari et al., 2006, Bosch et al., 2011, Ha et al., 2012a, Fernandez-Checa and Kaplowitz, 2005,
Haetal., 2012b).
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El mecanismo por el cual se induciria un aumento del colesterol mitocondrial en patologias
como el Alzheimer o NPC no es claro ain. Un posible escenario es que se encuentren
desreguladas las vias de transporte de colesterol hacia la mitocondria. En este sentido, es
interesante mencionar que resultados no publicados de nuestro laboratorio muestran un aumento
en los niveles proteicos de MLNG64 en modelos NPC. Por otro lado, Ha y cols, demostraron que
la resistencia a la toxina letal del Anthrax se debia a una disminucién en los niveles de la proteina
MLNG64, del contenido del colesterol mitocondrial y de la formacion de ROS en macrofagos (Ha
et al., 2012a). Ademas los estudios de Charman y cols, permiten proponer un papel de MLN64
en el transporte de colesterol desde la via endosomal a la mitocondria, ya que demostrd que la
reduccion de MLN64 por ARN de interferencia disminuye el transporte de colesterol a la
membrana interna mitocondrial y produce una reduccién de los niveles de colesterol mitocondrial
en células normales y deficientes en NPC1 (Charman et al., 2010).

Con estos antecedentes es posible plantear que un aumento de los niveles de MLN64
podria inducir un aumento del transporte de colesterol a la mitocondria, produciendo disfuncion

mitocondrial y estrés oxidativo.
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1.  HIPOTESIS

La sobreexpresion de MLN64 aumenta el contenido de colesterol mitocondrial, lo que produciria

una disfuncion mitocondrial y aumento del estrés oxidativo.

IV. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la sobreexpresion de MLNG64 sobre el contenido de colesterol mitocondrial,

el dafio oxidativo y la disfuncién mitocondrial en un modelo in vitro.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Sobreexpresar MLNG64 en células Hepal-6 mediante un adenovirus recombinante de MLN64.
2. Determinar el contenido de colesterol mitocondrial en células infectadas con Ad.MLN64.

3. Evaluar el efecto de la sobreexpresién de MLN64 sobre la disfuncion mitocondrial y el estrés

oxidativo en células Hepal-6.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Cultivo celular

La linea celular Hepal-6 proveniente de un hepatoma de raton fue propagada en Dulbecco’s
modified eagle médium (DMEM) al 10% de suero fetal bovino (SBS) a pH 7.0 y mantenida en
incubador a 37°C con un 5% de CO,.

5.2. Infeccién con adenovirus recombinante

Las células Hepa 1-6 fueron tratadas con 3 condiciones, un grupo control sin infeccion, un
grupo infectado con el adenovirus control que carece de la region codificante E1 (Ad.E1A) y el
adenovirus con la region codificante para la proteina MLN64 (Ad.MLNG64). La sobreexpresion
de MLNG64 se corroboré mediante Western blot, gPCR e inmunofluorescencia contra MLN64.

La dosis usada de ambos adenovirus fue de 1.5x10° particulas virales para 2.5x10° células en
medio DMEM al 2% y suplementadas con suero fetal bovino al 5% (Hyclone) tras 4 horas (h) de

infeccion. Las células se obtuvieron 24 h post-infeccion.

5.3. Purificacion de mitocondrias y medicion del contenido de colesterol mitocondrial

Las mitocondrias se purificaron por fraccionamiento subcelular usando el kit de purificacion
de mitocondrias (ScienceCell) desde homogenizados de células Hepa 1-6 de acuerdo al protocolo
que se detalla a continuacion.

Las células Hepal-6 se sembraron en placas de 150 mm, se infectaron con adenovirus y a las 24 h
se lavaron con buffer fosfato salino (PBS 1X; NaCl 8 g/L, KCI 0,2 g/L, Na,HPO,x7H,0O 0,24
g/L, pH 7,3) (Winkler BM-1340), a 4°C y se despegaron usando un rastrillo. Luego, el contenido
se traspasd a un nuevo tubo eppendorf que fue centrifugado a 500 g por 5 minutos (min) a 4°C.
Se elimino el sobrenadante y se resuspendio el pellet con 750 pl de Buffer A (ScienceCell, 8268).
El contenido se homogenizo usando un homogenizador Dounce vidrio-vidrio. El homogenizado
total se transfiridé a un nuevo tubo eppendorf y se centrifugdé a 1000 g por 5 min a 4°C. El pellet
se elimind y el sobrenadante se centrifug6 a 10.000 g por 20 min a 4°C. El pellet, que contiene la

fraccion de mitocondrias, nuevamente fue resuspendido en 750 pl de Buffer A y centrifugado a



XX

10.000 g por 20 min a 4°C. Finalmente el pellet se resuspendié en 50 pl de buffer de Lisis
suplementado con inhibidores de proteasa. Se chequed la concentracion de proteinas con el Kit

Pierce BCA (TermoScientific, 32106). Las muestras se guardaron a -20°C.

5.3.1 Western blot contra Catepsina B (marcador lisosomal), Cox IV (marcador
mitocondrial), €-cop (control de carga) y MLN64.

La sobreexpresion de MLNG64 inducida por la infeccion con el adenovirus se corrobor6
mediante western blot contra MLNG64. La purificacién de mitocondrias se corrobor6 mediante
western blot contra Catepsina B (marcador lisosomal) y Cox IV (marcador mitocondrial). El
control de carga usado en ambos casos fue €-cop.

Para realizar la electroforesis de proteinas se prepar6 un gel resolutivo al 15% y un concentrador
al 4%. Se cargaron 50 g de proteinas de las muestras, se sonicaron por 5 minutos y se corrieron
inicialmente a 80 Volts hasta llegar al gel resolutivo y luego a 100 Volts. Luego, las proteinas se
transfirieron a 400 mA por 2 h a una membrana de nitrocelulosa. Una vez realizada la
transferencia, la membrana se bloque6 por 1 h en leche al 5% en PBS-tween 0,1%. La membrana
fue cortada guiandose por el marcador de peso molecular. Cada membrana se incub6 durante la
noche (ON) a 4°C con anticuerpo primario catepsina B (Santa Cruz 64905, a-mouse, 1:1000),
Cox IX (Abcam 14744, a-mouse, 1:3000), €-cop (a-rabbit, 1:5000) y MLN64 (Abcam 3478, a-
rabbit, 1:1000). Las membranas se lavaron 3 veces con PBS1X y se incubaron con anticuerpo
secundario a-mouse (1:3000) o a-rabbit (1:5000) por 2 h a temperatura ambiente segln

correspondiera.

