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Abreviaturas

LISTADO DE ABREVIATURAS:

e 2-DG: 2-Desoxy-D-Glucosa

e 2,4-DNP: 2,4-Dinitophenol

e ACN: Acetonitrilo

e ADN: Acido desoxirribonucleico

e ADNp: ADN mitocondrial

e ADP: Adenosin difosfato

e AMBIC: Tampdn bicarbonato de amonio

e ARE: Elementos de respuesta antioxidante

e ARN: Acido ribonucleico

e ATP: Adenosin trifosfato

e BSA: Albumina de suero bovino

e CAT: Catalasas

e D-MEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium

e DAVID: Base de Datos para la Anotacién, Visualizacién y Descubrimiento
Integrado

e EA: Enfermedad de Alzheimer

e ECAR: Tasa de acidificacidn extracelular

e EH: Enfermedad de Huntington

e ELA: Esclerosis lateral amiotrofica

e EM: Esclerosis multiple

e emPAl: Indice de abundancia de proteinas modificado exponencialmente

e eNOS: Oxido nitrico sintasa endotelial

e EP: Enfermedad de Parkinson

e EMRR: Esclerosis multiple remitente recurrente

e FA: Acido férmico

e FADH;2: Flavin adenin dinucledtido

e FCCP: Carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona

e FCS: Suero fetal de ternera

e FP: Fingolimod fosfato

o G-6-PDH: Glucosa 6 fosfato deshidrogenasa

e GPX: Glutation peroxidasa

e GR: Glutatién reductasa

e GSH: Glutation
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GSSG: Disulfuro de glutation (Glutation oxidado)
GTP: Guanosina trifosfato

H.0;,: Perdxido de hidrégeno

IFN y: Interferén gamma

IL: Interleuquina

iNOS: Oxido nitrico sintasa inducible

KEGG: Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto
LC-MS/MS: Cromatografia liquida con espectrometria de masas/Espectrometria
de masas

LDH: Lactato deshidrogenasa

MAO: Monoamino oxidasa

MDHM: Malato deshidrogenasa mitocondrial
MS: Espectrometria de masas

MPP+: 1-metil-4-fenilpiridino

MPT: Poro de transicidn en la permeabilidad mitocondrial
mtNOS: Oxido nitrico sintasa mitocondrial
NAD*: Nicotiamida adenina dinucleétido

NADP: Nicotiamida adenina dinucleétido fosfato
nNOS: Oxido nitrico sintasa neuronal

NO: Oxido nitrico

NOS: Oxido nitrico sintasa

NOX: NADPH oxidasa

Nrf2: Factor nuclear eritroide 2

Oy": Anidn superoxido

OCR: Tasa de consumo de oxigeno

OH1: Hemo oxigenasa 1

OH: Radical hidroxilo

OH: lon hidroxilo

ONOQO': Peroxinitrito

PARP-PAR: Poli ADP ribosa polimerasa

PBS: Tampon fosfato salino

Q: Ubiquinona

QHa: Ubiquinol

RCS: Especies reactivas de cobre
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RL: Radical libre

RNS: Especies reactivas de nitrégeno

ROS: Especies reactivas de oxigeno

S1P: Esfingosina 1 fosfato

S1Pr (S1P1s5): Receptores esfingosina 1 fosfato
SNC: Sistema nervioso central

SOD: Superdéxido dismutasa

SRC: Capacidad respiratoria de reserva
TCM: Linfocitos T memoria central
TEMED: Tetrametiletilendiamina

Trx: Tiorredoxina

TEM: Linfocitos T memoria efectora

TNFa: Factor necrosis tumoral alfa

TrxR: Tiorredoxina reductasa

TSPO: Proteina translocadora mitocondrial
Vitk3: Menadiona

VPP: Via de la pentosa fosfato

W123: 3-(2-(3-hexylphenylamino)-2-oxoethylamino)propanoic acid
(Antagonista competitivo selectivo del receptor S1Py)

XDH: Xantina deshidrogenasa
XO: Xantina oxidasa

XOR: Xantina oxidorreductasa

Abreviaturas
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Introduccion

INTRODUCCION

1. FINGOLIMOD

1.1 Definicion

El Fingolimod es uno de los pocos medicamentos disponibles por via oral para el
tratamiento de la forma mds frecuente de EM denominada esclerosis multiple remitente
recurrente (EMRR) ! La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad crdnica,
neurodegenerativa y autoinmune que afecta principalmente al sistema nervioso central
(SNC), con una progresién clinica compleja caracterizada por una inflamacién,
desmielinizacion y degeneracion axonal 2.

Debido a su similitud con la esfingosina enddgena, el Fingolimod se fosforila en su
metabolito activo el fingolimod fosfato (FP) por medio de dos proteinas quinasas
(esfingosina quinasa tipo 1y tipo 2). FP es capaz de interactuar con los receptores de la
esfingosina 1-fosfato (S1P) comportandose como agonista de los mismos e iniciando una
cascada de efectos similares a los producidos por la esfingosina fosfato enddgena 3.

El FP tiene como objetivo principal en el tratamiento de la EM corregir la
neuroinflamacién para acelerar la recuperacidon de los pacientes tras las recaidas,
disminuir la gravedad y el niumero de brotes, prevenir la evolucién a las formas
progresivas y dar al paciente una mejor calidad de vida # °. Todos estos objetivos son
posibles a través de la modulacién que ejerce el FP en los receptores S1P, teniendo como
principal efecto el secuestro funcional de los linfocitos T en los nddulos linfaticos ®.

El mecanismo de accién de FP, aprobado actualmente por las agencias reguladoras, se
basa en su interaccion con los receptores S1P, de los cuales existen al menos cinco
subtipos que explicaremos posteriormente. FP hiperestimula inicialmente al receptor
S1P; de los linfocitos, seguido de un antagonismo funcional donde los receptores se
internalizan y degradan, reduciéndolos o eliminandolos de la superficie celular. Esta
regulacién a la baja hace que los linfocitos no respondan de manera normal al gradiente
S1P, impidiéndoles salir de los tejidos linfoides ante sefiales que ordinariamente se lo
permitirian, reduciendo su infiltracion al SNC”.
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Introduccion

La EM junto con otras enfermedades neurodegenerativas como la esclerosis lateral
amiotrofica (ELA), la enfermedad de Parkinson (EP), la enfermedad de Huntington (EH)
o la enfermedad de Alzheimer (EA), se caracterizan por una alteracién de la homeostasis
oxidativa neuronal y una disfuncién mitocondrial, lo cual limita la neurona ante
situaciones de estrés ya que la produccion de energia se ve comprometida. Este grupo
de enfermedades neurodegenerativas se pueden agrupar como mitocondriopatias 8.

Recientemente se han realizado estudios que sefialan que el FP, a parte de la regulacién
del sistema inmunitario a través del secuestro de linfocitos T, posee un efecto
neuroprotector pudiendo promover una mejora en la funcién cognitiva en procesos
isquémicos y desdrdenes neurodegenerativos como Huntington ° o la enfermedad de
Alzheimer 19,

Otro estudio realizado por nuestro grupo sobre un modelo de dafio oxidativo inducido
por menadiona (VitK3) en cultivos neuronales muestra que este efecto neuroprotector
del FP es debido a su capacidad para restaurar el equilibrio oxidativo neuronal al
disminuir la produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) y recuperar la funcion y
morfologia mitocondrial, permitiendo mantener la produccidon de energia 2.

En la mayoria de las enfermedades neurodegenerativas, se ha establecido la
importancia de la glucdlisis como fuente de energia en la sinapsis, la conduccion axonal
y la plasticidad entre otras funciones neuronales, por lo que la existencia de diferentes
fuentes de energia como el ATP mitocondrial y glucolitico, permite mecanismos de
adaptacidon mas rapidos a situaciones de alta demanda energética pudiendo ayudar en
el mantenimiento de la funcion neuronal en situaciones de estrés.

Un conocimiento mas claro de la influencia del dafio oxidativo en estas vias de obtencidn
de ATP junto con los eventos moleculares asociados al efecto protector del Fingolimod
podria ser crucial en el desarrollo de posibles estrategias terapéuticas dirigidas a estas
enfermedades.

1.2 Esfingosina 1-fosfato (S1P)

Las hormonas, los neurotransmisores y los mensajeros de accidn local llevan a cabo sus
funciones a través de la unidn a estructuras denominadas receptores, que se encargan
de disparar las acciones celulares y sistémicas que producen 2.

20



Introduccion

La S1P es un intermediario en el metabolismo de los esfingolipidos y regula funciones
importantes como la proliferacién, la diferenciacién y la migracién, tal y como se
muestra en la figura 1. Este intermediario es secretado por mastocitos, plaguetas
activadas y otros tipos de células del sistema inmunitario innato, mientras que en el SNC
es liberado por células endoteliales, neuronas y astrocitos 3.

S1P actya como agonista natural de una familia de receptores acoplados a proteinas G,
los receptores de esfingosina fosfato (S1Pr) de los que existe en la actualidad cinco
subtipos. Estos receptores desencadenan efectos intracelulares a través de la
generacion de segundos mensajeros, proteinas efectoras y activacion de enzimas 4.

Mastocitos

4
Plaquetas
; W\/\/\/\NM Esfingosina 1-fosfato (S1P)
. =
- “"" P &
- < - a
Receptores para S1P = "

s1p,
AR RN

PAAMAALARARAN!

Segundos mensajeros

NS Y

Proliferacion y sobrevivencia
celular, migracion, regulacién endotelial

Figura 1. Células secretoras de S1P, unién a receptores S1P1s y funciones que

desencadena. (Bazua-Valenti et al 2012)

21



Introduccion

1.3Receptores de la esfingosina-1-fosfato

Los receptores de la S1P se encuentran en varios tipos de células tanto del sistema
nervioso central como de la periferia. Existen cinco subtipos de receptores S1P,
denominados S1P1, S1P,, S1Ps, S1P, y S1Ps y cada uno de ellos tienen un papel
fundamental en la supervivencia celular, quimiotaxis, angiogénesis, regulacion de la
integridad de la barrera endotelial y en la maduracién y permeabilidad vascular .

Los receptores S1P1 se expresan abundantemente en los linfocitos T y B; S1P; tiene un
papel importante en el desarrollo neuronal, ademas de ser fundamental en la funcién
auditiva y vestibular; S1P3 se expresa en el pulmdn, bazo, rifiones, intestino y diafragma,
y una de sus funciones principales a nivel cardiovascular es la regulacién de la frecuencia
cardiaca '®; los receptores S1P4 se limitan a los tejidos linfoides y hematopoyéticos,
mientras que S1Ps se expresan predominantemente en la sustancia blanca del SNC 7.

El receptor S1P; tiene como efecto mas significativo su participacién en la inmunidad
innata y adaptativa, ya que regula la respuesta inmune, lleva a cabo la diferenciacién de
leucocitos y controla el trafico de linfocitos Ty B. Este trafico de linfocitos de los ganglios
linfaticos a la circulacion es regulado tanto por la concentracién de S1P como por la
presencia del receptor S1P; en las células, manteniendo el nivel de linfocitos circulantes
y la respuesta inmunolégica del organismo /.

Debido a su funcion en la regulacién de la respuesta inmunitaria, el receptor S1P; juega
un papel fundamental en la patogenia de enfermedades neurodegenerativas como la

EM, [a EP, la EA, la EH y la ELA convirtiéndolo en una diana farmacoldgica de gran interés
18

1.4 Beneficios terapeduticos del Fingolimod

El Fingolimod es rapidamente fosforilado a su metabolito activo el FP para llevar a cabo
su funcién mediante la modulacion del receptor de la S1P, pudiendo unirse a todos los
subtipos de receptores S1P exceptuando al receptor S1P, *°. El objetivo principal de
Fingolimod en el tratamiento de la EM vy posiblemente otras enfermedades
neurodegenerativas, es reducir la actividad de la enfermedad y/o mejorar o enlentecer
la aparicidon de los déficits neurolégicos a través de uno o varios de los siguientes

mecanismos:
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Introduccion

1.4.1 Secuestro de los linfocitos T en los nodulos linfaticos

Los linfocitos circulan normalmente entre la sangre y los nddulos linfaticos (dénde se
produce la mayoria de las presentaciones antigénicas). Cuando se produce el estimulo
antigénico, los linfocitos T naive presentes en los nddulos linfaticos pueden diferenciarse
en dos tipos de linfocitos T memoria: los linfocitos T de memoria central (TCM) y los
linfocitos T de memoria efectora (TEM). El tipo de diferenciacién depende de la
intensidad de la estimulacién antigénica de los linfocitos T naive en los nédulos linfaticos
y la capacidad para generar CCR7, una quimiocina involucrada en la retencién de los
linfocitos T en los nédulos linfaticos. Si la intensidad de estimulacion es alta, se generan
CCR7 TEMs que se desplazan a los tejidos infectados realizando sus funciones efectoras,
sin embargo, si la intensidad es baja se generan CCR7* TCMs que son retenidos en los
organos linfoides secundarios y requieren de una estimulacién antigénica secundaria
mas fuerte para diferenciarse en TEMs 20,

La mayoria de los TEMs patogénicos en la EM son derivados de TCMs que reciben una
estimulacion antigénica secundaria de la mielina del SNC, lo que conlleva al dafio del
tejido nervioso. La salida de los TCMs de los nddulos linfaticos requiere una activacién
del receptor S1P; que anula la retencion provocada por CCR7*. Por lo tanto, la liberacién
de los linfocitos T de los nddulos linfaticos a la sangre deriva del equilibrio entre las
sefiales de retencion de CCR7*y la activacidon de S1P; %%,

El FP, tras su fosforilacidn, se une al receptor S1P1 reduciendo la sefial de salida de los
TCMs y favoreciendo la retencion mediada por CCR7* en los nddulos linfaticos.

El receptor S1P; desempefa un papel clave en el sistema inmunitario, ya que regula la
salida de los linfocitos de los ganglios linfaticos a la circulacidn. El FP activa inicialmente
el receptor S1P; a través de una unién de alta afinidad, pero posteriormente induce una
regulacién a la baja de estos receptores, que impide la salida de los linfocitos del tejido
linfoide, reduciendo asi la infiltracién autoagresiva de linfocitos en el sistema nervioso
central. Podemos por lo tanto concluir que, a pesar de ser un agonista del receptor S1P;,
la realidad es que FP se comporta como un antagonista funcional de dicho receptor ’.

Este mecanismo disminuye de manera significativa la circulacion de los linfocitos T,
previniendo que atraviesen la barrera hematoencefélica llegando al SNC, ddnde
liberarian citoquinas proinflamatorias que activarian a las células de la microglia,
astrocitos y macréfagos estableciendo un entorno inflamatorio y un desequilibrio en el
balance oxidativo provocando la desmielinizacién y finalmente la muerte neuronal 22,
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1.4.2 Efecto antioxidante

La mayoria del dafio en las enfermedades neurodegenerativas proviene de mecanismos
de estrés oxidativo que explicaremos con mds detenimiento posteriormente, dénde las
especies reactivas de oxigeno (ROS) tienen un papel fundamental tanto en los estadios

iniciales como tardios.

La presencia de células inflamatorias junto con la producciéon de citoquinas
proinflamatorias, tipico de las enfermedades neurodegenerativas, activan los
mecanismos oxidativos causando un dafio importante a macromoléculas como ADN,

lipidos y proteinas 2.

La mitocondria es una de las fuentes principales de ROS %4 Durante el proceso del
transporte de electrones a través de la cadena respiratoria mitocondrial, una pequefia
cantidad (menor al 5%) de los electrones que circulan a través de la cadena, se escapan
y se unen directamente al O, formando el anién superdxido (07) 2°.

La presencia de ROS como el Oy en pequefias cantidades ejerce funciones fisiolégicas
en el organismo como sefalizadores celulares frente al estrés oxidativo restableciendo
la homeostasis redox, regulacién vascular y transduccion de seiiales desde varios

receptores celulares 2°.