5.3.2 Medicion del contenido de colesterol mitocondrial mediante el Kit Amplex Red

El contenido de colesterol mitocondrial se midié en la fraccion mitocondrial purificada
usando el Kit Amplex Red (Invitrogen) y siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente,
se alicuotaron 10 pg de proteinas de las muestras de mitocondrias purificadas de células Hepal-6
en tubos eppendorf de 1,5 ml y a éstas se les adiciond un volumen de 50 pl de buffer de reaccion
1X. Luego, se les adicion6 50 ul de solucién de buffer de reaccion suplementado con las

enzimas Horseradish peroxidasa (2U/ml), colesterol oxidasa (2 U/ml) y colesterol esterasa (2
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U/ml). Los 100 pl de cada tubo se traspasaron a una placa 96 pocillos evitando formar burbujas
y se incubd por 30 min a 37°C. Finalmente, se midi6 la fluorescencia a 530-560 nm de
excitacion y 590 nm de emision en un fluorimetro que fue gentilmente cedido por el laboratorio
de la Dra. Rommy Von Bernhardi y los datos fueron expresados en pg de colesterol por mg de

proteinas.

5.4 Inmunofluorescenia contra Cox-1V, Lampl, MLN64 y tincion con filipina.

Las células Hepal-6 fueron sembradas en cubre objetos en placas de 24 pocillos y se
infectaron usando 1,5x10° particulas virales de Ad. MLN64 y el adenovirus control E1A por
2,5x10° células. Se incubaron por 24 h a 37°C, se lavaron 3 veces con PBS 1X a 4°C por 5 min y
se fijaron en una solucién de paraformaldehido (PFA) al 4% con sacarosa al 4% por 30 min. A
continuacion, se lavaron con PBS 1X y se permeabilizaron con triton 0,2% en PBS 1X por 15
min. Nuevamente se lavaron con PBS 1X y se bloquearon en gelatina 0,2% en PBS 1X por 1 h.
Se les adiciono el anticuerpo primario MLN64 (Abcam 3478, 1:500, a-rabbit), Lampl (Abcam
25630; 1:100, a-mouse) y CoxIV (Abcam 14744, a-mouse, 1:500) preparados en gelatina 0,2%
en PBS 1X y se dejaron en una cdmara humeda a 4°C por toda la noche (ON). Al dia siguiente se
lavaron con PBS 1X y en oscuridad se adicion¢ el anticuerpo secundario a-rabbit alexa fluor 488
(1:1000) y a-mouse alexa fluor 594 (1:1000) preparados en gelatina 0,2% en PBS 1X y se
dejaron a temperatura ambiente (TA) por 2 h.

Para continuar con la tincion para colesterol libre se us6 el compuesto quimico filipina, el que
se une al colesterol libre y emite fluorescencia. Las muestras fueron tratadas con glicina 1,5
mg/ml en PBS 1X por 20 min a temperatura ambiente y luego fueron tefiidas con filipina 25ug/ul
(disuelta en DMSQO) por 30 min a temperatura ambiente en oscuridad.

Finalmente las muestras fueron lavadas 3 veces en PBS 1X, montadas en fluoromont
(Emsdiasum, USA) y se dejaron secar ON, para posteriormente observar las preparaciones al
microscopio de epifluorescencia y confocal.

Las imagenes fueron tomadas con un aumento de 60 veces y se analizaron 10 fotos por cada
condicion. La intensidad de la fluorescencia de 15 células por cada foto se midié usando el
programa Image J y ademas, se estimd el coeficiente de Pearson para las colocalizaciones.

Finalmente el resultado se analizé usando el programa GraphPad Prism 5.
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5.5 Determinacion de la funcién mitocondrial

La funcion mitocondrial se evalué midiendo el potencial de membrana con la sonda

fluorescente Mitotracker red (Molecular Probes®) y el consumo de O, usando el equipo
Oxygraph-2k (OROBOROS INSTRUMENTS).
Luego de 24 h de infeccidn con adenovirus las células Hepal-6 sembradas en cubreojetos en
placas de 24 pocillos fueron lavadas con PBS 1X a 37°C. Posteriormente, se incubaron con la
sonda Mitotracker red a una concentracién 25 nM por 30 min a 37°C. A continuacion las celulas
fueron lavadas 3 veces por 10 min con PBS 1X a 37°C y fijadas con PFA al 4% y sacarosa al 4%
por 30 min a 37°C. Finalmente, fueron lavadas 3 veces con PBS 1X a 4°C por 5 min y se
continu6 con el protocolo de inmunofluorescencia.

El consumo de O, se evalué mediante el andlisis de la respiracion celular in situ en células
Hepal-6 permeabilizadas segun el protocolo de Kuznetsov (Kuznetsov et al., 2008), como se

describe en la Figura 6.
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Figura 6. Esquema de la cadena de respiracibn mitocondrial y el efecto de sus
sustratos/Inhibidores analizada mediante el equipo Oxygraph en células Hepal-6.

A medida que las células respiran la concentracion de oxigeno disminuye linealmente. Al
adicionar digitonina (10 pg/ml) la célula se permeabiliza y la concentracion de oxigeno se
mantiene. Luego la respiracion se registra adicionando Glutamato (10 mM) y Malato (5 mM) y a
continuacion se estimula agregando una concentracion saturada de ADP (2 mM) para obtener la
capacidad méaxima de respiracion mitocondrial. A continuacion se inhibe el complejo |
adicionando rotenona, lo que disminuye la respiracion casi completamente (0,5 puM), luego se
estimula el complejo 1l agregando succinato (10 mM). Nuevamente la respiracién disminuye al
inhibir el complejo 11l adicionando antimicina A (5 pM), para estimular nuevamente agregando
tetramil-p-fenil-endiamina (TMPD, 0,5 mM) y ascorbato (2 mM). Finalmente se adiciona
citocromo C para determinar dafio en la membrana externa mitocondrial.
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5.6 Determinacién del estrés oxidativo

El estrés oxidativo se evalu6 midiendo: el contenido de GSH celular total y mitocondrial
(mGSH), la produccion de superdxido mitocondrial con MitoSOX, los niveles de 4-
hidroxinonenal (HNE) mediante Western blot, la expresion de 3 genes marcadores de estrés
oxidativo (ho-1, grl y sod2) mediante PCR en tiempo real y los niveles de nitrotirosina (Ntyr)

mediante inmunofluorescencia.

5.6.1 Medicion del contenido de GSH total, mitocondrial y citosolico.

El contenido de GSH fue determinado por el método enzimatico de Tietze (Mari and
Cederbaum, 2000).
Las células Hepal-6 fueron infectadas con Ad. MLN64 y Ad.E1A con una dosis de 1,5x10°
particulas virales para 2,5 x 10° células por 24 h. Se lavaron con PBS 1X frio, se rasparon y el
contenido se transfirié a un nuevo tubo de microcentrifuga de 1,5 ml, el que se centrifug6 a 700
rpm por 5 min a TA. El pellet se resuspendié en PBS 1X. Las células fueron tratadas con &cido
tricloroacético (TCA) al 10% para extraer el GSH celular.
Para obtener el GSH total del homogenizado se mezclaron 15 ul de la muestra con 15 pl de PBS
1X y 30 ul de TCA al 10% vy se centrifugaron a 10.000 g por 2 min a 4°C. El sobrenadante se
guardd a 4°C para la posterior medicion.
Para obtener el GSH mitocondrial se mezclaron 50 pl de TCA 10%, 500 pl de silicona:parafina
(5:1), 50 pl de digitonina (15 mg/manitol buffer digitonina) y 50 pl de homogenizado celular y se
centrifugd a 13.000 g por 1 min. Con este procedimiento el GSH mitocondrial queda en la
fraccion del TCA 10%.
Para obtener el GSH citosolico se centrifugé la fraccion de digitonina a 10.000 g por 2 min y se
mezclé con TCA al 10% en una razon 1:1.
Para medir la concentracion de GSH total, citosélico y mitocondrial se siguio el aumento de
absorbancia a 412 nm de una reaccion que contenia 1,25 ml de Buffer A (EDTA, DNTB,
NADPH, 0,5M NaPO4 34), 50 ul de 10 U/ml glutatién reductasa (Sigma) y 50ul de la muestra.
El incremento de la absorbancia a 412 nm fue convertido a una concentracion de GSH usando
una curva con cantidades conocidas de GSH (Sigma).
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5.6.2 Determinacion de la produccion de estrés oxidativo mitocondrial mediante MitoSOX.

Las células Hepal-6 fueron sembradas en cubreobjetos en placas de 24 pocillos e infectadas con
adenovirus por 24 h. Luego, bajo campana y en oscuridad fueron lavadas con PBS 1X a 37°C y
se incubaron con la sonda MitoSOX (Invitrogen) en una concentracion 5 uM por 10 min a 37°C.
A continuacion, las células fueron lavadas 3 veces con PBS 1X a 37°C y fijadas con PFA al 4% y
sacarosa al 4% por 10 min a 37°C. Luego, fueron lavadas 3 veces con PBS 1X por 5 min.
Finalmente, los cubreobjetos fueron montados para posteriormente observar las preparaciones al

microscopio.

5.6.3 Western blot contra HNE.

La electroforesis de proteinas se realizd en un gel resolutivo al 12% y un concentrador al 4%. Se
cargaron 50 pg de proteinas de las muestras y se corrieron inicialmente a 80 Volts hasta llegar al
gel resolutivo y luego a 100 Volts. Las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa
a 400 mA por 2 h. La membrana se bloque6 por 1 h en BSA al 3% en PBS-tween 0,1%. Luego,
la membrana se incub6 con el anticuerpo primario HNE (Millipore, ab5605, 1:1000, a-goat). Se
lavé 3 veces con PBS 1X y se incubd con el anticuerpo secundario a-goat (Santa Cruz 2004,
1:2000) por 2ha TA.

5.6.4 Extraccion y cuantificacion del ARN

Las células Hepal-6 tratadas se lavaron con PBS 1X a 4°C y fueron cosechadas con 1 ml de
solucion de Chomczynski (Winkler, BM-1755). El contenido se traspasé a un tubo eppendorf de
2 ml y se resuspendid 10 veces con una jeringa de 3 ml. Después, se incub6 a TA por 5 min y se
agrego 188 pl de cloroformo, se agitd vigorosamente por 15 segundos (seg) y se incubo por 2-3
min a TA. Se centrifug6 a 12.000g por 15 min a 4°C y la fase superior acuosa se transfirié a un
tubo nuevo. EI ARN se precipitd con 500 pl de isopropanol frio y se agitd por inversion
vigorosamente por 15 seg. Luego, se incubo por 10 min a TA y se centrifugo a 12.000 g por 15
min a 4°C; se lavo el pellet con etanol al 75% Yy se centrifugd a 7.500 g por 5 min a 4°C. Se dej6

secar el precipitado a TA y se resuspendio en 50 ul de H,O DEPC.
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La concentracion de ARN se midio en el equipo Nanodrops ND-1000 donado por la
organizacion Humbolt y que fue ofrecido gentilmente por el laboratorio del Dr. Juan Francisco
Miquel (Departamento de Gastroenterologia de la Facultad de Medicina, Pontificia Universidad
Catolica de Chile). La pureza de las muestras se cuantifico usando la razén 260/280 y 230/280.
Para evaluar la integridad del ARN se preparé un gel denaturante de ARN con 0,3 g de agarosa
(Axygen Biosciences, AGR-LE-100), 3 ml de buffer acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico
(MOPS) 10x (Winkler), 5,4 ml de formaldehido 37% (Winkler BM-0780) y 21,6 ml de H,O
DEPC. Se cargaron 2,5 pg de las muestras mezcladas con buffer de ARN 2x compuesto por
MOPS 10X, formaldehido al 37% 12,3M, buffer glicerol al 30%, azul bromofenol (AFB) al
0,25%, bromuro de etidio 10 ng/ml, H,O DEPC y se mezclé con formamida (Sigma F-7508) en
una razon 1:1 y se incubaron por 10 min a 65°C. La integridad del ARN se visualizé en un gel
denaturante de ARN, compuesto por 0,3 g de agarosa, 3 ml de MOPS 10x, 54 ml de
formaldehido y 21,6 ml de H,O DEPC. El gel se corri6 en buffer MOPS 1X a 70 Volts por 1 h.

5.6.5 Tratamiento con ADNasas y Preparacion de cADN

2 ug del ARN total de las células Hepal-6 fueron tratados con el kit Amplification grade
DNase | (invitrogen), para eliminar los interferentes de ADN gendmico. Luego, se realizd la
transcripcion reversa por el kit SuperScriptTM First-Strand (Invitrogen, Carlsbad, USA) usando

las condiciones sugeridas por el proveedor y hexameros al azar.

5.6.6 Cuantificacion genes marcadores de estrés oxidativo

El PCR en tiempo real fue realizado con el kit Brilliant SYBR Green master mix (Stratagene,
TX). El sistema de PCR tiempo real Applied Biosystem Abi 7500 de donacion de la organizacion
Humbolt fue gentilmente aportado por el laboratorio del Dr. Juan Francisco Miquel. En la
reaccion se uso 5 pl del cCADN por cada 25 pl de volumen de reaccion, 12,5 pl del SYBR green
master mix, 0,375 pl de ROX (1:500), 6,125 ul de H,0O vy partidores especificos para cada gen
(Tabla 1).