El sistema nervioso central es altamente susceptible a ROS, por lo tanto, un acimulo de
ROS junto con una disfuncién mitocondrial, contribuyen de manera significativa a la
neurodegeneracion en enfermedades como la EP, EM, EA o EH %7 28,

Las células poseen mecanismos defensivos para contrarrestar este desequilibrio como
las enzimas antioxidantes, por lo que el mantenimiento o recuperacion del desequilibrio
en la homeostasis REDOX es un objetivo terapéutico en las enfermedades
neurodegenerativas 2°. La utilizacion de farmacos con capacidad antioxidante podria
producir beneficios terapéuticos; en este sentido, nuestro grupo ha comprobado en

estudios previos el efecto antioxidante de Fingolimod .

1.4.3 Otros efectos

El FP ademas posee efecto antiinflamatorio al interaccionar con las células dendriticas
reduciendo significativamente los niveles de algunas citoquinas como TNFa, IL-17, IL-27

elFNy 22,
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Los receptores S1P se expresan en células tanto del sistema nervioso central como de la
periferia por lo que Fingolimod tendria un impacto directo sobre la neurodegeneracion,
gliosis y mecanismos de reparacién endégenos 3.

2. FUENTES DE PRODUCCION DE ENERGIA NEURONAL

Una neurona cortical cerebral consume 4.7 billones de moléculas de ATP por segundo
realizando funciones bioldgicas 3.

El cerebro es el 6rgano que consume mayor cantidad de energia en el organismo basado
principalmente en dos sustratos: la glucosa y el oxigeno. Los principales mecanismos de
obtencién de energia neuronal son: la glucdlisis, el ciclo de Krebs, la cadena
transportadora de electrones y fosforilacidn oxidativa, tal y como podemos observar en
la figura 2.

La fuente principal de energia en las neuronas es el ATP derivado de las mitocondrias.
Esta energia es necesaria para llevar a cabo actividades como el correcto
funcionamiento de la sinapsis, la conduccion axonal generando potenciales de accién y
la plasticidad neuronal. Sin embargo, para una correcta funcidon neuronal, las
mitocondrias deben ser eliminadas cuando se vuelven disfuncionales o envejecidas, con
el consiguiente reclutamiento y redistribucién de mitocondrias para cumplir los

requerimientos metabdlicos y energéticos 3.

Como ya comentamos anteriormente, las enfermedades neurodegenerativas se
caracterizan por un desequilibrio en el balance oxidativo y una disfuncidén mitocondrial,
lo que influye de manera drastica en los diferentes mecanismos de produccion de ATP,
incapacitando a la neurona para cubrir las necesidades energéticas de las diferentes

funciones neuronales 8.
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Figura 2. Representacion esquematica del metabolismo celular de la glucosa. (Enger and
Ross. 2003)

2.1Glucdlisis

La glucdlisis es la ruta metabdlica encargada de oxidar la glucosa con la finalidad de
obtener energia para la célula. Consta de 10 reacciones enzimaticas consecutivas en el
interior del citoplasma y son catalizadas por una serie de enzimas entre las que cabe
destacar la aldolasa, obteniendo como resultado dos moléculas de piruvato. Durante el
metabolismo de la glucosa a piruvato se producen dos fosforilaciones de ADP en ATP y
dos reducciones de NAD* a NADH por cada molécula de piruvato.

En presencia de oxigeno la molécula de piruvato entrard en la mitocondria para
continuar con el ciclo de Krebs seguido de la cadena transportadora de electrones y
fosforilacién oxidativa, sin embargo, en su ausencia, la molécula de piruvato seguira una
ruta metabdlica anaerdbica denominada fermentacion, durante la cual serd reducida a
lactato por medio de la lactato deshidrogenasa (LDH), obteniendo la reoxidaciéon de
NADH a NAD* necesaria para una glucdlisis sostenida 32.
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2.2Ciclo de Krebs

En presencia de oxigeno, la molécula de piruvato es descarboxilada en la matriz
mitocondrial por el complejo enzimatico piruvato deshidrogenasa liberando CO,, acetil
coenzima A (acetil-CoA) y NADH, iniciando una serie de reacciones quimicas
denominadas el ciclo de Krebs y representadas en la figura 3.

El ciclo de Krebs tiene lugar en la matriz mitocondrial y es una ruta metabdlica que forma
parte de la respiracion celular aerobia donde se libera energia quimica a través de la

oxidacion del acetil-CoA.
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Figura 3. Esquema de las diferentes reacciones quimicas y productos secundarios
liberados durante el ciclo de Krebs. (Freeman 2009)

Durante este proceso se llevan a cabo una serie de reacciones redox en las que se
obtiene energia en forma de diferentes moléculas: NADH, FADH,y GTP. Por lo tanto, a
partir de una molécula de piruvato, obtendremos 1 molécula de guanosina trifosfato
(GTP), 3 reducciones de NAD* a NADH, 1 reduccion de FAD a FADH; y dos moléculas de
CO..
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2.3 Mitocondrias: Cadena transportadora de electrones y fosforilacion

oxidativa

La cadena transportadora de electrones es una serie de complejos localizados en la
membrana interna mitocondrial, cuyo objetivo fundamental es la creaciéon de un

gradiente electroquimico que se utiliza para la sintesis de ATP.

Durante el ciclo de Krebs se formaran dos moléculas donadoras de electrones: NADH y
FADH,. Los electrones de estos donadores pasan a través de los diferentes complejos de
la cadena transportadora de electrones hasta llegar al receptor final que es el O3, el cual
se reduce para formar agua, como podemos observar en la figura 4.

Espacio intermembranal
pH bajo
alta concentracion de H+

Figura 4. Cadena transportadora de electrones con los diferentes complejos

localizados en la membrana mitocondrial. (Ruiz M. et al 2012)
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e Complejo I: NADH deshidrogenasa

Capta dos electrones del NADH y los transfiere a un transportador liposoluble
denominado ubiquinona (Q). Durante este proceso, el complejo | transloca cuatro
protones H* a través de la membrana al espacio intermembrana, produciendo un
gradiente de protones.

e Complejo Il: Succinato deshidrogenasa

Este complejo no es una bomba de protones, a diferencia de los complejos I, lll y IV. El
FADH; formado durante el ciclo de Krebs transfiere sus electrones al trasportador Q,
este transportador es reducido formando ubiquinol (QH2) que es capaz de difundir
libremente por la membrana.

e Complejo lll: Complejo citocromo C

Este complejo obtiene dos electrones del QH; y los transfiere a dos moléculas de
citocromo C, que es un transportador de electrones hidrosoluble localizado en el espacio
intermembrana de la mitocondria. Al igual que en el complejo |, durante este proceso
se transloca cuatro protones H* a través de la membrana debido a los dos electrones
transportados desde QH,.

e Complejo IV: Citocromo C oxidasa

Este complejo recibe los electrones de las dos moléculas del citocromo C y mediante
una serie de procesos acaba en el receptor final que es el Oz, que junto con dos protones
de la matriz mitocondrial forma agua (H;0). Durante este proceso, se bombean dos

protones H* a través de la membrana.
e Complejo V: ATP Sintasa

La energia potencial del gradiente de protones, que se ha producido por el paso de los
electrones a través de los diferentes complejos de la cadena transportadora de
electrones, se libera cuando se translocan los protones a través de un canal pasivo
denominado enzima ATP sintasa, y se usa en la adicion de un grupo fosfato a una
molécula de ADP formando ATP. Este proceso de formacién de ATP aprovechando el

gradiente de protones se denomina fosforilacion oxidativa.
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2.4 Via de la pentosa-fosfato

La via de la pentosa fosfato (VPP) es una ruta metabdlica relacionada estrechamente
con la glucdlisis, durante la cual se utiliza la glucosa para generar ribosa que es necesaria
para la biosintesis de nucledtidos y dcidos nucleicos. Ademas, también se obtiene poder
reductor en forma de NADPH que se utilizara en el metabolismo anabdlico.

De esta manera, la via de la pentosa-fosfato tiene una doble funcidn ya que la glucosa
se usa para formar NADPH, mientras que también se puede transformar en otros
componentes del metabolismo, especialmente pentosas, utilizadas para la sintesis de
nucledtidos y acidos nucleicos. Las neuronas principalmente metabolizan glucosa a
través de la via de la pentosa fosfato 33.

2.5Procesos de consumo del ATP neuronal

El ATP neuronal, como en la mayoria de las células, tiene un papel energético
utilizdndose es todos aquellos procesos que requieran energia. Principalmente es
consumido por las siguientes enzimas:

e ATPasa de Na*/K*:

Se localiza en la membrana plasmatica y consume en torno al 60% del ATP neuronal
producido. Esta enzima es la responsable del mantenimiento del potencial de reposo de
la membrana neuronal al bombear los iones de Na* fuera de la célula intercambiandolos
por iones K*. Este potencial es imprescindible para el correcto funcionamiento neuronal.

Cuando la neurona es activada, entran de forma masiva los iones de Na* al interior
neuronal produciendo un cambio en el potencial de membrana (despolarizacién). Esta
alteracion debe ser corregida rapidamente para que la neurona esté dispuesta a ser
estimulada nuevamente. El restablecimiento del potencial de reposo es posible gracias
al bombeo de iones de Na* hacia el exterior de la neurona consumiendo ATP
intercambiandolos por iones K* 32,

e ATPasa de Ca?*:

Se localizan principalmente en la membrana plasmadtica y la membrana interna. Su
funcidn es retirar el Ca?* del citoplasma, sobre todo a nivel del espacio presinaptico, ya
gue su concentracidn aumenta por los procesos de despolarizacién neuronal.
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e ATPasa dependientes de H*:

Se localizan en la membrana de las vesiculas sindpticas en el terminal presinaptico. Estas
enzimas bombean iones H* hacia el interior de las vesiculas, creando un gradiente de
protones que impulsa la entrada del neurotransmisor. El ATP también es usado para la
exocitosis del neurotransmisor.

e EI ATP se utiliza para la sintesis de GTP y la actividad de varias protein-quinasas.
e La actividad de la proteina G.

Todas estas enzimas consumen ATP para realizar sus funciones y mantener el buen
funcionamiento neuronal. En las situaciones en las que se produce un desequilibrio en
el balance oxidativo neuronal, como ocurre en las enfermedades neurodegenerativas,
estas enzimas no disponen del ATP suficiente para llevar a cabo sus funciones, por lo
que podrian acumularse iones Ca?* en el interior neuronal provocando una interrupcion
del transporte rapido y una degeneracién axonal 8.

2.6 Dindmicas mitocondriales

Las mitocondrias son organulos muy dindmicos que cambian su morfologia y funcién en
respuesta a diferentes estimulos fisiolégicos, regulando de esta manera la supervivencia
celular 3% como podemos observar en la figura 5. Dentro de estas dindmicas
mitocondriales podemos destacar:

e Trafico mitocondrial: Se refiere al transporte y distribucion de las mitocondrias
en las células. Las mitocondrias recorren largas distancias en las neuronas para
aumentar su concentracidon en la region presindptica, cumpliendo asi con las
altas necesidades energéticas. Estos desplazamientos son posibles gracias al
acople entre las proteinas motoras y adaptativas. Estos procesos deben ser

regulados para mantener la homeostasis neuronal 3°.

e Biogénesis mitocondrial: Ciertos estimulos, como el estrés oxidativo, el ejercicio,
las hormonas, la diferenciacién y division celular, pueden tener como respuesta
un aumento de la densidad mitocondrial. La generacion de mitocondrias
requiere de la expresién de dos genomas: uno el nuclear (contribuye con mas de
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1000 proteinas) y otro el mitocondrial (codifica sdlo 13 proteinas hidrofobas de
la cadena respiratoria) 3°.

e Fusion / fision mitocondrial: Proceso que ocurre continuamente que permite la
separacidon de porciones funcionales de la mitocondria y recolocarlas en la
neurona para la produccién de energia. Este proceso es esencial para el control
de calidad del orgdnulo, mantenimiento y distribucién del ADN mitocondrial
(ADNm) y la regulacidn de la apoptosis 7.

e Mitofagia: Las mitocondrias son eliminadas a través de un proceso denominado
macroautofagia. Este es el mecanismo de degradacién dénde el autofagosoma
se forma alrededor de los componentes dafiados y se fusiona con el lisosoma
para la degradacién del contenido. Cuando la mitocondria no puede generar
potencial de membrana, se fisiona y es degradada por mitofagia 38.

Dinamicas Mitocondriales

By
> R FEERNS g W
£ i/ N ‘-‘#F % -
= P 4 s A <
P EVVE S S e g g

v
o % Dpat

PINK]

@  rarkin

Fusion Ubiquitina

mitocondrial Factores de transcripcin
T “) @ o
P - o ’\QA‘ o >
Biogénesis

mitocondrial ‘ Mitofagia ‘ D

v

- S

Estrés Oxidativo
Hormesis

Figura 5. Dindmicas mitocondriales. (Imagen modificada de Alcarcén A. et al 2019)
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Nuestro grupo ha demostrado que las alteraciones mitocondriales pueden producir y
ser debidas a un desequilibrio en la homeostasis oxidativa neuronal, tal y como
observamos en el modelo oxidativo mitocondrial inducido por Vitk3 y MPP* 11 39,

En condiciones normales, las mitocondrias se distribuyen con preferencia por aquellas
areas donde hay un mayor requerimiento energético como en el espacio
pre/postsinaptico y en el axén dénde sirven como reguladores de calcio y para mantener
el grado de polarizacidn necesario para transmitir el potencial de accién .

Cuando se establece un desequilibrio en la homeostasis oxidativa en las enfermedades
neurodegenerativas, las mitocondrias se mantienen cercanas al nucleo sin alcanzar las
zonas periféricas. Ademas, las mitocondrias dafiadas son transportadas al cuerpo
celular, dénde los lisosomas y otros organulos necesarios para la degradaciéon
mitocondrial son mas abundantes 4*.

3. NEURODEGENERACION

En el cuerpo humano existe un equilibrio oxido-reduccion constante entre la produccién
de pro-oxidantes derivados del metabolismo celular y los sistemas defensivos
antioxidantes. Este equilibrio se rompe en enfermedades neurodegenerativas como la
EM, la EH, la EP o la EA, por un aumento en el acumulo de radicales libres y especies
reactivas de oxigeno que no son compensados por los sistemas antioxidantes,
estableciéndose una situacién denominada estrés oxidativo, desequilibrio en la

homeostasis oxidativa o distrés oxidativo 2.

En condiciones normales, la produccién de ROS es capaz de tamponarse por los sistemas
defensivos antioxidantes, pero cuando la produccién de ROS es excesiva o los sistemas
defensivos fallan, puede tener consecuencias como aumento de la concentracién de
calcio intracelular, dafo del ADN, dafio a los transportadores de membrana, y en ultima
instancia neurodegeneracion y muerte celular 2.

33



Introduccion

3.1 Radicales libres y especies reactivas

Los radicales libres (RL) son moléculas altamente reactivas debido a que contienen un
electrén no apareado, permitiéndoles reaccionar con otras moléculas transformandolas
en reactivas y generando una reaccidn en cadena que causa dafo oxidativo.

Las especies reactivas se forman como producto del metabolismo de los radicales libres
y son moléculas altamente oxidantes, por tanto, dafiinas para las células. Destacamos
principalmente las especies reactivas de oxigeno (ROS), especies reactivas de hierro
(RIS), las especies reactivas de cobre (RCS) y las especies reactivas de nitrégeno (RNS).

3.2 Sistemas de produccion de ROS/RNS

Entendemos por ROS, una o mas moléculas derivadas de la captacion de un electrén por
el oxigeno, quedando el electrén en un orbital desapareado. La captacion de un electrén
por el Oz produce anidn superdxido (O27); la captacion de dos electrones mas junto con
dos protones H* por el O, produce H,0; (perdxido de hidrégeno); este perdxido de
hidrégeno puede captar un electrén mds, generando OH (radical hidroxilo) y OH" (ion
hidroxilo). Finalmente, si este radical hidroxilo capta un electrdn junto con H*, generara
H,O (agua), como podemos observar en la figura 6. En general, son ROS el anién
superoxido, el perdxido de hidrégeno y el radical hidroxilo 2.