La concentracion de partidores fue de 400 nM. Las condiciones para todos los genes analizados
fueron las mismas. El ciclo usado fue: 10 min a 95°C; 30 seg a 95°C, apareamiento de 30 seg a
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55°C y extension de 1 min a 72°C. Este ciclo se repitié 40 veces. Los cambios en la expresion de
los genes fueron determinados y normalizados a los niveles de expresion del rARN 18S usando el
programa REST (relative expression software tool) (Pfaffl et al., 2002).

Tabla 1. Oligonucle6tidos utilizados para el analisis de los niveles de transcritos de los genes de
estrés oxidativo ho-1, grl, sod2 y 18s por PCR tiempo real en células Hepal-6

Gen Partidor sentido Partidor antisentido

18S S'GTAACCCGTTGAACCCCATTS' 5'CCATCCAATCGGTAGTAGCGS3
HO-1 | 5CACAGCACTATGTAAAGCGTCT3 STGTGCAATCTTCTTCAGGACCS
GR1 | 5'CCACGGCTATGCAACATTCG3 5'GATCTGGCTCTCGTGAGGAA3Z'
SOD2 | 5’ACCCGTTGAACCCCATTGTAACSI STGTGCAATCTCTTCAGGACCS

5.6.7 Inmunofluorescenia contra nitrotirosina.

Las células Hepal-6 fueron sembradas en cubre objetos en placas de 24 pocillos y se infectaron
usando 1,5x10° particulas virales de Ad. MLN64 y el adenovirus control E1A por 2,5x10°
células. Se incubaron por 24 h a 37°C, se lavaron 3 veces con PBS 1X a 4°C por 5 min y se
fijaron en una solucion de paraformaldehido (PFA) al 4% con sacarosa al 4% por 30 min. A
continuacidn, se lavaron con PBS 1X y se permeabilizaron con tritén 0,2% en PBS 1X por 15
min. Nuevamente se lavaron con PBS 1X y se bloquearon en gelatina 0,2% en PBS 1X por 1
hora. Se les adiciono el anticuerpo primario Ntyr (Alpha Diagnostic NITT12-A, 1:100 y 1:500, a-
rabbit) preparada en gelatina 0,2% en PBS 1X y se dejaron en una cdmara humeda a 4°C ON. Al
dia siguiente se lavaron con PBS 1X y en oscuridad se adiciono el anticuerpo secundario a-rabbit
alexa fluor 488 (1:1000) preparados en gelatina 0,2% en PBS 1X y se dejaron a TA por 2 h, para

posteriormente observar las preparaciones al microscopio.

5.8 Andlisis estadistico

Los resultados se expresaron como promedio de cada condicion con dispersion expresada como
desviacion estdndar. Las diferencias observadas entre los promedios de los parametros

determinados para todos las condiciones en células se valoraron estadisticamente mediante la
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aplicacion del test t Student para datos no pareados, usando el software de analisis estadistico
Graph Pad Prism (Graph Pad Software, Inc., San Diego, USA). Una diferencia entre grupos
experimentales se considerd estadisticamente significativa cuando el valor p fue menor de 0,05.
El andlisis de expresion de genes medido por tiempo real en los distintos modelos se realizd
mediante el programa REST (relative expression software tool) (Pfaffl, 2001, Pfaffl et al., 2002),
basado en test de randomizacién, que considera diferencia significativa con un valor p menor a
0,05.
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VI. RESULTADOS

6.1.- Efecto de la infeccion con el Ad.MLN64 sobre los niveles de ARN mensajero de

MLN®64 y la localizacion subcelular de MLN64 en células Hepal-6

La sobreexpresion de MLNG64 se corroboré mediante Western blot, inmunofluorescencia
contra MLN64 y PCR en tiempo real (Figura 7A - C).
En células Hepal-6 infectadas con adenovirus recombinante Ad.MLN64 encontramos una mayor
expresion de MLNG64 reflejada en un aumento de los niveles de ARN mensajero (Figura 7A) y de
los niveles de la proteina MLN64 en comparacion con las células infectadas con Ad. EIA o sin
virus (Figura 7B-C). Por inmunofluorescencia vimos un aumento significativo para la sefial de
MLNG64, ademés que la proteina se expresa con un patron punteado, lo que sugiere que MLN64

se localiza en compartimientos intracelulares (Figura 7C).
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Figura 7. Efecto de la infeccion con el Ad.MLN64 sobre los niveles de ARN mensajero y la
proteina MLN64 en la linea celular Hepal-6.

Las celulas Hepal-6 fueron tratadas con Ad.E1A, Ad.MLN®64 o sin virus por 24 horas. (A) Los
niveles de ARN mensajero (MARN) de MLNG64 se analizaron por PCR en tiempo real (n=4) y
fueron normalizados por el mMARN de gen que codifica para la subunidad 18S y expresados como
aumento relativo frente a células Hepal-6 sin infectar. (B) Western blot representativo de
infeccion con Ad.MLN64, como control de carga se uso ¢- Cop. La intensidad de las bandas se
cuantifico usando el programa image J y se analiz6 usando el programa GraphPad Prism 5 (n=3).
(C) Inmunofluorescencia contra MLN64. Las imagenes fueron tomadas con un aumento de 60
veces. La intensidad de la fluorescencia se cuantificd usando el programa image J y el resultado
se analiz6 usando el programa GraphPad Prism 5.

Como se menciond anteriormente el patron de expresidén punteado perinuclear de MLN64
(Figura 7C) observado sugiere su localizacion en compartimientos intracelulares, pero para poder
determinar méas precisamente su localizacion subcelular se hicieron ensayos de colocalizacion
con marcadores de mitocondrias, CoxIV y Mitotracker red y de lisosomas, Lamp 1 y Lysotracker
red (Figura 8).

Se cuantifico la intensidad de la fluorescencia y se estimo el coeficiente de Pearson para las
colocalizaciones. Este coeficiente presenta un rango de valores entre -1 (correlacién negativa
perfecta) a +1 (correlacion positiva perfecta) y 0 indicando nada de correlacion.

El coeficiente de Pearson para la colocalizacién de MLN64 con los marcadores mitocondriales
CoxIV, Mitotracker red y con los marcadores lisosomales, Lampl y lysotracker red fue de -
0.033, 0, 0.14 y 0.12, respectivamente.