La formacién de ROS/RNS varia entre células y tejidos, pero el primer paso es comun a
todos, la generacion de O3

te _ +2e, 2H* , +e, H* +e, H*
00 —» 0, — » H)O;, —» OH — 5 H0
+OH-

Figura 6. Proceso de generacion de ROS mediante la captacién de protonesy
electrones.
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En todos los procesos metabdlicos celulares se liberan ciertas cantidades de radicales
libres, pero parece ser que la principal fuente de ROS es la cadena transportadora de
electrones mitocondrial, que produce ROS como producto secundario del metabolismo
energético oxidativo, ya que una pequefia cantidad de electrones (menor al 5%) que
fluyen a través de la cadena transportadora de electrones, se escapa y se une al Oz
formando Oz ?°. A continuacién, describiremos los principales mecanismos de
obtencién de Oy, por lo tanto, el inicio del proceso de formacién de especies reactivas.

3.2.1 NADPH oxidasa (NOX):

La NADPH oxidasa (NOX) es una proteina transmembrana que cataliza la reaccidn de
oxidacién del NADH o NADPH a NAD* o NADP*, utilizando para ello oxigeno molecular
y produciendo Oy, el cual es liberado al espacio extracelular. Se considera que NOX es
un sistema enzimatico responsable de ROS en enfermedades como la hipertension, la
ateroesclerosis y la diabetes tipo 1y 2 %3

NADPH oxidasa
NADPH + O, » NAD(P)* + Oy

3.2.2 Xantina oxidorreductasa (XOR):

La xantina oxidorreductasa es una molibdoflavoenzima citosélica que cataliza la
oxidacion de la hipoxantina a xantina y dacido urico. Puede tener 2 formas
funcionalmente diferentes: Xantina deshidrogenasa (XDH) que produce NADH y uratoy
Xantina oxidasa (XO) que origina Oz y/o H;0; y urato. La actividad de la XO esta
aumentada en desérdenes inflamatorios de las vias aéreas, en el dafio isquémico por

reperfusion, la aterosclerosis, la diabetes y en desérdenes autoinmunes 44,
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3.2.3 Oxido nitrico sintetasa (NOS)

Familia de enzimas que generan 6xido nitrico (NO) a partir de L-arginina, NADPH y O..
Esta familia estd formada por varios miembros: NOS neuronal (nNOS), NOS endotelial
(eNOS) y la NOS inducible (iNOS), todas ellas se localizan en el citosol.

En contraste a estas tres enzimas, la NOS mitocondrial (mtNOS) se localiza en la
mitocondria y asegura la formacion de peroxinitrito (ONOQ™), a partir de NO y Oy". Esta
enzima puede producir O;” cuando se desacopla y este radical libre a su vez se combina
con NO originando ONOO" %>,

' Oxido nitrico sintetasa

3.2.4 Oxidacion de las catecolaminas

Las catecolaminas como la adrenalina, la noradrenalina, dopamina o la serotonina, son
fuentes de radicales libres en el SNC lo que influye en la homeostasis redox neuronal. Su
metabolismo mediante la enzima monoamino-oxidasa (MAQ), localizada en la
membrana mitocondrial externa, produce H,0, y Oz %6,

Algunos productos derivados de la oxidacidon de la dopamina como la quinona o
semiquinona, son moléculas oxidantes que pueden interaccionar con ciertos

componentes celulares como lipidos, proteinas o ADN, alterando su funcién #’.

3.2.5 Cadena transportadora de electrones

La cadena transportadora de electrones es una fuente importante de ROS intracelular,
la mayoria de las ROS se producen como resultado de la reduccién parcial del O;
formando Oy durante el proceso de la fosforilacion oxidativa. La produccién excesiva de
Oy y OH, puede causar un dafio irreparable en el ADN mitocondrial, lo que conlleva un
defecto en el complejo | (NADH deshidrogenasa) o Il (ubiquinol-citocromo C reductasa)
incrementando la formacién de Oz .
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El complejo | produce Oy cuando la razon NADH/NAD* es alta (originada en condiciones
de dano, mutacion, isquemia, pérdida de citocromo C o alta concentracion de NADH
como consecuencia de una baja demanda energética) y en presencia de inhibidores
(rotenona) que interaccionan en el lugar de unién de la ubiquinona en el complejo,
ocasionando un incremento en la generacién de radicales libres, provocando un déficit
de energia en la fosforilacién oxidativa y un aumento del dafio oxidativo %°.

La produccion de Oz en el complejo Il por la succinato deshidrogenasa se asocia a una
pérdida de electrones derivada de mutaciones. Ademas, en condiciones de baja
concentraciéon de succinato puede producirse la pérdida de electrones y la formacién de

0, %0

En el complejo Ill se lleva a cabo la oxidacién de ubiquinol en ubiquinona cediendo sus
electrones al citocromo C, a través de un intermediario inestable denominado
semiquinona. La producciéon de Oz por este complejo ocurre cuando el centro de
reduccion se encuentra inhibido y en presencia de ubiquinol, interaccionando el O; con
la semiquinona. La liberacidon de O, se produce tanto al espacio intermembrana como
hacia la matriz mitocondrial como podemos observar en la figura 7 °*.

Espacio
intermembrana 0, 0,-

0, 0, N\ Matriz

O'z 02 i

Figura 7. Formacidon de Oy en los complejos |, Il y lll de la cadena transportadora de

electrones. (Bolafos J. et al 2015)

Varias enfermedades como el cancer, isquemia o diabetes han sido relacionadas con
una disfuncién del complejo IV, ademas de la neurodegeneracion provocada por la
sobreproduccién de Oy
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3.3 Sistemas de defensa antioxidante

Introduccion

Un antioxidante es cualquier sustancia que en bajas concentraciones es capaz de

retrasar o inhibir una oxidacién. Estos antioxidantes pueden actuar disminuyendo la

concentracion de oxidantes, uniéndose a iones metdlicos evitando la formacion de

especies reactivas, disminuyendo la reactividad de los peréxidos o evitando el inicio de

la reaccién en cadena al “barrer” los primeros radicales libres que se forman >2 >3,

Cuando existe una sobreproduccién de ROS/RNS junto con un fallo de los sistemas

enzimaticos antioxidantes se produce un dafo de las estructuras celulares, lipidos,

proteinas y material genético como ADN/ARN. Ademads, el efecto de estas especies

reactivas sobre la mitocondria y sus procesos metabdlicos provoca un aumento de los

niveles de ROS/RNS, lo que conlleva una oxidacion de las proteinas mitocondriales,

lipidos y ADN 8.
Los principales sistemas antioxidantes son:

3.3.1 Sistemas enzimaticos

Las enzimas de degradacién enddgenas son principalmente la superdxido dismutasa

(SOD), las catalasas (CAT) y la glutation peroxidasa (GPX), mostradas en la figura 8.

Existe ademas un sistema denominado sistema Tiorredoxina (Trx) que no actua

sobre las especies reactivas, pero si sobre algunas moléculas oxidadas.

0, Oz"

Reaccién de Haber Welss

2H* 0» Fe** Fe®*
Oz’—kj—b H202 —\}—» OH + oHw
SOD Reaccion de

| Fenton
|

CAT /

% 0, __j/' Prxred
Prx Trx/TrxR
2 GSH Sulfirredoxinas
GPx Priox
G55G
v
H=0

Figura 8. Esquema sistemas enzimaticos antioxidantes y reacciones que catalizan.
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3.3.1.1  Superdxido dismutasa (SOD):

Enzima que cataliza la reducciéon del O, a H,0;, el cual es faciimente metabolizado
a agua por la GPX y la CAT. Existen tres formas de SOD, con cobre-zinc (Cu-Zn-SOD o
SOD1) localizada en el citosol, con manganeso (Mn-SOD o SOD2) localizada en la
matriz mitocondrial y superdxido dismutasa extracelular (EC-SOD o SOD3).

Una vez formado el H;0,, se descompone dada su inestabilidad, en presencia de altas
concentraciones de metales reducidos (Fe?*, Cu*), generando OH y OH" por las
reacciones de Fenton o de Haber-Weiss (en las que interviene el O,). No obstante, estas
reacciones compiten con otros mecanismos enzimdaticos que anulan el H,0, mediante
su reduccion a H,0. Estas enzimas son la CAT, las peroxirredoxinas (Prxs) y la GPX 2.

3.3.1.2  Glutation peroxidasa (GPX):

Existen cinco isoformas de esta enzima, todas son capaces de reducir el H,0,. El H,0;
reacciona con el grupo (-SeH) de la selenocisteina en el centro activo de la
GPX generando un selenio oxidado (-SeOH), que se reduce por dos moléculas de
glutation (GSH). La reaccién requiere la desprotonizacién de la selenocisteina
generando disulfuro de glutatién (GSSG), garantizando la eliminacién de H,0,.

La GSSG se reduce de nuevo a GSH gracias a una molécula de NADPH que cede sus
electrones, esta reaccién es catalizada por la enzima glutation reductasa (GR),

formandose asi un ciclo redox °*.

3.3.1.3 Catalasas (CAT):

La CAT es una enzima antioxidante presente en la mayoria de los organismos aerobios,
cuya funcidén principal es catalizar la dismutacién del H,0, en oxigeno y agua. Existen
tres familias de CAT, dos de ellas contienen el grupo hemo denominadas CAT
monofuncionales y bifuncionales, y la tercera familia la conforman las CAT de
manganeso (pseudocatalasas) que no contienen grupo hemo y poseen manganeso en el

centro activo *°.

La mayoria de los organismos aerobios tienen CAT monofuncionales con una estructura
homotetramérica que posee un grupo hemo, el cual contiene un atomo de hierro y un
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anillo de porfirina, formando el centro activo catalitico de la enzima. El proceso de
degradacion de H;0; consta de dos etapas tanto en las CAT monofuncionales como
bifuncionales, ya que ambas poseen grupo hemo >°:

1. En primer lugar, una molécula de H,0; oxida al hierro del grupo hemo formando
el compuesto | que se caracteriza por tener un grupo ferroxilo con FelV y un
radical catidnico de porfirina. En esta primera reaccién se produce una molécula
de agua.

Enz (Por-Fe") + H,0, —» Compuesto | + H,0

2. En segundo lugar, una segunda molécula de H,0; se utiliza como reductor del
compuesto |, regresando la catalasa a su estado inicial, dando como resultado
una segunda molécula de agua y oxigeno.

Compuesto | (Por*-FeV-0) + H,0; — Enz (Por-Fe") + H.O + O,

La CAT y la GPX se encargan de eliminar el H;0, y su localizacién celular también
es similar, sin embargo, sus mecanismos de regulaciéon son diferentes. La GPX se
encuentra formando parte de un sistema antioxidante diferente de la CAT. Se ha
podido observar que ambos sistemas antioxidantes no actuan a la vez, ya que el
sistema GPX actla en concentraciones bajas de H,0, dado que su afinidad por el
sustrato es alta, mientras que el sistema antioxidante CAT tiene una afinidad por el
sustrato baja aunque su efectividad es muy alta por lo que actia en concentraciones
altas, lo que demuestra una correlacion inversa en la actividad de ambas enzimas >’
8 Se localizan principalmente en los peroxisomas de la mayoria de las células del
cerebro y se ha demostrado cambios en los niveles de las CAT en procesos
neurodegenerativos como la EM, la EA o la EP *°.

3.3.1.4  Sistema Tiorredoxina (Trx/TrxR)

Las Trx son proteinas que actlan como antioxidantes facilitando la reduccién de otras
proteinas. Se mantienen en estado reducido por la tiorredoxina reductasa (TrxR), es una
relacion dependiente de NADPH.

El sistema tiorredoxina esta compuesto por Trx, TrxR y el NADPH, y participan junto a

las peroxirredoxinas (Prx) en el proceso de reduccién de H,0; para formar agua ©°.
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3.3.2 Sistema no enzimadtico

El sistema antioxidante no enzimatico estd integrado por una serie de sustancias como
el glutatién reducido (GSH), la vitamina E (a-tocoferol), la vitamina C (acido ascérbico),
la vitamina A (B-caroteno), acido uUrico y coenzima Q entre otros °!. Estas sustancias
cuando estan en presencia de compuestos oxidables como el ADN, proteinas o lipidos,
se oxidan antes que éstos, retrasando, amortiguando, previniendo o inhibiendo su
oxidacion y, por lo tanto, la formacion de radicales libres.

3.4 Dano oxidativo neuronal

Una situacion de estrés oxidativo, induce en la neurona efectos tdxicos por oxidacién de
lipidos, proteinas, carbohidratos y nucleétidos, lo cual conlleva a un acimulo de
agregados intracelulares, una disfuncién mitocondrial, excitotoxicidad y apoptosis
intrinseca. Las enfermedades neurodegenerativas tienen en comun este dafio oxidativo,
pero se desconoce si contribuye iniciando el proceso neurodegenerativo o es una
consecuencia del mismo 62,

Durante un desequilibrio en la homeostasis oxidativa neuronal, como es el caso de las
enfermedades neurodegenerativas, pueden producirse alteraciones en las estructuras
de algunas proteinas formandose agregados proteinicos induciendo dano oxidativo.
Este defecto es tipico en la EA, en la cual, los acumulos de B-amiloide pueden producir
un dafio oxidativo, provocando la entrada masiva de Ca?*y la activacion de caspasas que

llevan a la muerte celular por apoptosis intrinseca 3.

Otro de los efectos del estrés oxidativo es |la peroxidaciéon o degradacion lipidica por
oxidacion que puede causar disfuncién y muerte neuronal. En cambio, la peroxidacion
de 4acidos grasos poliinsaturados en las membranas celulares, inician un deterioro
progresivo de las funciones de membrana provocando una disminucién en la fluidez,
reduccion en el potencial electroquimico y un aumento de la permeabilidad de la

membrana.

41



Introduccion

3.4.1 Procesos inflamatorios: activacion de la microglia

Las células de la microglia son células inmunoefectoras que suelen activarse antes de
gue ocurran dafios notables en otras células. Suelen estar destinadas a funciones de
proteccion y reparacidn, pero cuando son activadas por procesos que generan dafio
oxidativo, comienzan a liberar citoquinas proinflamatorias (IL-1 y TNF-a), glutamato,
aspartato y productos citotéxicos como ROS (H202 y NO) produciendo dafio en los
axones y pudiendo provocar muerte neuronal 4,

El aumento excesivo de H,0, y NO inhibe la respiracién mitocondrial, provocando la
liberacion de glutamato que activan una serie de receptores que provocan la entrada
masiva de Ca?* en las neuronas, llevando a las células a una muerte celular regulada.

3.4.2 Aumento de los niveles de calcio intracelular

Un aumento de los niveles de Ca®' intracelular como consecuencia del proceso
inflamatorio explicado anteriormente, activa la liberacidn de neurotransmisores, pero
cuando esos niveles se mantienen en el tiempo, también se activan proteasas, lipasas y
endonucleasas.

Las proteasas dependientes de Ca?* pueden dafiar al citoesqueleto y a las proteinas de
membrana, las lipasas catalizan la hidrdlisis de los fosfolipidos de la membrana y las
endonucleasas provocan la fragmentacién del ADN, por lo tanto, el aumento mantenido
en el tiempo de los niveles de Ca?* conlleva a una serie de procesos cuyo final es la

muerte neuronal 2.

El aumento de Ca?* intracelular estimula la activacion de NOS y la conversion de xantina
deshidrogenasa (XDH) en xantina oxidasa (XO) que origina Oz  y/o H,0; y urato como ya

explicamos en los procesos de formacion de ROS 44,

La entrada masiva de Ca?* en la mitocondria provoca la formacién del poro de transicion
en la membrana mitocondrial interna o poro de transicion en la permeabilidad
mitocondrial (MPT), lo que conlleva un colapso en el potencial electroquimico de
protones, disminuyendo la produccién de ATP y provocando la despolarizacion de la
membrana plasmatica y la entrada de mas Ca?*. Este proceso en la mitocondria deriva
en la pérdida de la funcidon neuronal al no disponer de la suficiente reserva energética
pudiendo provocar la muerte neuronal % 67,
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3.4.3 Disfuncion mitocondrial y déficit energético

Las similitudes en los patrones de dafio axonal entre las lesiones de enfermedades
neurodegenerativas y las lesiones en la materia blanca tras un ictus, sugieren que la
hipoxia o la deficiencia de energia tienen un papel importante en los mecanismos
subyacentes en las enfermedades neurodegenerativas .

El estrés oxidativo neuronal es causado por un desequilibrio entre la produccién de ROS
y la capacidad de la neurona de neutralizar rapidamente los reactivos intermedios y/o
reparar el dafo resultante. Este desequilibrio permite la acumulacién de ROS que
provocan la disfuncién mitocondrial a través de varios mecanismos ©°:

e Interrumpen la funcién de las enzimas mitocondriales, modifican las
proteinas y aceleran su degradacién.

e Interfieren en la sintesis de componentes de la cadena respiratoria.
e Pueden inducir directamente dafio en el ADN.

Esta disfuncion mitocondrial daria lugar a un déficit de oxigeno y energia, provocando
consecuencias en los axones y en las células nucleadas, como los oligodendrocitos, de
los pacientes con enfermedades neurodegenerativas, tal y como podemos observar en
la figura 9 7°.

Intsrcambiador
Patencial ' Patencial i
de sccibn 1 de accién

Na*

'

R W0

g PARP-PAR —e

Na* i AlF

e

Bomba de Na*
Sufciente : dependiente de Déficit energia
energia ' ATP

Figura 9. Las diferentes consecuencias del dafio mitocondrial en pacientes con
enfermedades neurodegenerativas. (Imagen modificada de D. A. Bechtold et al. 2006)
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3.4.3.1 Dano axonal

La figura 9a representa como el déficit energético puede inducir un desequilibrio iénico
con un acimulo de iones Ca?*, lo que conlleva a una interrupcion en el transporte rapido
y una degeneracion axonal ’°,

En condiciones normales, los iones Na* entran en el axdn durante un potencial de accidn
y son eliminados por la repolarizacién a través de ATPasa. Sin embargo, en condiciones
de deficiencia energética y disfuncién mitocondrial, la ATPasa no funciona
adecuadamente y el Na* que se acumula en el axén es eliminado mediante el
intercambiador de Na*/Ca?*, lo que hace que la concentracién de Ca?* intracelular
aumente considerablemente y se disparen los mecanismos de dano comentados
anteriormente.

Mas iones de Ca®* entran en el axén por los receptores de glutamato y los canales de
Ca’* dependientes del voltaje que se encuentran en el axolema. El acimulo de Ca?*
activa la calpaina (proteasa), que disuelve las proteinas intra-axonales, incluyendo
proteinas del citoesqueleto que son importantes para el transporte axonal rapido,
provocando su degeneracién 7°.

3.4.3.2 Daiio en oligodendrocitos

El dafno mitocondrial de las células nucleadas, como los oligodendrocitos, provoca la
liberacion de un factor de induccién de la apoptosis (AIF) que se transloca al nucleo e
induce dafio en el ADN, tal y como se representa en la figura 9b.

Este dafo provoca la activacion de PARP-PAR (poli ADP ribosa polimerasa) que intenta
repararlo, aumentando el déficit energético (PARP-PAR agota los depdsitos celulares de
NAD* que se requieren como sustrato para la generacién de los monémeros de ADP-
ribosa) y, por ultimo, provocando la apoptosis intrinseca ’*.

La presencia de radicales libres derivados de la disfuncion mitocondrial y del estrés
oxidativo impulsado por la inflamacién junto con la presencia de iones metalicos,
catalizan la formacién de radicales téxicos OH™ a partir de H,0; provocando dafio
oxidativo y neurodegeneracion (figura 10) ©°.
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Explosion oxidativa b Explosion oxidativa y hierro intracelular Explosicn oxidativa y hierro extracelular
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Figura 10. Esquema del dafio producido por la reaccién oxidativa en enfermedades

neurodegenerativas (Imagen modificada de H. Lassmann et al 2012).

Los macrofagos activados y la microglia producen H,0, como consecuencia del inicio del
proceso oxidativo. Esta liberacidn de H,O, en combinacién con los radicales libres llevan
a la destruccién de axones y oligodendrocitos (dafio limitado en ausencia de Fe?*), tal y
como podemos observar en la figura 10a.

En presencia de Fe?* acumulado en los oligodendrocitos (conforme aumenta la edad del
paciente aumenta este acumulo de hierro en el cerebro) junto con el H,0, produce
radicales OH™ altamente téxicos provocando la muerte celular. Este acumulo de hierro
explica porque la mielina y los oligodendrocitos son destruidos de manera selectiva bajo
estrés oxidativo, mientras que los astrocitos que no tienen este acimulo, permanecen
intactos (figura 10b).

Este Fe?* liberado al espacio extracelular por la apoptosis intrinseca de los
oligodendrocitos, es captado por la microglia que se vuelve distréfica liberando una
segunda oleada de Fe2* lo que conlleva un aumento de la lesion destructiva (figura 10c).
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3.4.4 Excitotoxicidad

El glutamato es un neurotransmisor en el SNCy es el mediador de la mayoria de sefales
excitatorias. La neurotransmisién glutamatérgicas estd implicada en procesos
cognitivos, motores, sensoriales y actividades autdnomas. El equilibrio entre las sefiales
excitatorias e inhibidoras es crucial para el correcto mantenimiento de estas funciones.

El glutamato se libera continuamente por las neuronas a la hendidura sinaptica dénde
se une a los receptores tanto ionotrépicos (NMDA, kainato o AMPA) como
metabotrdpicos para transmitir el mensaje excitatorio. La acumulacién de glutamato en
la hendidura sinaptica es tdxica y conlleva la muerte celular por apoptosis intrinseca
debido a la sobrecarga de Ca?* tras la sobreestimulacién de los receptores de glutamato.
Esta sobreestimulacidn de los receptores genera excitotoxicidad 7.

La activacién excesiva de los receptores NMDA lleva a la liberacion de H,0, y de NO', los
cuales juegan un papel importante en el proceso ya que regulan la liberacién de
glutamato, por lo tanto, el estrés oxidativo es un mediador en la muerte neuronal por
excitotoxicidad’®. La alteracion en la homeostasis del glutamato tiene importantes
consecuencias neuropatoldgicas y ha sido relacionado con numerosas enfermedades
neurodegenerativas 4.

3.4.5 Muerte celular requlada

Las dos principales formas de muerte celular regulada propiciadas por un acimulo

excesivo de radicales libres son la apoptosis intrinseca y la necrosis impulsada por MPT
75

La apoptosis intrinseca es un proceso activo que involucra la muerte celular sin
inflamacién y se caracteriza por cambios morfolégicos como condensacién de
cromatina, ribosomas desprendidos del reticulo endoplasmatico rugoso y
fragmentacidn celular en cuerpos apoptdticos que finalmente son fagocitados. Los ROS
pueden inducir apoptosis intrinseca por medio de la activacién de las caspasas, de genes

apoptoticos o las enzimas liticas 7®.

Sin embargo, la necrosis impulsada por MPT es un fendmeno pasivo que se presenta
como consecuencia de una agresién y que conlleva un exceso del flujo de Ca?*.
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Normalmente aparece una inflamacion aguda con edema mitocondrial, reduccion
importante de la formacidon de ATP, liberacidn de hidrolasas, ruptura lisosomal y
fragmentacién de ADN por endonucleasas. El dano oxidativo puede inducir a una muerte
neuronal por necrosis impulsada por MPT que implica pérdida en la regulacion de las
funciones neuronales por un déficit de ATP, lo cual impide el correcto funcionamiento
de las bombas de Na*/K* provocando un edema neuronal irreversible 77.

3.5R0S y enfermedades neurodegenerativas

Las mitocondrias generan altas cantidades de ROS, como hemos visto en los apartados
anteriores, y/o son dianas de los radicales libres en la etiopatogenia de las principales
enfermedades neurodegenerativas “8. En la mayoria de los casos, la sobreproduccion de
ROS o un fallo en los sistemas defensivos antioxidantes conllevan a un dafo oxidativo
de diferentes moléculas provocando una alteracién en la regulacion de las funciones de
las que son responsables, pudiendo iniciar el proceso de muerte celular regulada.

Un aumento de ROS, aunque sea en pequefias cantidades, requiere de una actividad
mayor de los sistemas antioxidantes, cuyo mantenimiento requiere mayores cantidades
de energia. En aquellas situaciones en las que la produccidn de energia se encuentra
limitada, como en las enfermedades neurodegenerativas, existe una menor
disponibilidad de los sustratos para realizar las funciones mitocondriales normales. Se
ha visto que existe una relacién entre la disfuncion mitocondrial y produccion de ROS en
las principales enfermedades neurodegenerativas como la EA, la EP, la ELAy la EH %,

3.5.1 Enfermedad de Alzheimer

La EA se caracteriza por una pérdida progresiva de la memoria y de la capacidad
cognitiva, asociada a insuficiencias en la sefializacidén colinérgica y atrofia cerebral en
zonas especificas debido principalmente a una acumulacién de R-amiloide (AR) y a
ovillos neurofibrilares intracelulares (formados por agregados Tau) 7.

Esta acumulacion de AR favorece el estrés oxidativo, una disfuncién mitocondrial y un
fallo energético, ya que puede reducir la respiracion mitocondrial en neuronas vy
astrocitos mediante la inhibicién de los complejos | y IV de la cadena transportadora de
electrones. El déficit energético contribuiria a un defecto en la remocién de los
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agregados de AR, agravando el problema y llevando a una disfuncién y muerte neuronal
79

Ademas, el AR afecta a las dindmicas mitocondriales especialmente a la fusidn y la fisién
mitocondrial, y produce excitotoxicidad por la excesiva liberaciéon de glutamato que
conlleva la formacion de NO que interacciona con el O, formando ONOO;,
incrementando el dafio oxidativo y nitrosativo 3. En este sentido, se ha visto que uno
de los principales antioxidantes no enzimaticos, la vitamina E, es capaz de inhibir o
disminuir el dafio inducido por acimulo de AR %0,

3.5.2 Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) se caracteriza por una pérdida progresiva de las
neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra disminuyendo el control muscular.

Los pacientes con EP poseen una actividad reducida del complejo | de la cadena
respiratoria mitocondrial en las neuronas del SNC, lo que implicaria una mayor
formacién de ROS, un aumento del dafio oxidativo y una disminucién en la capacidad
mitocondrial de cumplir con los requerimientos energéticos neuronales 8.

Este dafio oxidativo junto con la disfuncién mitocondrial contribuye a la degeneracién
de las neuronas dopaminérgicas, cuya relacion esta respaldada por el hallazgo de que
los inhibidores del complejo | pueden ejercer efectos citotéxicos en las neuronas
dopaminégicas derivando en el fenotipo clinico del Parkinson &2,

En los casos de EP familiar se ha descrito una mutacion genética en una proteina
denominada PINK1. Esta proteina es una quinasa mitocondrial y se ha demostrado que
la deficiencia de PINK1 da como resultado una disminucion en la respiracion con
inhibicién del complejo I, aumentando la produccién de ROS 83,

La excesiva produccién de ROS mitocondrial en los pacientes con EP provoca un daio
en el ADN que activa la enzima reparadora de ADN (PARP) induciendo una limitacién
energética neuronal debido al consumo de NAD* 8,
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3.5.3 Esclerosis lateral amiotrofica

La esclerosis lateral amiotréfica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa que se
caracteriza por una pérdida progresiva de las neuronas motoras a nivel de la médula y
corteza espinal, lo que conlleva a una pardlisis progresiva y a una muerte prematura.

Existen numerosas evidencias acerca de la asociacién del estrés oxidativo y ELA, como
el hallazgo de marcadores de la oxidacion de proteinas y lipidos en las neuronas
motoras, la presencia de astrocitos reactivos y macréfagos/microglia en el neuropilo de
la sustancia gris de pacientes con ELA que carecian de control de la médula espinal y
niveles elevados de 8-hydroxy-2'-deoxiguanosina derivados del dafio oxidativo al ADN
en toda la médula espinal cervical .

El estrés oxidativo mitocondrial en la forma familiar de ELA esta relacionado con una
mutacion en la superdxido dismutasa 1 (SOD1), afectando a la liberacion de
transmisores sindpticos. Se produce un desequilibrio en los niveles de Ca®* y una
disfuncién mitocondrial 86,

3.5.4 Enfermedad de Huntington

La enfermedad de Huntington (EH) es causada por un defecto genético en el cromosoma
4, el cual hace que una parte del ADN aparezca muchas mas veces de las debidas. El
defecto se denomina repeticién CAG del gen que codifica la proteina huntingtina,
normalmente esta seccién del ADN se repite de 10 a 28 veces, pero en personas con EH
se repite de 36 a 120 veces. A medida que el gen se transmite de padres a hijos, el
numero de repeticiones tiende a ser mas grande, y la probabilidad de que los sintomas
aparezcan a una edad mas temprana aumentan 8.

Como consecuencia de la mutacién se producen proteinas que forman agregados,
causando la pérdida de las neuronas de la espina dorsal media y del nucleo caudado,
afectando a otras regiones cerebrales conforme avanza la enfermedad. La EH evoluciona
con una discapacidad motora, disminuciéon de la capacidad cognitiva y cambios de
personalidad 2.

La EH como otras enfermedades neurodegenerativas se caracteriza por un incremento
en el estrés oxidativo, neuroinflamacion y disfuncién mitocondrial, detectandose baja
actividad de los complejos Il y lll de la cadena transportadora de electrones, disminucién
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en el numero y tamafo de las mitocondrias, déficit en la respiracién y produccién de
ATP, alta fragmentacion mitocondrial y fallos en la mitofagia, generandose un estado
incompatible con la supervivencia neuronal 8. Ademads, se ha descubierto que los
pacientes con EH poseen unos niveles elevados de enzimas antioxidantes como
SOD, GPX y CAT 2,
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HIPOTESIS

Fingolimod fosfato tiene un mecanismo de accidon conocido y aceptado en el
tratamiento de la esclerosis multiple, que estd basado en su efecto inmunomodulador
tras la interaccién con los receptores S1P y cuyo efecto final se centra en un secuestro
funcional de los linfocitos T en los ganglios linfaticos ©.

En la mayoria de las enfermedades neurodegenerativas, sobre todo en estadios finales,
se observa una notable disfuncién mitocondrial, hasta el extremo de haberse sugerido
el agrupar estas enfermedades como mitocondriopatias 8. En estas situaciones
neuronales extremas, las mitocondrias dafiadas son incapaces de cubrir las demandas
energéticas y el entorno se vuelve perjudicial para las células.

En base a resultados previos de nuestro grupo, nuestra hipétesis es que ademas del
efecto inmunomodulador, Fingolimod actuaria como neuroprotector en cultivos
neuronales, probablemente a través de mecanismos antioxidantes, protegiendo la
mitocondria y regulando el metabolismo de la glucosa.
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OBIJETIVOS

Objetivo general:

e Demostrar el efecto neuroprotector de FP en cultivos neuronales en un modelo
de dafio neuronal inducido por menadiona

Objetivos especificos:

o Demostrar el efecto antioxidante de FP en cultivos neuronales en este modelo.

e Demostrar el efecto de FP sobre la expresidn de enzimas antioxidantes en este
modelo.

e Demostrar el efecto de FP sobre la glucolisis en este modelo.

e Demostrar el efecto de FP sobre la via de las pentosas fosfato en este modelo.

o Demostrar el efecto de FP sobre el metabolismo oxidativo mitocondrial en este
modelo.

e Demostrar la implicacion de los receptores S1P en estos efectos
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MATERIAL Y METODOS

1. Cultivo celular y tratamientos

Todos los experimentos de este trabajo se han realizado sobre neuronas de la linea
celular dopaminérgica SN4741 (RRID: CVCL_S466) derivada de la sustancia negra de
ratén (gentilmente cedidas por el Dr. Ernest Arenas, Instituto Karolinska, Estocolmo.
Suecia). Con el fin de obtener un control mas estricto de la concentracién de FP en los
medios de cultivo, en este trabajo hemos utilizado en todos los experimentos el
metabolito activo FP amablemente proporcionado por Novartis Pharmaceutical, en
lugar del profarmaco.