Los resultados obtenidos muestran que la infeccion con adenovirus recombinante para MLN64
induce una clara sobreexpresion de la proteina en las células Hepal-6 y sugieren que la proteina

sobreexpresada se localiza, al menos parcialmente, en endosomas tardios y lisosomas.
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Figura 8. Colocalizacion de MLNG64 con marcadores mitocondriales y lisosomales.

Las células Hepal-6 fueron tratadas con Ad.MLN64 por 24 horas. (A) Inmunofluorescencia de
MLNG64 y tincion con Mitotracker red, CoxIV, Lampl y Lysotracker red. (B) Coeficiente de
Pearson de la colocalizacién de MLN64 con un marcador mitocondrial (CoxIV y mitotracker red)
y lisosomal (Lampl y lysotracker red). Las imagenes fueron tomadas con un aumento de 60
veces. La intensidad de la fluorescencia se cuantific6 usando el programa Imagel y el resultado
se analiz6 usando el programa GraphPad Prism5.
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6.2.- Efecto de la sobreexpresion de MLN64 sobre el contenido de colesterol mitocondrial en

células Hepal-6

De acuerdo a nuestra hipdtesis de trabajo, MLN64 mediaria el transporte de colesterol a la
mitocondria. Para probar esta hipotesis se evalud el efecto de la sobreexpresion de MLN64 sobre
el contenido de colesterol libre en células Hepal-6 usando el marcador de colesterol libre filipina
y sobre el contenido de colesterol mitocondrial midiendo el contenido de colesterol de
mitocondrias aisladas de estas células.

Se observé un aumento significativo en la tincién para filipina en las células infectadas con el
Ad.MLN64 en comparacion con las células infectadas con adenovirus Ad. E1A (Figura 9A).

En mitocondrias purificadas de células hepal-6 se encontrdé una tendencia de aumento del
contenido de colesterol mitocondrial (Figura 9B).

Estos resultados sugeririan que proteina MLN64 podria tener un papel en el transporte de
colesterol desde los endosomas tardios y lisosomas hacia aceptores citosolicos, ¢ hacia a un

aceptor como la mitocondria.
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Figura 9. Efecto de la sobreexpresion de MLN64 sobre el contenido de colesterol en células
Hepal-6.

Las células Hepal-6 fueron tratadas con Ad.MLN64, Ad.E1A o sin virus por 24 horas.

(A) Fluorescencia de filipina. Las imagenes fueron tomadas con un aumento de 60 veces. La
intensidad de la fluorescencia se cuantificé usando el programa image J y el resultado se analizd
usando el programa GraphPad Prism 5. (B) El contenido de colesterol de mitocondrias aisladas se
normalizé por los niveles de proteina y se analizé usando el programa GraphPad Prism 5. *
Diferencias consideradas significativas con un p< 0.05.
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6.3.- Efecto de la sobreexpresion de MLN64 sobre la funcion mitocondrial en células

Hepal-6.

Como primera aproximacion para determinar si existe disfuncion mitocondrial en las células
Hepal-6 infectadas con el Ad.MLNG64 se evalud el efecto de la sobreexpresion de MLN64 sobre
el potencial de membrana mitocondrial usando la sonda fluorescente MitoTracker Red
(Molecular Probes®). Esta es una tincion fluorescente roja que marca las mitocondrias en células
vivas y su acumulacién depende del potencial de membrana.

Las células Hepal-6 que sobreexpresan MLNG64 presentaron una disminucion significativa en el
potencial de membrana mitocondrial. (Figura 10). Este resultado sugiere que la sobreexpresion de

MLNG64 produce una pérdida de la funcién mitocondrial.
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Figura 10: Efecto de la sobreexpresion de MLNG64 sobre el potencial de membrana en
celulas Hepal-6.

(A) Inmunofluorescencia contra MLN64 y la sonda fluorescente Mitotracker red en células Hepa
1-6 infectadas con Ad.MLN64 por 24 horas. Las imégenes fueron tomadas con un aumento de
60 veces. La intensidad de la fluorescencia es directamente proporcional al potencial de
membrana mitocondrial y se cuantifico usando el programa image J. El resultado se analizd
usando el programa GraphPad Prism 5). * Diferencias consideradas significativas con un p< 0.05.

Como segunda aproximacion para determinar si la sobreexpresion de MLN64 produce
disfuncion mitocondrial, se evalué el consumo de O, en células Hepal-6 permeabilizadas y
tratadas con el adenovirus recombinante Ad.E1A y Ad.MLN64, usando el equipo Oxygraph-2k

(Oroboros instruments).
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Este equipo permite determinar si los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial se
encuentran alterados.
Los resultados obtenidos en este objetivo (n=1) muestran que las células que sobreexpresan
MLNG64 presentan una tendencia a la disminucion del consumo de oxigeno, lo que sugiere que la
sobreexpresion de MLN64 produciria alteraciones en los complejos de la cadena mitocondrial
(Figura 11).
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Figura 11. Efecto de la sobreexpresion de MLN64 sobre el Consumo de O; en células
Hepal-6.

La funcion mitocondrial se evaluo en células Hepal-6 infectadas con Ad.E1A y Ad. MLN64 por
24 horas (n=1), estimulando la respiracion celular con los sustratos glutamato/malato (GM),
succinato (Succ), tetrametil-p-fenilenediamina/ascorbato (TMPD/asc) y adenosindifosfato (ADP)
e inhibiéndola con los inhibidores rotenona (rot) y antimicina A (antA).

En resumen, las células Hepal-6 que sobreexpresan MLNG64 presentaron una disminucion
significativa en el potencial de membrana mitocondrial y una tendencia a disminuir el consumo
de oxigeno. Estos resultados sugieren que MLN64 induce disfuncion mitocondrial, posiblemente
debido a que aumentaria el contenido de colesterol mitocondrial, alterando la fluidez de la

membrana y afectando el funcionamiento de la cadena respiratoria.
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6.4.- Efecto de la sobreexpresion de la proteina MLNG64 sobre el estrés oxidativo en células

Hepal-6

Como anteriormente encontramos una tendencia al aumento del colesterol mitocondrial

(Figura 9B) y se ha reportado que el mGSH disminuye cuando hay mas colesterol en las
mitocondrias (Fernandez-Checa and Kaplowitz, 2005, Garcia-Ruiz and Fernandez-Checa, 2006),
evaluamos el efecto de la sobreexpresion de MLNG64 sobre los niveles del glutation reducido
mitocondrial.
Las mitocondrias purificadas de células Hepal-6 que sobreexpresan MLN64 presentaron una
tendencia de disminucion en los niveles de glutation reducido (Figura 12). Esto sugiere una
disminucion en la entrada de mGSH en las células que sobreexpresan MLN64 y apoyaria la
hipétesis de que la proteina MLNG64 transportaria colesterol hacia las mitocondrias.
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Figura 12. Efecto de la sobreexpresion de MLN64 sobre los niveles de glutation reducido
mitocondrial (MGSH).