Las neuronas fueron cultivadas en D-MEM high glucose suplementado con un 10% de
FCS, penicilina-estreptomicina (10.000 U/mL y 10.000 pg/mL respectivamente), y L-
glutamina (2mM) (Fisher Scientific SL, Madrid, Spain). Las neuronas se incubaron a 37°C
en 5% de CO; hasta aproximadamente un 70-80% de confluencia. Los cultivos se
realizaron en placas de 100 mm? (5x108 células) o placas de 35 mm? con fondo de vidrio
y placas de 6 pocillos (2x10° células cada una) y se trataron con 5 pM de VitK3
(menadiona, CAS n2 58-27-5. Sigma, Madrid, Espafia), en ausencia o presencia de 50 nM
FP. Con el objeto de determinar la influencia del receptor de S1P en los posibles efectos
de FP, en algunos experimentos se incluyd el antagonista de este receptor W123 10 uM
(n2 CAS 1345982-24-2. Cayman Chemicals, Michigan, EE. UU.), en las incubaciones con
Vitk3 y FP.

VitK3 es una vitamina liposoluble que induce un dafio oxidativo al ADN mitocondrial
activando de manera excesiva la Poli ADP-ribosa polimerasa (PARP) para reparar el ADN
agotando los depdsitos celulares de NAD+ que se requieren como sustrato para la
generacién de los mondmeros de ADP-ribosa, induciendo un agotamiento progresivo de
ATP puesto que se inhibe la oxidacién de la glucosa 31.

Los tratamientos se realizaron en solucidén de Locke modificada (137 mM NaCl, 5 mM
CaClz, 10 mM KCl, 25 mM glucosa, 10 mM Hepes, pH: 7,4) suplementado con penicilina-
estreptomicina y L-glutamina a las mismas concentraciones mencionadas
anteriormente, durante 2 horas a 37°C. En algunos experimentos (tasa de acidificacion
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extracelular (ECAR) y tasa de consumo de oxigeno (OCR)) se prolongd el tiempo de
incubacién durante cuatro horas mas.

Para la medicién de ECAR, se recubrieron previamente placas y cubreobjetos con 100
ug/mL de poli-D-lisina. Se realizaron experimentos adicionales para evaluar el efecto de
FP en la recuperacion del dafo de VitK3. En estos experimentos, después de 2h de
incubacién con Vitk3, se cambid el tampdn por: sélo tampdn (en células de control) o
tampodn con FP 50 nM (células tratadas) y lo mismo, pero en presencia de 10 uM de
W123 para determinar la contribucidon del receptor S1P en esta recuperacion. Las
mediciones se realizaron durante 4 horas adicionales.

2. Viabilidad Celular

La viabilidad celular se determiné cuantificando la liberacién de la enzima intracelular
lactato deshidrogenasa (LDH, EC 1.1.1.27) ®. Los niveles de LDH se midieron en
sobrenadantes de cultivo libres de células utilizando un kit comercial de ensayo
espectrofotométrico (Randox Laboratories Ltd., Reino Unido) adaptado a un
autoanalizador Cobas Mira (ABX Diagnostics, Francia). Los resultados se expresan como
el porcentaje de LDH liberada en el medio en relacién con la LDH total (medio y células
lisadas con Triton X™-100).

3. Protedmica

Para los experimentos de protedmica, se disolvieron 100 pug de proteinas de cada
muestra en tampdn bicarbonato de amonio (AMBIC) 25 mM (pH 8,0) y se incorporaron
a una matriz de gel de poliacrilamida sin electroforesis como se ha descrito previamente
%, Brevemente, se hizo un gel de poliacrilamida de 20 pl como se describe a
continuacion. Se mezclaron 14 ul de la solucién proteica, 5 pl de solucién de acrilamida
(40%, 29:1), 0,7 pl de persulfato de amonio al 1% y 0,3 pl de TEMED y se transfirieron
inmediatamente a un pequeio tubo de vidrio. La reaccidén de polimerizacion se llevo a
cabo durante 20 min a temperatura ambiente. El gel se corté en trozos pequefios, y se
lavé con AMBIC 25 mM que contenia 50% de ACN durante 15 min tres veces con
agitacién. Después de secarse en un evaporador de vacio, los trozos de gel se

sometieron al protocolo estandar de digestion en gel descrito anteriormente °*.
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Para el analisis LC-MS/MS y la bioinformatica, las muestras se acidificaron con 1 pl de
una solucion de acido formico (FA) al 5% y se secaron en un evaporador de vacio.
Posteriormente, los péptidos se resuspendieron en 30 ul de una solucién de
FA:acetonitrilo (98:2) al 1%. Los analisis se llevaron a cabo en un espectrometro de
masas ESI-Q-TOF Accurate (G6520A, Agilent Technologies), controlado por MassHunter
(v. B.04.00) y conectado con un cubo CHIP a una nanobomba Agilent 1200.

La separacion cromatografica se realizé en un chip de carga de alta capacidad (Agilent
Technologies) con una columna C18 de 75 um de didmetro interior, 150 mm y 300 A,
antes de un paso de desalacion a través de una columna de atrapamiento de 500 nL. La
muestra inyectada (6 pL) se cargd en la columna de atrapamiento con un flujo de fase
0,1% FA:ACN (98:2) de 4 pL/min, y después de 3 minutos, la precolumna se cambid en
linea con la bomba de nanoflujo (400 nL/min, fase A: agua:ACN:FA 96,9:3:0,1, fase B:
ACN:agua:FA 94,5:5:0. 1), equilibrada en 3% de B. Los péptidos se eluyeron de la
columna mediante el siguiente gradiente: 3-42% de B durante 90 minutos, 42-60% de B
en 10', 60-90% de B en 0,1, retencidn al 90% de B durante 7,9', reequilibrado al 3% de
B durante 13', para un tiempo total de ejecucion de 125 minutos. Los espectros de MS
y MS2 centrados se registraron de 350 a 1700 m/z y de 50 a 1700 m/z, a velocidades de
barrido de 6 y 3 Hz, respectivamente.

Para determinar la abundancia de las proteinas, se utilizé un método sin etiquetas
basado en el recuento espectral. En particular, utilizamos el indice de abundancia de
proteinas modificado exponencialmente (emPAl) para calcular el contenido de
proteinas en porcentaje molar %2,

La Base de Datos para la Anotacidn, Visualizacion y Descubrimiento Integrado (DAVID)
proporciona un amplio conjunto de herramientas de anotacion funcional para la
interpretacion bioldgica de grandes listas de genes. En este trabajo utilizamos DAVID
para identificar las vias asociadas a los genes expresados de forma diferencial en los
agrupamientos. La denominacion de las vias se obtuvo de las bases de datos de la
Enciclopedia de Genes y Genomas de Kyoto (KEGG).
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4. Preparacion de muestras de proteinas

Para la preparacion de la muestra de proteina en los experimentos distintos a la
protedmica, las células se suspendieron en tampdn que contenia HEPES 10 mM, KCI 10
mM, pH 7.4, un céctel inhibidor de proteasa e inhibidores de fosfatasa (Sigma, Madrid,
Espaia) y se homogeneizaron a 0°C. El ensayo de proteinas de Bradford se utilizd para
medir la concentracion de proteina total en las muestras *3.

5. Tincion inmunocitoquimica

Las neuronas crecieron sobre portaobjetos en los pozos de cultivo y se fijaron mediante
la adicion de metanol previamente enfriado a -20°C e incubando la placa a -20°C durante
20 min. Los pocillos se lavaron con PBS, se retiraron los portas y se incubaron con
anticuerpo primario Anti-S1P Receptor EDG1 (1:100 v/v) (CAS n2 AB_10745373. Sigma,
Madrid, Espafia) en PBS/3% BSA/0,02% azida sddica a 4°C durante la noche y luego se
incubd con un anticuerpo secundario fluorescente Alexafluor™ 488 (2 gotas/ml) (Fisher
Scientific SL, Madrid, Espafia), en PBS/BSA durante 30 min a temperatura ambiente en
la oscuridad. Los portas se montaron con Fluoromount™ (Sigma, Madrid, Espafia) y las
imagenes se adquirieron con un microscopio de epifluorescencia Olympus BX51 con un
aumento de 40X y se procesaron con el  software Image)
(https://imagej.nih.gov/ij/download.html| NIH, EE.UU accedido por dultima vez el
29/09/2021).

6. Enzimas antioxidantes

La actividad de la enzima antioxidante se midié espectrofotométricamente usando un
autoanalizador Cobas Mira (ABX Diagnostics, Montpellier, Francia) y los diferentes kits
comerciales descritos a continuacion %4,

e La actividad de la SOD (E.C.1.15.1.1) se determind a 37°C utilizando el kit
comercial "Ransod" (Randox, Reino Unido). La actividad de Mn-SOD (SOD2) se
diferencia de Cu-Zn-SOD sobre la base de su sensibilidad al cianuro de sodio 3
mM.
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e La actividad de la glutation peroxidasa (CE 1.11.1.9) (GPX) se determind a 37°C
utilizando el kit comercial "Ransel" (Randox, Reino Unido). Una unidad de
actividad se definié como la oxidacién de 1 umol de NADPH a NADP/min a 37°C.

e La actividad de catalasa (E.C.1.11.1.6) (CAT) se determind incubando muestras
durante 1 min a 37°C en una solucién tampdn de fosfato 66 mM, pH 7,4 y 65 uM
de H;0;. La reaccién se detuvo con 32,4 mM de molibdato de amonio y el
complejo de molibdato- H,0, se midié a 405 nm. Una unidad de actividad de la
catalasa representé la descomposicion de 1 pmol H,0; en 1 min a 37°C.

7. Nitrosilacion de proteinas

La nitrosilacion de proteinas se midié en un homogeneizado de cultivos neuronales
usando el kit comercial OxiSelect™ Nitrotyrosine ELISA Kit; (Cell Biolabs, Inc., San Diego,
CA, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del proveedor. Se trata de un inmunoensayo
enzimatico competitivo desarrollado para la radpida deteccién y cuantificacion de la 3-
nitrotirosina en muestras de proteinas. La cantidad de 3-nitrotirosina en muestras de
proteina se determina comparando su absorbancia con la de una curva estandar

conocida de BSA nitrada.

8. Determinacion de aldolasa

La actividad de la aldolasa (EC 4.1.2.13) en homogeneizados de células se midié usando
un kit de ensayo de Aldolasa (Spinreact SP, Gerona, Espafia) adaptado a un
autoanalizador Cobas Mira, siguiendo las instrucciones del proveedor. Este ensayo se
basa en la observacién de la disminucidn de la absorbancia a 340 nm provocada por la
conversion de NADH en NAD*.

9. Tasa de acidificacion extracelular (ECAR) y tasa de consumo de oxigeno
mitocondrial (OCR)

La tasa de acidificacién extracelular y el OCR se midieron utilizando un analizador
Seahorse Bioscience XF24 (Agilent Technologies. Agilent, CA, EE.UU.) °> %¢ en placas
especificas de 24 pocillos a 37°C. Las células se sembraron a 2x10* células por pocillo
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durante 18h antes del analisis y cada condicidon experimental se realizdé en 8 réplicas.
Antes de cada medicidn, las células se lavaron con PBS y se afadieron a cada pocillo 590
ul de medio base Agilent Seahorse XF (sin rojo fenol ni bicarbonato) complementado
con 1 mM de piruvato y 25 mM de glucosa. Tras un periodo de equilibrio de 15 minutos,
se realizaron 3 mediciones sucesivas de 2 minutos a intervalos de 3 minutos con mezcla
entre mediciones para homogeneizar la concentracidon de protones en el medio; cada
condicién se midié en pozos independientes.

Para el estudio de OCR, se utilizaron una serie de toxinas mitocondriales:

¢ Oligomicina (1 uM), es un macrdlido que actia bloqueando el canal de
protones de la ATP sintasa inhibiendo la fosforilacién oxidativa.

¢ Carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP) (0.5 uM), es un agente
desacoplante que interrumpe la sintesis de ATP al transportar iones de
hidrégeno a través de la membrana celular antes de que puedan ser usados para
proporcionar la energia durante el proceso de fosforilacién oxidativa.

¢ Rotenona (0.5 uM) inhibe el complejo | (NADH deshidrogenasa) y la antimicina
A (0.5 puM) el complejo Il de la cadena transportadora de electrones
mitocondrial interrumpiendo la fosforilacion oxidativa.

Los datos de OCR obtenidos en estos experimentos permitieron determinar el consumo
de oxigeno debido a:

(a) Respiracion basal: Consumo de oxigeno utilizado para satisfacer la
demanda de ATP celular. Muestra la demanda energética de la célula en
condiciones basales.

(b) Producciéon de ATP: La disminucidn de la tasa de consumo de oxigeno tras
la inyeccién del inhibidor de la ATP sintasa oligomicina representa la parte de
la respiracién basal que se estaba utilizando para impulsar la produccion de
ATP. Muestra el ATP producido por las mitocondrias que contribuye a
satisfacer las necesidades energéticas de la célula.

60



Material y métodos

(c) Fugade protones. Respiracidon basal restante no acoplada a la produccién
de ATP. La fuga de protones puede ser un signo de dafio mitocondrial o puede
utilizarse como mecanismo para regular la produccion de ATP mitocondrial.

(d) Respiracién maxima: La tasa maxima de consumo de oxigeno alcanzada
al anadir el desacoplador FCCP. El FCCP imita una "demanda de energia"
fisioldgica al estimular la cadena respiratoria para que funcione al maximo de
su capacidad, lo que provoca una rapida oxidacién de los sustratos (azucares,
grasas y aminoacidos) para hacer frente a este desafio metabdlico. Muestra
la tasa maxima de respiracién que puede alcanzar la célula.

(e) Capacidad respiratoria de reserva: Esta medida indica la capacidad de la
célula para responder a una demanda energética, asi como lo cerca que esta
la célula de respirar a su maximo tedrico. La capacidad de la célula para
responder a la demanda puede ser un indicador de la aptitud o flexibilidad de
la célula.

(f) Respiraciéon no mitocondrial: Consumo de oxigeno que persiste debido a
un subconjunto de enzimas celulares que siguen consumiendo oxigeno tras la
adicion de rotenona y antimicina A. Esto es importante para obtener una
medida precisa de la respiracion mitocondrial.

En los experimentos de ECAR se utilizaron los siguientes toxicos mitocondriales:

e 2,4-Dinitophenol (2,4-DNP) (100 uM), para desacoplar la respiracion

mitocondrial de la sintesis de ATP.

e 2-Deoxy-D-Gucose (2-DG) (100 mM), para inhibir la glucdlisis.
e Rotenona (1 uM), para inhibir NADH hidrogenasa/complejo I.

Los datos de ECAR obtenidos en estos experimentos permitieron determinar la tasa de

acidificacion extracelular debida a:

a)

b)

La capacidad glucolitica maxima, obtenida tras la incubacion con 2,4-DNP y 2-DG
mas rotenona.

La reserva glucolitica, obtenida como la diferencia entre la capacidad glucolitica
maxima vy la basal.
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En todas las situaciones se restd el ECAR no glucolitico, obtenido tras la adicién de
rotenona.

Se inyectaron compuestos concentrados (10X) en cada pocillo usando los inyectores
internos del cartucho y se realizaron 3 mediciones sucesivas de 2 minutos a intervalos
de 3 minutos con mezcla entre mediciones. Las medidas se normalizaron segun la
concentracion de proteina en cada pocillo. Para los experimentos de OCR, se utilizé el
kit comercial “Seahorse XF cell mito stress test kit” (Agilent Technologies. Agilent, CA,
EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. En todos los experimentos, los datos
se normalizaron con el contenido de proteina en cada pocillo.

10. Analisis estadistico

Las diferencias estadisticas se determinaron mediante ANOVA de una via. Las
comparaciones por pares se realizaron utilizando una prueba de comparacién multiple
post hoc de Newman-Keuls. Se considerd que la significancia estadistica era p <0.05.
Para los datos en los que las unidades medidas fueron arbitrarias, los valores respectivos
representan el porcentaje relativo al valor de control a menos que se especifique.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las enfermedades neurodegenerativas como la esclerosis multiple (EM), la esclerosis
lateral amiotrofica (ELA), la enfermedad de Parkinson (EP), la enfermedad de Huntington
(EH) o la enfermedad de Alzheimer (EA), se caracterizan por una alteracion en la
homeostasis oxidativa neuronal y una disfuncién mitocondrial, cuya principal
repercusién es un déficit de ATP limitando a la neurona en situaciones de alta demanda

energética .

En los ultimos anos, se han realizado estudios que sefialan que el FP posee, aparte del
secuestro de linfocitos T en los nddulos linfaticos a través de su interaccidon con los
receptores de la S1P, un efecto neuroprotector que puede promover una mejora en la
condicidn neuronal ¥’. Uno de estos estudios lo realizé nuestro grupo sobre un modelo
de dafio oxidativo inducido por menadiona (VitK3) en cultivos neuronales en el que se
mostraba que este efecto neuroprotector del FP era debido a su capacidad para
restaurar el equilibrio oxidativo neuronal al disminuir la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS) y recuperar la funcion y morfologia mitocondrial,
permitiendo mantener la produccion de energia .

Para comprobar el efecto neuroprotector de fingolimod en cultivos neuronales,
realizamos una serie de experimentos en los que comprobamos la capacidad de
diferentes concentraciones de FP para proteger los cultivos neuronales contra la muerte
celular inducida por Vitk3, evaluado como viabilidad celular (Figura 11). La dosis elegida

en este estudio (50 nM FP) fue la mas efectiva para prevenir la muerte celular.
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Figura 11. Efecto sobre la viabilidad celular en neuronas tratadas con Vitk3 solo y en
presencia de 50 nM de FP. Los valores representan la media + SEM de 3 experimentos
independientes realizados por triplicado (*p < 0.05 en comparacién con las células
control, & p < 0.05 en comparacidn con las células incubadas con Vitk3.

En este modelo, utilizamos la Vitk3 que es un téxico exdégeno que produce un dafio
mitocondrial ligado a un aumento de ROS ! distorsionando estructuras celulares como el
reticulo endopldsmico, pero también influyendo en importantes vias metabdlicas como la
glucdlisis o la derivacion de pentosa 8. VitK3 interfiere en el ciclo redox de la quinona,
desacoplando la cadena respiratoria mitocondrial, desencadenando la liberacion de Oy
que, en presencia del Fe del complejo respiratorio, produce un aumento de los radicales
libres '; con aumento de la respiracidn sin aumento de la produccion de ATP vy
disminucion de la capacidad respiratoria de reserva (SRC) y de la capacidad respiratoria
maxima. Ademas, el estrés oxidativo también podria activar otras vias metabdlicas que
podrian contribuir al dafio de VitK3 °.

Para proporcionar una visiéon global de la composicidon proteica neuronal, se analizé el
perfil protedmico de las neuronas tratadas con VitK3, VitK3+FP y las neuronas control. Las
proteinas extraidas de las células no tratadas o tratadas con VK3 o FP+VK3 fueron
digeridas y los péptidos fueron filtrados antes de la identificacidon de las proteinas. Las
proteinas se identificaron con al menos un péptido Unico (Anexo 1). Ademas, las proteinas
identificadas sélo en una o dos réplicas no se consideraron en el andlisis posterior. Con
este analisis, se identificaron un total de 162 proteinas no redundantes y 7; 22 y 23
proteinas estaban presentes exclusivamente en el grupo de control; VK3 y FP+VK3,
respectivamente (Figura 12). Se identificaron 67 proteinas en los cuatro grupos; cuando
se compard el grupo de control con el grupo VK3 o FP+VK3, 71 y 73 proteinas eran
comunes, respectivamente.
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23

Figure 12. Diagrama de Venn donde puede verse el solapamiento de las proteinas
identificadas en el analisis LC-MS/MS. Los numeros indican las proteinas identificadas
en cada muestra. Se identificaron un total de 162 proteinas no redundantes.

Aunque la mayoria de las proteinas no se expresaron de forma diferencial entre el grupo
control y uno de los otros, los estudios protedmicos revelaron un aumento en la expresion
de proteinas relacionadas con la apoptosis (ANXA5) y la inflamacion (PPIA) en las neuronas
tratadas con VitK3; tales efectos ya se habian encontrado en trabajos anteriores 1%,
Ademas, encontramos una disminucién de CH10 y H2a2b, una cochaperonina e histona
respectivamente, implicadas en la sintesis, importacién y ensamblaje de proteinas
mitocondriales, junto con un aumento de la malato deshidrogenasa mitocondrial
(MDHM), que implicaria un aumento de la produccién de ROS relacionado con la
disfuncién metabdlica mitocondrial %, Cuando se incluyé FP en el medio de incubacién,
se encontrd una expresion diferencial de proteinas en comparaciéon con las células
tratadas con VitK3, con aumentos en proteinas relacionadas con el metabolismo de la
glucosa, como ALDOA y KPYM, junto con una disminucién de proteinas proinflamatorias
como PPIB y proteinas relacionadas con procesos apoptdticos, como RBMX 192,

A continuacion, realizamos un analisis de enriquecimiento de las vias metabdlicas, con la
herramienta online DAVID para recuperar las vias génicas (KEGG) para los genes
expresados diferencialmente que se presentaban en los distintos grupos. Elegimos las vias
metabdlicas que contenian mas de dos genes con valores p < 0.0001. Los resultados se
presentan en la Tabla 1. Tras la adiciéon de FP al medio de cultivo neuronal, encontramos
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la aparicién de nuevos grupos de genes relacionados con diferentes vias metabdlicas,
incluyendo la glucdlisis.

Basandonos en la importancia de la glucdlisis para mantener el metabolismo neuronal
cuando aparece una disfuncién mitocondrial 32 %3, junto con los resultados de la
protedmica que muestran una expresion diferencial de las proteinas relacionadas con el
metabolismo mitocondrial y de la glucosa y los trabajos previos de nuestro grupo y de
otros, que muestran la influencia de las ROS en la produccidon de energia por parte de
las neuronas ! 104 105 decidimos adentrarnos en el estudio no sélo de la funcidn
mitocondrial sino también del efecto de FP sobre la glucdlisis.

Un conocimiento mas claro de la influencia del dafio oxidativo en estas vias de obtencidn
de ATP junto con los eventos moleculares asociados al efecto protector de FP podria ser
crucial en el desarrollo de posibles estrategias terapéuticas dirigidas a estas
enfermedades, por ello, en este trabajo recurrimos al andlisis de la funcién mitocondrial
junto con el mecanismo glucolitico y de la pentosa-fosfato, con el objetivo de conocer
los eventos moleculares responsables del efecto protector del FP contra el dafio
oxidativo inducido por VitK3.

Tabla 1. Vias de la Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto (KEGG) en los grupos
generados por MCODE.

ng;a G Grupo Nombre Count Y p-value
1 Ribosome 14 100 2,1E-23

VK3 2 Spliceosome 6 100 1,4E-09
3 Protein processing in endoplasmic reticulum 3 50 4,7E-04

1 Ribosome 12 92,3 8,3E-19

5 Protein processing in endoplasmic reticulum 4 44,4 4,0E-05

Oestrogen signalling pathway 3 33,3 9,4E-04

3 Spliceosome 5 100 8,4E-08

FP+ VK3 Biosynthesis of amino acids 5 100 9,6E-09
Carbon metabolism 5 100 4,8E-08

4 Biosynthesis of antibiotics 5 100 5,7E-07
Glycolysis/Gluconeogenesis 4 80 2,4E-06

Metabolic pathways 5 100 7,5E-04
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1. Estudios sobre metabolismo oxidativo

En primer lugar, estudiamos la influencia de los radicales libres oxidativos en la funcion
de la cadena respiratoria mitocondrial, y para ello, hemos analizado la tasa de consumo
de oxigeno mitocondrial (OCR) tras inducir un dafio oxidativo con VitK3 en los cultivos
neuronales en presencia y ausencia de FP. VitK3 es un derivado de la vitamina Ky un
agente ciclico redox cuyo mecanismo de accién es muy caracteristico; es reducida a nivel
del complejo | (NADH deshidrogenasa) de la cadena respiratoria mitocondrial,
disminuyendo su actividad en un 50% 1% e inhibiendo la actividad del complejo IV
(citocromo C oxidasa) %, lo que conlleva un aumento en la respiracion sin incrementar
la produccién de ATP y provocando una disminucién de la capacidad respiratoria de
reserva (SRC) y de la capacidad respiratoria maxima. Los datos de OCR obtenidos en
estos experimentos permitieron determinar el consumo de oxigeno (figura 13).

En situaciones basales (sin adicion de oligomicina, FCCP ni rotenona/antimicina) la
incubacion de neuronas con VitK3 mostré un aumento en OCR del 17% en comparacion
con el control, coincidiendo con nuestros resultados previos y otros ! °°, mientras que
las neuronas incubadas con Vitk3 en presencia de FP mantuvieron los mismos niveles
que las células control (figura 13a). El OCR ligado a la sintesis de ATP es el OCR requerido
para sintetizar ATP en el complejo V, este dato puede estudiarse facilmente ya que es
sensible a la oligomicina.

En cuanto al OCR ligado a la sintesis de ATP mitocondrial, éste disminuye en un 25% tras
la incubacién con VitK3, coincidiendo con los resultados obtenidos por Lakhter et al. %7,
gue también encontraron una disminucién similar tras la incubacién con esta toxina. En
nuestros experimentos, el FP recupera parcialmente la disminucién en la sintesis de ATP
inducida por la Vitk3, coincidiendo con Bai et al. 1%, quienes encontraron que el
incremento de la produccién de ATP por el FP podria ser la razon del efecto
neuroprotector; en nuestro caso, FP restaura el OCR asociado a la produccién de ATP
hasta niveles cercanos a los de las neuronas control (figura 13b).

No encontramos diferencias en la fuga de protones (figura 13c), sin embargo, si
encontramos una clara diferencia en la SRC, que es la diferencia entre OCR en la
actividad respiratoria basal y maxima, después de la adicién de oligomicina y FCCP. En
nuestros experimentos, la incubacién de las neuronas con VitK3 produjo una gran
disminucion (40%) comparado con el control, la cual se revirtié a valores cercanos al
control en presencia de FP (figura 13d).
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Figura 13: Estudio de la funcién mitocondrial neuronal después del tratamiento de la
célula con VitK3 en ausencia o presencia de FP. La tasa de consumo de oxigeno se
evalud en: a) Basal después de 2 horas de incubacién con VitK3. b) Produccién de
ATP, medida tras la adicion de oligomicina. c) Fuga de protones, considerada como el
consumo de oxigeno residual tras la adicidn de oligomicina. d) Capacidad respiratoria
disponible (SRC), considerada como la diferencia entre la respiracién maxima y la
respiracion basal. e) La respiracion mdaxima, obtenida como el consumo de oxigeno
tras la adicién posterior de oligomicina y FCCP. La secuencia de tdxicos
mitocondriales afiadidos fue: oligomicina 1 uM, FCCP 0,5 uM, Rotenona/antimicina
A (0,5/0,5) uM. La inclusién de rotenona/antimicina A sirve para medir la respiracion
por procesos no mitocondriales ya que estos compuestos anulan la respiracion
mitocondrial y se restaron en todos los valores de OCR obtenidos. Los valores
representan la media y la DE de al menos cinco experimentos por situacion realizados
por triplicado (a: p <0.05 versus control, b: p <0.05 versus VitK3).
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La SRC es esencial para el mantenimiento de la homeostasis neuronal frente el estrés

oxidativo y otros tipos de estrés o dafio celular 1. El uso de la SRC por las neuronas es

muy variable, oscilando en rangos desde el 6-7% en situaciones de descanso al 80% en

situaciones de actividad elevada, por lo que un deterioro de la SRC puede ser fatal para

las neuronas 1%, La capacidad de incrementar la SRC por el FP permitira a la mitocondria

producir mas ATP y superar el desequilibrio en la homeostasis oxidativa.

SOD2 GPX CAT o
Nit Plnitoﬁ Ic | SOD2/GPX | soD2/cAT
U/10°cells | U/10°cells | KU/105cells | PmMol/10°cells
co 43.1+3.0 21.9+4.6 27.9+3.1 0.76%0.17 2 0.15
CO+VitK3 (7&‘6)'“4'0 45+0.8(a) | 27.1+6.3 4.5¢035(a) | 17 (a) 0.28
cosvitkz+pp | J0-3#3.0 1 10.6£0.9 27.8+4.2 0.450.15 (b) | 5 (a)(b) 0.14
(b) (a)(b)
CO+VitK3+FP+ 79.9+6.0 27.614.8 14.4+2.5 3.75+0.20 3 (b)(c) 0.55
w (a) (b)(c) (a)(b)(c) (a)() (a)(b)(c)
50.1+3.0 23.9+4.0 44.1+8.5 1.87+0.5
CO+FP 2 (b)(c 0.11 (b)(d
b)) | (b)(c) @b | @b (b)(c) (b))

Tabla 2: Cuantificacién de las principales enzimas relacionadas con el metabolismo de los radicales
superoéxido y proteinas nitrosiladas. Cada experimento se realizd por triplicado; las muestras eran
un homogeneizado de un conjunto de células neuronales. Los resultados se expresan como media
+ DE (a: p<0.05 versus control, b: p<0.05 versus VitK3, c: p<0.05 versus VitKk3 + FP, d: p<0.05 versus

Vitk3 + FP + W123).

El FP podria ser considerado un regulador de la respiracion mitocondrial a largo plazo a

través de los cambios producidos en la SRC. Esta modulacién podria ser debida a un

incremento en la expresion del Oxido nitrico sintasa (NOS) neuronal, lo que

incrementaria los niveles de NO 1% esto concordaria con nuestros resultados acerca de

la nitrosilacién de proteinas encontradas en el grupo control tratado con FP (Tabla 2).
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Estos reguladores a largo plazo producen unos cambios permanentes en la respiracion
mitocondrial que parecen ser especificos de tejido 1. Esto haria del FP una herramienta
terapéutica valiosa en las enfermedades neurodegenerativas agrupadas como
mitocondriopatias (EP, EH o EM), en las cuales el desequilibrio en el balance oxidativo
provocaria una afectacién mitocondrial dramatica 112 %7,

También encontramos un resultado similar en la respiracion mdaxima, que es el
porcentaje maximo de respiracion logrado por una neurona tras la adicién de FCCP y
oligomicina %; esto es un indicador de posible dafio mitocondrial %, En estos
experimentos, la incubacién de las neuronas con VitK3 provocé un claro descenso, del
32% en la respiraciéon maxima comparado con el control; sin embargo, cuando se
coincubaron en presencia de FP este descenso fue contrarrestado, siendo capaces de
recuperar el 20% de la respiracion maxima comparado con las neuronas tratadas con
VitK3, tal y como podemos observar en la figura 13e.

El efecto del FP en la funcién mitocondrial puede ser también debido a la modulacién
de la expresion de la proteina translocadora mitocondrial (TSPO) 13, Esta es una
proteina de la membrana mitocondrial, asociada con el poro de permeabilidad
mitocondrial, que se expresa en todas las células de origen embrionario como las que
hemos utilizado en este estudio %, Esto se ha podido observar en la EM ddénde el FP
disminuyd la expresion de TSPO estabilizando la mitocondria. Tampoco podemos excluir
la posibilidad de que el FP regule la expresién de prohibitinas, una chaperona que regula
el ensamblaje de los complejos respiratorios mitocondriales y su actividad %> 116 117,
Ademas, existen algunos estudios sobre el efecto protector de la estimulacién del
receptor S1P; sobre genes implicados en la expresién de proteinas que mejoran la

funcidn mitocondrial en situaciones de estrés 113,

Podriamos también postular que el FP induce un aumento de los factores protectores
como el factor nuclear eritroide 2 (Nrf2) que es un factor de transcripcion que se une a
los elementos de respuesta antioxidante (ARE) en el nucleo, lo que conlleva la
transcripcion de los genes ARE. En trabajos previos ya hemos demostrado que FP facilita
la translocacién de Nrf2 al nucleo ', incrementando la sintesis de enzimas
mitocondriales y mejorando la funcién mitocondrial. Estos efectos podrian retrasar o
ralentizar el dafio inducido por Vitk3 18, En todos los experimentos que hemos llevado
a cabo, las células control que fueron incubadas con FP no presentaron ningiin cambio
significativo en los valores obtenidos comparados con las células control, tal y como

podemos observar en la figura 13.
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2. Estudios sobre las enzimas antioxidantes

2.1 Superdxido dismutasa mitocondrial (SOD2)

En el estudio de las enzimas relacionadas con el metabolismo de 02, encontramos en
nuestros experimentos un incremento del 77,3% en la actividad de la SOD2 en las
neuronas tratadas con Vitk3 comparadas con el control, como podemos apreciar en la
tabla 2.