Los niveles de glutation reducido de mitocondrias aisladas de células Hepal-6 infectadas con
adenovirus Ad. E1A y Ad. MLN64 se detectaron midiendo el GSH segin el método de Tietze
(n=4).

A continuacion para determinar si existe estrés oxidativo mitocondrial se evaluo el efecto de la
sobreexpresion de MLN64 sobre la produccion de superoxido mitocondrial usando la sonda
fluorescente MitoSOX (Molecular Probes®). Esta es una tincion fluorescente roja que permite

detectar de manera selectiva la produccién de anién superdxido mitocondrial de células vivas.
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La oxidacion del anién superoxido produce la liberacion de un producto fluorescente, que
representa el grado de oxidacion en la célula.
Las células Hepal-6 que sobreexpresan MLN64 no presentaron un cambio significativo en la
produccién de superoxido mitocondrial comparadas con las células infectadas con el adenovirus
Ad.E1A (Figura 14).
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Figura 13. Efecto de la sobreexpresiéon de MLNG64 sobre la produccion de superdxido
mitocondrial.

Inmunofluorescencia de la sonda fluorescente MitoSOX en células Hepa 1-6 sin infectar, e
infectadas con Ad. E1A y Ad.MLN64. Las imagenes fueron tomadas con un aumento de 60 veces
(A). Se cuantifico usando el programa image J. El resultado se analiz6 usando el programa
GraphPad Prism 5 (B).

Como siguiente aproximacion para determinar si la infeccion con el Ad.MLN64 aumenta el

estrés oxidativo en las células Hepal-6 se evalu0 el efecto de la sobreexpresion de MLNG64 sobre
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los niveles de 4-hidroxinonenal (HNE) mediante la técnica de Western blot, donde la presencia
de HNE es un indicador de estrés oxidativo, ya que es un producto de la peroxidacion de lipidos.
Las células Hepal-6 que sobreexpresan MLNG64 presentaron una tendencia a aumentar en los

niveles de 4-hidroxinonenal (Figura 13), lo que sugiere presencia de dafio oxidativo.
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Figura 14. Efecto de la sobreexpresion de MLNG64 sobre los niveles de 4-hidroxinonenal.
Western blot contra HNE de células Hepal-6 sin infectar con adenovirus e infectadas con Ad.
E1A y Ad. MLN64 por 24 horas (n=3). Se us6é €-cop como control de carga. La intensidad de las
bandas se normalizaron por el control de carga €-cop y se cuantificaron usando el programa
image J. El resultado se analiz6 usando el programa GraphPad Prism 5.

Después se evaluaron los niveles de estrés oxidativo en células Hepal-6 infectadas con el
adenovirus recombinante para MLNG64 analizando por PCR en tiempo real 3 genes marcadores de
estrés oxidativo ho-1, sod2 y grl.

Las células Hepal-6 infectadas con Ad. MLNG64 presentaron altos niveles de expresion de hol,
una tendencia al aumento de grly bajos niveles de expresion de sod2.

Estas alteraciones en los niveles de transcritos de genes marcadores de estrés oxidativo sugieren
una asociacion entre la sobreexpresion de MLNG64 y el estrés oxidativo. Sin embargo, debido a la
dispersion de los resultados, no pudimos encontrar diferencias estadisticamente significativas

pero si claras tendencias (Figura 14).
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Figura 15. Efecto de la sobreexpresion de MLNG64 sobre la expresion de genes marcadores
de estrés oxidativo en células Hepa 1-6

Los niveles de ARNm se normalizaron por ARNr 18S y se expresaron como aumento relativo
frente a células Hepal-6 sin infectar (n=5).

Finalmente se evalué el efecto de la sobreexpresion de MLNG64 sobre los niveles de
nitrotirosina (Ntyr) mediante inmunofluorescencia. La nitrotirosina es un indicador de estrés
oxidativo ya que es un producto de la nitracion de tirosina mediado por especies reactivas del
nitrégeno.

Las células Hepal-6 infectadas con Ad. MLNG64 presentaron un aumento significativo en la

produccion de nitrotirosina (Figura 15), lo que sugeriria presencia de dafio oxidativo.
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Figura 16. Efecto de la sobreexpresion de MLN64 sobre los niveles de 4-hidroxinonenal
(HNE) y nitrotirosina (Ntyr) en células Hep1-6.

Inmunofluorescencia contra nitrotirosina en células Hepa 1-6 sin infectar e infectadas con Ad.
E1A y Ad.MLNG64. Las imagenes fueron tomadas con un aumento de 60 veces. Se cuantifico
usando el programa image J. El resultado se analizé usando el programa GraphPad Prism 5.
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En resumen, las células Hepal-6 que sobreexpresan MLN64 presentaron un aumento
significativo en la produccion de nitrotirosina, una tendencia a aumentar de los niveles de 4-
hidroxinonenal, una disminucién en los niveles de glutation reducido y alteraciones en los niveles
de transcritos de genes marcadores de estrés oxidativo. Estos resultados sugieren una asociacion

entre la sobreexpresion de MLNG64 vy el estrés oxidativo.
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VII. DISCUSION

A continuacién se discutiran los hallazgos encontrados durante el estudio, contrastandolos con la
informacidn disponible en la literatura, para analizar si la sobreexpresion de MLN64 produce un
aumento del contenido de colesterol mitocondrial y si esto contribuye a la disfuncion
mitocondrial y el dafio oxidativo en hepatocitos.

7.1 Localizacion subcelular de MLN64 en células Hepal-6

Los antecedentes de la literatura sugieren que MLN64 juega un papel importante en el trafico
intracelular de colesterol. Sin embargo, el mecanismo mediante el cual MLN64 mediaria el
transporte intracelular de colesterol no esta completamente dilucidado (Watari et al., 1997,
Rigotti et al., 2010, Charman et al., 2010).

Interesantemente, la proteina MLN64 esta compuesta por dos dominios distintos, el dominio
amino terminal denominado MENTAL capaz de unir colesterol a la membrana (Alpy et al., 2005)
y el dominio carboxilo terminal denominado START, el cual es capaz de transportar colesterol
desde fuentes intracelulares a la mitocondria de tejidos esteroidogénicos estimulando la sintesis
de hormonas esteroidales (Stocco and Clark, 1996). La presencia de estos dominios podria
sugerir un papel importante de la proteina MLNG64 en la unién y transporte de colesterol hacia la
mitocondria (Charman et al., 2010, Watari et al., 1997), mediando el transporte de colesterol
desde el compartimento endosomal de MLN64 a un aceptor citosélico (Charman et al., 2010). En
este sentido, se han planteado diversos modelos que explicarian como MLNG64 media el
transporte de colesterol hacia el resto de la célula; algunos de estos modelos proponen que los
miembros de la familia de proteinas START citoplasmaticas, como STARD4 6 STARD5 (Clark,
2012), podrian actuar como aceptores citoplasmaticos del colesterol endosomal de MLN64.

Otra posibilidad, sugerida por Charman et al. 2010, es que MLNG64 transfiera colesterol a la
mitocondria a través de los sitios de contacto lisosoma-mitocondria. Y finalmente, otro modelo
propone que el dominio START de MLNG64 citosélico podria ser proteolizado y de esta manera

transportar colesterol a la mitocondria.
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Nuestros resultados muestran que la infeccion con el adenovirus recombinante indujo una clara
sobreexpresion de MLN64 en las celulas Hepal-6 (Figura 7) y su patron punteado que
colocalizaba en parte con marcadores endosomales y lisosomales (Figura 8). Esto se correlaciona
con lo visto por otros investigadores, quienes determinaron que MLNG64 se encuentra en

organelos endociticos como subpoblaciones de endosomas tardios (van der Kant et al., 2013).

7.2 MLNG64 y su papel en la homeostasis del colesterol

Los antecedentes de la literatura han mostrado que la sobreexpresion hepatica de MLN64
aumenta el contenido de colesterol hepatico libre (Tichauer et al., 2007) y que una mutante de
MLNG64 que carece del dominio START induce acumulacion de colesterol libre en lisosomas de
células CHO y COS-1 (Zhang et al., 2002), e incluso que la reduccion de la expresion de MLN64
mediante ARN de interferencia disminuye el transporte de colesterol hacia la membrana interna
mitocondrial en células CHO deficientes en la proteina lisosomal NPC1 (Charman et al., 2010).
Todos estos antecedentes permiten plantear un papel para MLN64 en la mantencion del flujo de
colesterol endosomal, en la homeostasis del colesterol intracelular y en el transporte de colesterol
desde la via endosomal hacia la mitocondria (Zhang et al., 2002, Alpy et al., 2002, Rigotti et al.,
2010) .

Nuestros resultados mostraron un aumento significativo en los niveles de tincion del marcador de
colesterol libre filipina en comparacion con las células sin infectar e infectadas con el Ad. E1A
(Figura 9A). Estos resultados concuerdan con resultados previos publicados de nuestro
laboratorio, donde las células que sobreexpresaron MLN64 mostraron altos contenidos de
colesterol libre (Tichauer et al., 2007). Lamentablemente, no fue posible realizar co-tinciones de
filipina con marcadores de organelos como lisosomas o mitocondrias para determinar en qué
localizacion subcelular se acumula este colesterol libre, sin embargo fuimos capaces de aislar
mitocondrias con un alto grado de pureza y pudimos evaluar el contenido de colesterol en la
fraccion mitocondrial (Figura 9B). El resultado obtenido muestra una tendencia al aumento del

contenido de colesterol en mitocondrias de células infectadas con Ad.MLNG64. Aunque este
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aumento no fue estadisticamente significativo, esto podria deberse al bajo contenido de colesterol
de las mitocondrias.

Aunque no es claro como el trafico o expresion de MLNG64 esta involucrado en los mecanismos
de regulacién del colesterol en la célula se ha sugerido que MLN64 mediaria en el trafico de
colesterol hacia la mitocondria (Charman et al., 2010, Ha et al., 2012a).

Al analizar nuestros resultados encontramos que la tendencia al aumento en el contenido de
colesterol mitocondrial en células hepal-6 que sobreexpresan MLNG64 refuerza la idea del papel

de la proteina MLNG64 como transportador de colesterol a este organelo.

7.3 MLNG64 y disfuncion mitocondrial

Cuando el potencial de membrana mitocondrial esta por debajo de -60mV se abre el poro de
permeabilidad transicional (permeability transition pore, PTP), separandose las capas interna de
la externa de la membrana mitocondrial, con la liberacion al citoplasma de especies reactivas de
oxigeno (ROS) que aceleran la generacion de radicales libres altamente toxicos para la célula
(Arsenijevic et al., 2000, Negre-Salvayre et al., 1997, Vidal-Puig et al., 2000).

Interesantemente, cambios en el contenido de colesterol de la membrana mitocondrial se asocian
a alteraciones de la funcién mitocondrial, aumento de estrés oxidativo y muerte celular (Violante
et al., 2012, Tabas, 2002, Bosch et al., 2011, Sobo et al., 2007). Ademas, un mal funcionamiento
de las mitocondrias causado por aumento en el contenido del colesterol mitocondrial se asocia a
disminucion en la fluidez de la membrana mitocondrial a un aumento en la susceptibilidad a la
apoptosis, provocando una alteracion en la eficiencia de la cadena respiratoria y de la defensa
antioxidante, aumentando la produccion de radicales libres, el estrés oxidativo total celular y
alterando la expresion de genes (Mari et al., 2006, Mari et al., 2009, Ha et al., 2012b, Bosch et
al., 2011, Fernandez-Checa and Kaplowitz, 2005, Robledo, 2010, Ha et al., 2012a).

De nuestros resultados obtenidos, a pesar de no encontrar un mayor contenido de colesterol
mitocondrial en células Hepal-6 con sobreexpresién de MLNG64, si encontramos disminucion del

potencial de membrana mitocondrial (Figura 10), lo que se asocia a disfuncion mitocondrial. Este
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resultado se correlaciona con lo visto por Ha y cols., quienes vieron que la sobreexpresion de
MLNG64 provocaba hiperpolarizacion de la membrana mitocondrial (Ha et al., 2012a).

Como la mitocondria es la principal fuente reguladora de ROS en la célula, su mal
funcionamiento puede provocar un exceso de estas especies reactivas, provocando la alteracion
de distintos componentes celulares como lipidos, proteinas, membranas, entre otros, e incluso
ocasionar alteraciones en la eficiencia de la cadena respiratoria y de la defensa antioxidante (Mari
etal., 2009).