El incremento de la actividad de la SOD2 tendria como consecuencia un aumento de la
concentracion de H;0, como producto derivado del metabolismo de Oz, que en
condiciones normales deberia ser continuado con un incremento de la actividad de las
enzimas CAT y/o GPX para eliminar el exceso de H,0y evitar el dafio oxidativo. Esto
sugiere que las mitocondrias estan implicadas en la generacién de estrés oxidativo
motivado por VitK3, coincidiendo con nuestros resultados previos . La SOD 2 es un
enzima mitocondrial inducible, siendo el radical Oy el principal inductor %°.
Curiosamente, cuando coincubamos las neuronas tratadas con VitK3 con FP, la actividad
de la SOD2 se recuperd a niveles similares al control, indicando que FP produciria una
reduccidon en la produccién de O, y consecuentemente, un efecto protector en la
funcién mitocondrial, como hemos visto en trabajos anteriores !, contribuyendo
ambos en una disminucién de la induccién de la SOD2.

2.2 Glutation peroxidasa (GPX)

GPX es una familia de enzimas con actividad peroxidasa que protege a la célula del dafio
oxidativo por medio de su habilidad para reducir H,O02 a H;0 cuando hay bajas
concentraciones de H,0; debido a su alta afinidad comparada con otras peroxidasas.

En nuestros experimentos encontramos una disminucién del 79,4% de la actividad de la
GPX en neuronas tratadas con VitK3 comparadas con el control, probablemente como
consecuencia de un incremento de O2/SOD, una disminucion de los tioles totales y un
incremento del estrés nitrosativo 12°. En estos experimentos, cuando incluimos FP en el
medio de incubacidn, se recuperd un 50% de la actividad de GPX, coincidiendo con los
resultados de otros autores '%!; este efecto podria estar mediado por un incremento en
la traslocacion de Nrf2 al ndcleo, en consonancia con los resultados descritos por
nuestro grupo y otros autores con anterioridad ! 122,
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2.3 Catalasas (CAT)

La CAT es una enzima que cataliza H,02 a H0, y que tiene la particularidad de presentar
una baja afinidad por este sustrato, pero sin embargo una alta efectividad, por lo tanto,
CAT actuara solamente cuando existen concentraciones elevadas del oxidante. En
nuestros experimentos, no encontramos modificaciones tras la incubacién con Vitk3
sélo, o en presencia de FP, aunque en las células control con FP hubo un claro
incremento del 57% en la actividad de CAT. Esto podria ser debido a la capacidad del FP
para promover un incremento en la translocacion y expresion de Nrf2 como habiamos
visto en trabajos previos 2.

Una mayor produccion de H;0, por SOD2 en neuronas tratadas con VitK3 en
comparacion con el control, asociada con la disminucion de la actividad de GPX sin
aumento de CAT, puede causar un desequilibrio entre la sobreproduccion y la
degradacion de H,0; en estas neuronas como se observa en los ratios de SOD2/GPX y
SOD2/CAT (tabla 2). Este desequilibrio desaparece con la coincubacion en presencia de
FP.

2.4 Nitrosilacion de proteinas

Para evaluar el posible dafio producido por el estrés oxidativo inducido por el
tratamiento con VitK3, recurrimos al estudio de la nitrosilacidon de proteinas. NO es una
molécula importante en la sefializaciéon celular, pero su sobreproduccién puede ser
téxica, causando la nitrosilacién de proteinas y dafio mitocondrial y celular. La
nitrosilacién de proteinas desencadenada por NO aumenta en gran medida en presencia
de Oy con la formaciéon de ONOO™ 1?3, y es un regulador importante de la actividad
mitocondrial 124, En nuestros experimentos, encontramos un gran aumento (cerca de un
600%) en la nitrosilaciéon de proteinas en neuronas tratadas con VitK3; pero de nuevo,
la coincubaciéon con FP restablece la nitrosilacién a niveles similares al control, lo cual
puede ser explicado por la capacidad de FP de inhibir NOS inducible y, por lo tanto, la
nitrosilacion de proteinas °, tal y como como puede verse en la tabla 2.

También pudimos observar un incremento en las neuronas control tratadas con FP
(246%), que puede ser debido a la estimulaciéon de NOS neuronal 2. Ademas, FP ha
demostrado tener efecto modulador, aumentando la plasticidad neuronal mediada por
NO 125 126 qunque son necesarios estudios que profundicen mas en el tema con el
objetivo de aclarar este punto.
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3. Estudios sobre el metabolismo de la glucosa

Las células neuronales obtienen energia en forma de ATP a partir de la glucosa a través
de distintas vias; la glucdlisis, la via de las pentosas fosfato (VPP) y la fosforilacion
oxidativa. Las neuronas activas obtienen su energia de la ruptura de la glucosa, principal
fuente de energia, a través de la glucdlisis. Esta es el la via metabdlica por excelencia
para la obtencién de energia para ciertas funciones neuronales como el transporte
axonal rapido %/,

En este trabajo, observamos que se produjo una gran disminucién en la glucélisis en
presencia de VitK3, en torno al 46%, comparado con las neuronas control, este dato se
pudo obtener a través de la medicion de la tasa de acidificacién extracelular (ECAR). La
coincubacion en presencia de FP recuperd los valores a los niveles de las neuronas
control (figura 14a y 14b). Este hallazgo concuerda con lo encontrado con algunos
estimulantes S1P, que incrementaron la expresion de genes relacionados con la
glucdlisis, ECAR y capacidad glucolitica 8.

En el estudio de la capacidad glucolitica, que mide la proporcién maxima de conversion
de glucosa en piruvato o lactato, encontramos que la VitK3 producia una disminucién
del 47% comparado con el control; la inclusidon de FP en el medio de incubacion revirtio
estos valores a niveles de las neuronas control (Figura 14a y 14c).

También estudiamos la reserva glucolitica que es la capacidad de las células para
adaptarse a demandas energéticas extra cuando la funcién glucolitica esta trabajando
al maximo. Cuando las neuronas se incubaron en presencia de la VitK3 mostraron una
reduccion de la reserva glucolitica del 48% comparado con el control; de nuevo, al
coincubarlas las neuronas en presencia de FP, los valores volvieron a los niveles del

control, tal y como podemos observar en la figura 14ay 14d.

128 3| encontrar un

Nuestros resultados coinciden parcialmente con los de Lee et al.
incremento de la capacidad glucolitica con estimulantes S1P en células mesenquimales,
aungue los autores no encontraron diferencias en la reserva glucolitica, posiblemente
debido a los diferentes tipos de células. Esta recuperacién de la capacidad glucolitica por
medio de estimulantes S1P aportaria rapidamente ATP en las situaciones necesarias y
cuando el metabolismo mitocondrial no es totalmente funcional, a pesar de tener
generalmente una gran capacidad para generar ATP, tal y como demostramos

anteriormente.
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Figura 14: Efecto de FP sobre el dafio glucolitico inducido por VitK3 en células neuronales SN4741.
a) Evolucidn temporal de la funcién ECAR y glucolitica después de la incubacion con VitK3 en
presencia o ausencia de FP (linea azul: Control; linea roja: Vitk3; linea verde: Vitk3 + FP; linea
purpura: Vitk3 + FP + W123). Para desacoplar la respiracién mitocondrial de la sintesis de ATP
usamos 2,4-DNP 100 uM; Se usé 2-DG 100 mM para inhibir la glucdlisis y se usé rotenona 1 uM
para inhibir NADH hidrogenasa/complejo I; b) Glucdlisis basal después de dos horas de tratamiento
con VitK3 en presencia o ausencia de FP; c¢) Capacidad glucolitica obtenida tras la incubacion con
2,4-DNP y rotenona; d) Reserva glucolitica obtenida como la diferencia entre la capacidad
glucolitica maxima y la basal. En todas las situaciones se resté el ECAR no glucolitico, obtenido tras
la adicion de rotenona. Los valores representan la media y la desviacién estandar de al menos cinco
experimentos por situacion realizados por triplicado. (a: p<0.05 versus control, b: p<0.05 versus
VitK3, c: p<0.05 versus VitK3 + FP, d: p<0.05 versus VitK3 + FP + W123).
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Tal y como comentamos en los resultados de protedmica, encontramos un incremento
en la expresion de enzimas metabdlicos relacionados con la glucdlisis, concordando con
lo descrito en situaciones de estrés energético dénde se encontrd un incremento de las

enzimas metabdlicas de la glucdlisis en los botones presinapticos %°.

En algunas
enfermedades neurodegenerativas, especialmente en aquellas donde la conduccién
axonal esta danada, las neuronas tienden a incrementar el consumo de energia con el
objetivo de recuperar y restaurar la funcién axonal 13°. Por ejemplo, en la enfermedad
de Alzheimer, el metabolismo bajo de la glucosa esta asociado con fallo cognitivo 13%;
ademas, Rone et al. destacé el papel de la glucélisis para obtener energia en células bajo
estrés metabdlico 132. Por ultimo, la disminucién de la actividad de las enzimas
glucoliticas como consecuencia del dafio oxidativo, visto en las etapas iniciales de las
enfermedades neurodegenerativas, puede llevar a una disminucién de la sintesis de ATP

y, por lo tanto, a un incremento en la produccion de radicales libres 133,

En los experimentos de protedmica, también observamos que FP induce un incremento
en la expresion de Aldolasa, una de las enzimas clave involucradas en la glucdlisis. En
este trabajo encontramos una disminucién del 23% en la actividad de la aldolasa tras el
tratamiento de las neuronas con VitK3; de nuevo, la coincubacién en presencia de FP
recupera los valores de aldolasa a niveles similares a los obtenidos en neuronas control
(figura 15), coincidiendo con Lee et al. quién encontré también un incremento de la
actividad de la aldolasa con estimulantes S1P 128: ademads, Geffin et al. mostraron una
regulacién positiva de genes implicados en la glucolisis, incluyendo la aldolasa, en células
expuestas al VIH y tratadas con FP 134 Teniendo en cuenta estos hallazgos, FP puede ser
considerado como un herramienta terapéutica para el tratamiento de las enfermedades

neurodegenerativas que muestran una disminucion de la glucdlisis, como la EP, EA 0 EM
104

Aungue nuestro modelo esta basado en un dafio oxidativo mitocondrial inducido por
VitK3, hemos podido observar una disminucién en la funcién glucolitica que fue
recuperada en presencia de FP. En la actualidad, la indicacién de FP es el tratamiento
de la EM, y se ha visto que su retirada tras un periodo de tratamiento puede
desencadenar una recaida en los pacientes de EM 3, por lo que decidimos mantener
el FP en uno de los grupos extendiendo el estudio en el tiempo para determinar la
necesidad de mantener FP en el medio de incubacidn para preservar sus efectos
beneficiosos. En este estudio encontramos una disminucion de ECAR en neuronas
tratadas con VitK3 comparado con las neuronas control y de nuevo, FP revirtié casi por

completo el dafio producido por VitK3 manteniendo la actividad glucolitica a niveles
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cercanos al control a lo largo del maximo tiempo estudiado, mientras que en las
neuronas sin FP el dafio se mantuvo en el tiempo, tal y como podemos observar en la
figura 16. Esto podria ser de gran interés ya que la mayoria de las enfermedades
neurodegenerativas tienen en comun una disminucién del metabolismo energético y
de los niveles de ATP 3¢, En estas situaciones, la mejora de los procesos glucoliticos
podria representar un buen acercamiento para ralentizar la progresion y/o aliviar la

sintomatologia 136 137,
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Figura 15. Efecto de FP sobre la enzima aldolasa tras la incubacién de las neuronas en
presencia de VitK3. La aldolasa se midié en un homogeneizado de neuronas después de
dos horas de incubacién con VitK3 en presencia o ausencia de FP. Los valores representan
la media y la desviacion estandar de al menos cinco experimentos por situacién realizados
por triplicado. (a: p <0.05 versus control, b: p <0.05 versus VitK3, c: p <0.05 versus VitK3 +
FP, d: p <0.05 versus VitK3 + FP + W123).
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Figura 16: Evolucion temporal de ECAR después de 2 h de incubacidn con Vitk3 en
presencia o ausencia de FP. Después de 2 h de incubacidn, se retird Vitk3 del medio
y las células se incubaron durante cuatro horas adicionales en las siguientes
condiciones: dos grupos se incubaron con medio (grupo Vitk3 (linea roja) y grupo de
control (linea azul)); uno con FP (grupo VitK3 + FP (linea verde)); uno con FP + W123
(grupo Vitk3 + FP + W (linea violeta)) y uno con FP (grupo FP (linea naranja). Los
valores representan la media y la DE de al menos cuatro experimentos por situacién
realizados por triplicado.

En el metabolismo de la glucosa, el equilibrio entre la glucdlisis y la VPP es muy
relevante, ya que el procesamiento de la glucosa por la VPP sirve como una fuente de
NADPH que a su vez regeneraria antioxidantes oxidados tales como glutatién vy
tiorredoxina. El metabolismo exclusivo de la glucosa a través de la glucdlisis provocaria
una disminucion de la disponibilidad de NADPH, incrementaria el estrés oxidativo y
posiblemente provocaria la muerte celular 138, NADPH también sirve como cofactor de
la actividad detoxificante de NQO1 (gen que codifica la enzima NADPH deshidrogenasa),
en la sintesis de acidos grasos y mielina, en el recambio de neurotransmisores y en el

mantenimiento de la homeostasis redox 11 139,
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La glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PDH) es una enzima clave en la VPP y ha sido
asociada a una mejora de la homeostasis redox debido a un incremento de los niveles
de NADPH 140, Ademads, enfermedades neurodegenerativas como la EP estan
relacionadas con una disminucién de esta enzima 4. Debido a la importancia de la G-6-
PDH, decidimos estudiar la actividad de esta enzima en cultivos neuronales después del
dano oxidativo inducido por la VitK3 en presencia o ausencia de FP. Los resultados,
representados en la figura 17, muestran una disminucién en la actividad de esta enzima
tras la incubacion con VitK3; esta actividad, se recupera e incluso alcanza niveles muy
superiores al control, cuando se incluye FP en el medio de incubacién. Este incremento
inducido por FP, puede ser debido a la estimulacion en la sintesis y translocacién de
Nrf2, un inductor de la sintesis de las enzimas mas importantes implicadas en la via VPP

11 como han puesto también de manifiesto otros autores 42 143,
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Figura 17: FP incrementa la actividad de la enzima G-6-PDH reducida por la VitK3.
Determinaciones realizadas en un homogeneizado de neuronas tras 2 horas de
incubacidn con VitK3 en presencia o ausencia de FP. Los valores representan la media
y la desviacion estandar de al menos cinco experimentos por situacidn realizados por
triplicado (* p < 0.05 versus CO, $ p < 0.05 versus VitK3, # p < 0.05 versus VitK3+FP,
& p < 0.05 versus VitK3+FP+W).
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4. Influencia de los receptores S1P

FP tiene reconocido en su indicacion para el tratamiento de la EM, una interaccion
directa con los receptores S1P; ademas, podemos descartar la posibilidad de una
interaccion farmacoldgica directa entre FP y VitK3 ya que estos farmacos no comparten
ni coinciden en su mecanismo de accién ni con ninguna de las enzimas implicadas en su
metabolizacion 4. En este estudio demostramos la presencia de receptores S1P1 en el

soma y los axones de las células neuronales SN4741 (figura 18).

Figura 18: Inmunocitoquimica de los receptores S1P1 en células neuronales SN4741.
La imagen se obtuvo usando un microscopio de fluorescencia Olympus BX51 a una

magnificacion de 40x.

Con el objetivo de determinar la contribucion de estos receptores en el efecto protector
del FP, realizamos experimentos en presencia de W123 (W), un antagonista competitivo

selectivo del receptor S1P1.
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En este estudio encontramos resultados curiosos, ya que observamos un incremento de
la SOD debido al aumento de radicales libres provocados por la Vitk3, que se revirtié
totalmente en presencia de FP. Cuando el receptor S1P1 se bloqued con el antagonista,
los efectos beneficiosos desaparecieron, los radicales libres aumentaron de nuevo y los
valores de SOD volvieron a ser similares a los encontrados en las neuronas tratadas con
VitK3, por lo que el efecto sobre SOD puede atribuirse a la interaccién del FP con los
receptores S1P; (Tabla 2).