Por lo anterior, evaluamos si la sobreexpresion de MLNG64 afectaba los complejos de la cadena
respiratoria mitocondrial al analizar los niveles de consumo de O, en células Hepal-6 infectadas
con el Ad.MLNG64. Al analizar nuestros resultados encontramos que la sobreexpresion de la
proteina MLNG64 afectaba todos los complejos de la mitocondria, especialmente los complejos | 'y
I11, reflejado en una drastica disminucion en la respiracion de células Hepal-6 al agregar los
inhibidores rotenona y antimicina A (Figura 11). Dado que nuestros resultados previos indicaron
pérdida del potencial de membrana, correlacionamos estos resultados con lo descrito por Ha y
cols, quienes mostraron que los inhibidores rotenona y antimicina A, causaban una disfuncion
mitocondrial al agravar la produccion de ROS e inducir hiperpolarizacion en la membrana
mitocondrial, afectando la cadena respiratoria mitocondrial (Ha et al., 2012a). Esta disminucion
en el consumo de O, podria deberse a alteraciones en la membrana de las células Hepal-6 6 a
modificaciones en los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial, especialmente en los

complejos 1y 1.

7.4 MLNG64 y estrés oxidativo

Los antecedentes de la literatura han mostrado que un aumento del contenido de colesterol
mitocondrial produce pérdida de la fluidez de la membrana mitocondrial, lo que genera una
disminucion de de la entrada del glutation (GSH) hacia la mitocondria, provocando una
alteracion en la eficiencia de la cadena respiratoria y de la defensa antioxidante (Mari et al.,

2009), llevando a la muerte celular.
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Al analizar los niveles de glutation reducido, una de las moléculas méas importantes en la
defensa antioxidante de la célula, encontramos una marcada tendencia a su disminucion (Figura
12). Esto podria deberse a la pérdida en el potencial de membrana mitocondrial, asociado a
disminucion de la fluidez de la membrana, causada por el aumento del contenido de colesterol en
ella. Este resultado concuerda con lo reportado por Mari y cols., quienes vieron que un
incremento de colesterol depositado en la membrana mitocondrial provocaba alteraciones en el
transporte de GSH, lo que se traducia en una disminucion en los niveles de éste (Mari et al.,
2006).

Dado que la pérdida de potencial de membrana puede desencadenar un aumento en la
produccién de ROS (Choi et al., 2009, Kirkland and Franklin, 2007), nosotros evaluamos si la
sobreexpresion de MLN64 causaba aumento en la produccién de superdxido mitocondrial. De
nuestros resultados obtenidos, al analizar los niveles del anion superdxido mitocondrial, el cual es
un radical libre que en exceso puede llegar a ser toxico para la célula, no encontramos cambios
significativos en la produccion de superéxido mitocondrial tanto en células Hepal-6 tratadas con
el adenovirus Ad.E1A y Ad.MLN64 (Figura 13), sin embargo, encontramos una clara tendencia
al aumento al comparar con las células Hepal-6 sin infectar. Esta tendencia al aumento es
concordante con lo visto por Ha y cols, quienes vieron que la sobreexpresion de MLN64
generaba produccién de ROS mitocondrial.

Cuando las defensas antioxidantes no son capaces de controlar los niveles de ROS se observa
un aumento en la formacion de superéxido (O,*), que es transformado rapidamente en peréxido
de hidrégeno (H,0,) por accion de SOD1, SOD2 y SOD3 (Colombrita et al., 2003, Andersen,
2004). El peréxido de hidrégeno puede reaccionar con metales de transicion reducidos para
producir el radical hidroxilo (*OH) que es altamente reactivo y mucho mas dafiino para la célula.
El radical hidroxilo puede llevar a la formacion de hidroperdxidos lipidicos que producen una
variedad de aldehidos a,B-insaturados, como 4-hidroxinonenal (4HNE) (Robledo, 2010), donde
este ultimo es un indicador de presencia de estrés oxidativo, ya que es un producto de la
peroxidacion de lipidos. Las células Hepal-6 que sobreexpresan MLN64 presentaron una

tendencia a aumentar en los niveles de 4-hidroxinonenal (Figura 14).
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Al analizar la expresion de genes de estrés oxidativo en células Hepal-6 infectadas con Ad.
MLNG64 observamos altos niveles de expresion de hol, proteina que cataliza el paso limitante de
la degradacion de grupos hemo, una tendencia al aumento de grl, enzima clave en la produccion
de GSH y muy bajos niveles de expresion de sod2, enzima que transforma el superdxido a
peroxido en mitocondrias, en comparacion con las células infectadas con Ad. E1A. Sin embargo,
debido a que nuestros resultados tuvieron una elevada dispersion, no pudimos encontrar
diferencias estadisticamente significativas en los niveles de transcritos de los distintos genes
analizados, pero si claras tendencias que sugeririan una clara asociacion entre la sobreexpresion
de MLNG64 vy el estrés oxidativo (Figura 15).

Interesantemente, la nitrotirosina es un producto de la nitracién de tirosina mediado por
especies reactivas del nitrégeno tales como el anion peroxinitrito y dioxido de nitrégeno y es
considerado como un marcador del estrés oxidativo dependiente de 6xido nitrico (NO). Las
células Hepal-6 que sobreexpresan MLNG64 presentaron un aumento significativo en la
produccion de nitrotirosina (Figura 16). Ambos resultados sugeririan presencia de dafio oxidativo
concordando con lo visto por Ha y cols, quienes detectaron aumento de ROS en células TIR

provocado por la expresion de MLN64 (Ha et al., 2012a).

Nuestros resultados sugieren que la sobreexpresion de MLN64 genera disfuncion mitocondrial
por pérdida del potencial de membrana en mitocondrias, posiblemente causado por el incremento
del contenido de colesterol en la membrana, generando que esta pierda su capacidad
transportadora y por ende afectando el ingreso de GSH a la mitocondria, ademas de alterando la
cadena respiratoria.

En conjunto los resultados obtenidos en esta tesis sugieren que MLN64 participaria en el
transporte de colesterol hacia la mitocondria y que su sobreexpresion induciria disfuncién
mitocondrial y estrés oxidativo.

Se requieren de mas estudios para determinar los mecanismos por los cuales MLN64 mediaria el
transporte de colesterol a la mitocondria. Asi también, seria interesante evaluar si MLN64 es un
buen blanco terapéutico a regular para disminuir el transporte de colesterol a la mitocondria en

enfermedades con alteraciones lipidicas.
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VIIl. CONCLUSIONES

La infeccidn de las células Hepa 1-6 con un adenovirus recombinante para MLN64 induce la

sobreexpresion de la proteina MLN64.

La sobreexpresion de MLN64 aumenta el contenido de colesterol libre celular e induce

disfuncion mitocondrial y se asocia a la induccién de marcadores de estres oxidativo en células

Hepal-6.
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