Sin embargo, la influencia de los receptores S1P1 en GPX no fue tan clara. En estos
experimentos, FP demostrd su accidn no sélo por su interaccidn con los receptores S1P;,
sino también por otros mecanismos que podrian incluir su interaccién con otros subtipos
de receptores S1P expresados en las células neuronales, como S1P3 y S1Ps. FP es un
agonista selectivo pero no especifico para el subtipo S1P1, de hecho, se une con mayor
afinidad (triple) al receptor S1Ps que es el menos expresado en las neuronas, y con
menos afinidad (cinco veces) al S1P3 #°. Desafortunadamente, en la actualidad no
disponemos de suficientes compuestos selectivos como para poder estudiar con
claridad la unién de FP a receptores distintos del S1P1. Suponiendo que el efecto de FP
no sea debido a su interaccion con los receptores S1Pi, podriamos estar ante
mecanismos no receptoriales, los cuales incluirian un aumento en la expresién de Nrf2,
hemo oxigenasa 1 (OH1) y tiorredoxina, y también, un aumento en la translocacién de
Nrf2 al nacleo 1. Estos factores, especialmente Nrf2 y OH1, son importantes para
aumentar las enzimas antioxidantes como la GPX.

Algo parecido ocurriéo con CAT, donde no se obtuvieron resultados claros sobre la
influencia de S1P1. En estos experimentos no vimos efectos de la incubacion de Vitk3 en
la actividad de CAT ni tampoco con la adicidon de FP. Aunque, al bloquear el receptor
S1P; encontramos una disminucion en la actividad de CAT sin una explicacién clara, sin
embargo, podriamos argumentar que esta disminucidn puede estar relacionada con el
aumento de SOD y GPX comentados anteriormente, lo que reduciria el H,0,, y a su vez,
reduciria la CAT 14,

En el estudio de la nitrosilacién de proteinas encontramos un comportamiento similar
al visto en el estudio de la SOD. Las neuronas incubadas con VitK3 mostraron un
incremento en la nitrosilacién de proteinas que fue revertido en presencia de FP. El
bloqueo de los receptores S1P1 elimind los efectos beneficiosos del FP, incrementando
la nitrosilacién nuevamente a niveles cercaron a los encontrados en las neuronas
tratadas con VitK3, coincidiendo con otros autores 1%/,
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Todos los efectos beneficiosos del FP en la glucdlisis fueron mediados a través de su
interaccion con los receptores S1P1, ya que todos estos efectos desaparecieron cuando
el antagonista de S1P; estaba presente, afectando a la glucélisis basal, la capacidad
glucolitica, la reserva glucolitica y la capacidad de mantener la actividad de la aldolasa.
Estos hallazgos son comunes con otros autores que también encontraron la necesidad
de la interaccién del FP con su receptores para llevar a cabo sus acciones protectoras
sobre la glucolisis 128 134 En el estudio de la actividad de la G-6-PDH, el efecto del FP fue
mediado también por su interaccidon con los receptores S1P1, ya que su efecto sobre esta
enzima desaparecié por completo cuando el antagonista de S1P1 estaba presente en el
medio de incubacién.

Este estudio se ha realizado en cultivos de células neuronales, por lo que una de las
limitaciones del trabajo es no conocer el efecto protector de la PF en el animal integro. En
cualquier caso, un conocimiento mas claro de estas vias podria ayudar a entender los
mecanismos implicados en el dafo oxidativo, comidn en varias enfermedades
neurodegenerativas, como la EA, la EP, la ELA o EH permitiendo una mejora, disminucion
y/o retraso en la sintomatologia y/o el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.

Se ha visto que en las enfermedades neurodegenerativas, cuando el tratamiento se
instaura en las etapas iniciales de la enfermedad, el proceso se enlentece y la aparicidn
de sintomas es mas leve, lo que haria de Fingolimod una herramienta terapéutica
importante en estas etapas tempranas; pero también actuaria en etapas avanzadas
dénde el aporte de energia mitocondrial se encuentra comprometido, por lo que el
Fingolimod podria ser un candidato potencial para el tratamiento de las enfermedades

neurodegenerativas tanto en etapas iniciales como avanzadas de la enfermedad.
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CONCLUSIONES

1. Fingolimod fosfato tiene un efecto protector frente al dafio neuronal
inducido por VitK3 en cultivos de neuronas dopaminérgicas SN4741.

2. Fingolimod fosfato restaura el equilibrio de enzimas antioxidantes en este
modelo.

3. Fingolimod fosfato recupera la inhibicién de la capacidad glucolitica neuronal
inducida por VitK3.

4. Fingolimod fosfato restituye la actividad enzimatica de G-6-PDH, enzima
limitante de la VPP, inhibida por VitK3 en cultivos neuronales.

5. Fingolimod fosfato previene el dafio mitocondrial inducido por Vitk3,
restaurando el metabolismo oxidativo en cultivos de neuronas
dopaminérgicas SN4741.

6. La mayor parte de los efectos de Fingolimod fosfato vienen mediados por su
interaccion con los receptores S1P1 en nuestro modelo experimental.

7. Por el momento no podemos descartar la implicacion de otros subtipos S1P

neuronales o a la existencia de mecanismos no receptoriales por los que FP
pueda realizar sus efectos.
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Anexo 1

ANEXO 1

Identificacidn proteica neuronal del grupo Control en comparacion con el grupo FP o
VitK3 o FP+VitK3, respectivamente.
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Anexo 1

FP frente al grupo control

Comun pero diferente

Ne Solo control expresién Solo FP
ID Nombre ID Nombre ID Nombre
1 Q61210 ARHG1 P05064 ALDOA Q9CQV8 1433B
2 Q9D9Q6 CALR3 P48036 ANXA5 P61982 1433G
3 Q64433 CH10 Q03265 ATPA P07356 ANXA?2
4 Q8VDWO DX39A P11499 HS90B P35564 CALX
5 P52480 KPYM P17742 PPIA Q9DCH4 EIF3F
6 P24369 PPIB P08113 ENPL
7 P62821 RAB1A P20029 GRP78
8 Q9wWV02 RBMX Q8CCKO H2AW
9 P62900 RL31 Q9QZQ8 H2AY
10 P99027 RLA2 Q8CGPO H2B3B
11 P62320 SMD3 P84228 H32
12 P61957 SUMO2 P16627 HS71L
13 008583 THOC4 P07901 HS90A
14 Q9D819 IPYR
15 Q9CPUO LGUL
16 Q99LX0 PARK7
17 Q9DBJ1 PGAM1
18 Q99K51 PLST
19 P99029 PRDX5
20 P61027 RAB10
21 P34022 RANG
22 Q99020 ROAA
23 P62245 RS15A
24 P62270 RS18
25 P97461 RS5
26 P27048 RSMB
27 P16254 SRP14
28 Q9WVA4 TAGL2
29 P99024 TBB5
30 P80314 TCPB
31 Q01853 TERA
32 P40142 TKT
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Anexo 1

VitK3 frente grupo control

Comun pero diferente

Solo Control . s Solo Vit K3
expresion
ID Name ID Name ID Name
1 P84078 ARF1 P48036 ANXAS5 Q9CQV8 1433B
2 Q61210 ARHG1 Q9D9Q6 CALR3 Q9JJW6 ALRF2
3 Q8VDWO DX39A Q64433 CH10 P07356 ANXA2
4 Q64475 H2B1B Q64522 H2A2B P08030 APT
5 P34884 MIF P08249 MDHM Q8BSL7 ARF?2
6 P35700 PRDX1 Q922R8 PDIA6 035658 C1QBP
7 Q61171 PRDX?2 P17742 PPIA P35564 CALX
8 Q9WV02 RBMX P61957 SUMO2 P21550 ENOB
9 P62900 RL31 Q91W]8 FUBP1
10 P62984 RL40 P20029 GRP78
11 008583 THOC4 P27661 H2AX
12 Q9QZQ8 H2AY
13 P15864 H12
14 Q8VEK3 HNRPU
15 P00493 HPRT
16 P16627 HS71L
17 P07901 HS90A
18 Q9QXL1 KI21B
19 P32067 LA
20 Q9CPUO LGUL
21 Q8K595 MCLN2
22 P70670 NACAM
23 P15532 NDKA
24 P28656 NP1L1
25 Q99LX0 PARK7
26 P09103 PDIA1
27 Q99K51 PLST
28 P26350 PTMA
29 P61027 RAB10
30 P34022 RANG
31 Q9QuUIo RHOA
32 Q9CXW4 RL11
33 P35979 RL12
34 Q6ZWV7 RL35
35 P12970 RL7A
36 Q99020 ROAA
37 P62843 RS15
38 P62245 RS15A
39 P62270 RS18
40 P25444 RS2
41 P62849 RS24
42 P62983 RS27A
43 P62702 RS4X
44 P97461 RS5
45 P27048 RSMB
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46 Q9WTM5 RUVB2
47 P16254 SRP14
48 Q62093 SRSF2
49 P54227 STMN1
50 P99024 TBB5
51 P80315 TCPD
52 P80318 TCPG
53 Q01853 TERA
54 Q8CAY6 THIC
55 Q60930 VDAC2
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Anexo 1

FP+VitK3 frente grupo control

Comun pero diferente

Ne° Solo Control . s Solo FP+Vit K3
expresion

ID Name ID Name ID Name
1 P48036 ANXAS5 P05064 ALDOA Q9CQV8 1433B
2 Q61210 ARHG1 P52480 KPYM P07356 ANXA2
3 Q9D9Q6 CALR3 P24369 PPIB P14211 CALR
4 Q8VDWO DX39A Q9WV02 RBMX P35564 CALX
5 P34884 MIF P62889 RL30 Q9D8NO EF1G
6 P17742 PPIA P62082 RS7 Q9DCH4 EIF3F
7 P35700 PRDX1 P05213 TBA1B P21550 ENOB
8 Q61171 PRDX2 P08113 ENPL
9 P62984 RL40 P26040 EZRI
10 P99027 RLA2 Q91W]8 FUBP1
11 P62320 SMD3 P38647 GRP75
12 P61957 SUMO2 P20029 GRP78
13 008583 THOC4 Q8R1M?2 H2A]J
14 P27661 H2AX
15 Q9QZQ8 H2AY
16 Q9D2U9 H2B3A
17 Q7TMK9 HNRPQ
18 Q8VEK3 HNRPU
19 P00493 HPRT
20 P16627 HS71L
21 P07901 HS90A
22 Q9D819 IPYR
23 P07310 KCRM
24 Q9QXL1 KI21B
25 Q9CPUO LGUL
26 Q60817 NACA
27 P70296 PEBP1
28 P09411 PGK1
29 Q99K51 PLST
30 P26350 PTMA
31 P61027 RAB10
32 P35283 RAB12
33 P34022 RANG
34 Q6ZWV7 RL35
35 P62918 RL8
36 Q99020 ROAA
37 P62245 RS15A
38 P62270 RS18
39 P25444 RS2
40 P62849 RS24
41 P62702 RS4X
42 P97461 RS5
43 P16254 SRP14
44 Q8VE97 SRSF4
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45 Q9WVA4 TAGL2
46 P99024 TBB5
47 P11983 TCPA
48 P80314 TCPB
49 P80315 TCPD
50 P80318 TCPG
51 Q01853 TERA
52 Q8CAY6 THIC
53 Q8BKT7 THOC5
54 P40142 TKT
55 P15533 TR30A
56 Q60930 VDAC2
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Abstract: Imbalance in the oxidative status in neurons, along with mitochondrial damage, are com-
mon characteristics in some neurodegenerative diseases. The maintenance in energy production
is crucial to face and recover from oxidative damage, and the preservation of different sources of
energy production is essential to preserve neuronal function. Fingolimod phosphate is a drug with
neuroprotective and antioxidant actions, used in the treatment of multiple sclerosis. This work was
performed in a model of oxidative damage on neuronal cell cultures exposed to menadione in the
presence or absence of fingolimod phosphate. We studied the mitochondrial function, antioxidant
enzymes, protein nitrosylation, and several pathways related with glucose metabolism and glycolytic
and pentose phosphate in neuronal cells cultures. Our results showed that menadione produces
a decrease in mitochondrial function, an imbalance in antioxidant enzymes, and an increase in
nitrosylated proteins with a decrease in glycolysis and glucose-6-phosphate dehydrogenase. All these
effects were counteracted when fingolimod phosphate was present in the incubation media. These ef-
fects were mediated, at least in part, by the interaction of this drug with its specific S1P receptors.
These actions would make this drug a potential tool in the treatment of neurodegenerative processes,
either to slow progression or alleviate symptoms.

Keywords: sphingosine-1-phosphate receptor analogue; fingolimod phosphate; neuroprotection;
mitochondrial damage; glycolytic pathway; pentose phosphate pathway; redox homeostasis

1. Introduction

Energy is a key factor in maintaining brain function, especially for the generation of
action potentials, axonal transport, synthesis and release of neurotransmitters, and synaptic
function. In brain, the main sources of energy are based in the uptake and metabolism
of glucose and oxygen [1], and the choice between one of those may have important
consequences for brain function in both health and disease [2]. Several studies have demon-
strated that many neurodegenerative diseases are triggered or maintained by metabolic
alterations [3,4]. During aging, a certain decrease in glucose and oxygen metabolism can
be seen [3], but a more dramatical decrease is found in disorders such as Alzheimer’s
disease (AD), amyotrophic lateral sclerosis (ALS), Parkinson’s disease (PD), and Hunting-
ton’s disease (HD) [5]. The need of energy to maintain its function and integrity is much
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Abstract: Stress seems to contribute to the neuropathology of Parkinson’s disease (PD), possibly by
dysregulation of the hypothalamic—pituitary—adrenal axis. Oxidative distress and mitochondrial
dysfunction are key factors involved in the pathophysiology of PD and neuronal glucocorticoid-
induced toxicity. Animal PD models have been generated to study the effects of hormonal stress,
but no in vitro model has yet been developed. Our aim was to examine the impact of corticosterone
(CORT) administration on a dopaminergic neuronal cell model of PD induced by the neurotoxin
MPP*, as a new combined PD model based on the marker of endocrine response to stress, CORT, and
oxidative-mitochondrial damage. We determined the impact of CORT, MPP* and their co-incubation
on reactive oxygen species production (O2~*), oxidative stress cellular markers (advanced-oxidation
protein products and total antioxidant status), mitochondrial function (mitochondrial membrane
potential and mitochondrial oxygen consumption rate) and neurodegeneration (Fluoro-Jade staining).
Accordingly, the administration of MPP* or CORT individually led to cell damage compared to
controls (p < 0.05), as determined by several methods, whereas their co-incubation produced strong
cell damage (p < 0.05). The combined model described here could be appropriate for investigating
neuropathological hallmarks and for evaluating potential new therapeutic tools for PD patients
suffering mild to moderate emotional stress.

Keywords: mitochondria; oxidative distress; hormonal stress; Parkinson’s disease

1. Introduction

Parkinson’s disease (PD) is a progressive, multifactorial neurodegenerative disease
affecting approximately 1-2% of the population over 65 years of age [1,2]. The pathogenesis
of this disease is characterised by the involvement of multiple pathways and mechanisms,
such as oxidative distress and mitochondrial dysfunction [3], that ultimately produce a loss
of dopaminergic neurons from the substantia nigra [4,5]. This loss leads to bradykinesia
and other motor disorders which are key for diagnosis, although the disease comes with
other non-motor symptoms, such as cognitive impairment, sleep disorders and depression,
which increase disability [3]. Chronically repeated episodes of emotional stress, moreover,
seem to have an impact on the development of neurodegenerative diseases such as PD [6,7],
and it has been suggested that a dysregulation of the hypothalamic—pituitary—adrenal axis
(HPA) occurs in PD [8]. This dysregulation may be involved in triggering, exacerbation or
progression of the disease.

The extensive production of reactive oxygen species (ROS) in the brain may provide
an explanation for the magnitude of the role that these molecules play in PD. The brain
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