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1 RESUMEN

El tungstato de sodio (Na,WQ,) es una molécula bioactiva con
multiples propiedades, destacando su capacidad para regular Ia
homeostasis glucémica y favorecer la pérdida de peso. Sus efectos sobre
la glucosa se manifiestan en tejidos como el higado, musculo y pancreas,
donde activa la via MAPK/ERK, independientemente de la presencia de la
insulina [1].

En el musculo esquelético, el NaaWO4, al activar ERK1/2, aumenta
la expresidon y translocacién de GLUT4 e incrementa la sintesis de
proteinas, previniendo la degradacidon muscular [2, 3], lo que anima a
estudiar de nuevas aplicaciones terapéuticas.

Las enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer,
Parkinson y esclerosis lateral amiotréfica (ELA), estdn asociadas a la
resistencia a la insulina y alteraciones en el metabolismo de la glucosa. La
hiperglucemia croénica genera estrés oxidativo y dano mitocondrial,
acelerando la neurodegeneracién. La desensibilizacion de los receptores
de insulina en el cerebro contribuye a la disfuncién sinaptica y la
progresion de estas patologias [4-6].

Una estrategia prometedora para combatir la neurodegeneracion
es la estimulacién de la plasticidad neuronal, regulada por vias de
sefializacion como PI3K/Akt y MAPK/ERK [7, 8], que activan factores de
transcripcién clave como MEF2D. Este factor es crucial para la
supervivencia, diferenciacion y plasticidad neuronal [9], y desempefia un
papel neuroprotector al inhibir la inflamaciéon y proteger las neuronas
frente al dafio por privacién de oxigeno y glucosa [10, 11].

En esta Tesis Doctoral se han investigado los efectos del Na;WO4
en neuronas, enfocidndose en su capacidad para promover la
diferenciacion neuronal y su potencial neuroprotector. En cultivos
celulares de neuroblastoma de raton (Neuro2a) y humano (SH-SY5Y), el
Na,WO, promovié la diferenciaciéon hacia neuritas colinérgicas,
deteniendo el ciclo celular en la fase G1/G0O mediante la activacion de
PI3K/Akt y ERK1/2. Ademas, en células Neuro2a, el Na,WO activd mTOR y
S6K, potenciando la sintesis proteica y aumentando la captacién de
glucosa a través de GLUT3, proporcionando la energia y los recursos
biosintéticos necesarios para el crecimiento de neuritas.
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El Na,WOQO,4 también aumentd los niveles de MEF2D mediante un
mecanismo postraduccional, prolongando su vida media. Las mutaciones
en los sitios de sumoilacién de MEF2D anularon los efectos positivos del
Na,WO, sobre su actividad transcripcional. Ademas, el Na,WQ4 mostré
efectos neuroprotectores frente a productos avanzados de glicacion
(AGEs), que reducen la diferenciacion de neuritas al provocar una
disminucion en la fase G1/G0 del ciclo celular, disminuyen la expresién de
MEF2D y GLUT3 y aumentan la apoptosis. Estos efectos fueron revertidos
tras la incubacién con Na,WOa,.

Nuestros resultados sugieren que el Na,WO,; es un agente
terapéutico prometedor para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas, al modular factores de transcripcién clave, restaurar
la homeostasis energética y prevenir la apoptosis. Dada su capacidad de
cruzar la barrera hematoencefilica y su eficacia en la normalizacién de la
glucosa, el Na,WQ, tiene un considerable potencial terapéutico en el
sistema nervioso central. Sin embargo, se requieren estudios adicionales
en modelos animales para esclarecer los mecanismos moleculares y su
eficacia en enfermedades neurodegenerativas especificas.
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2 INTRODUCCION

La busqueda de la inmortalidad y la eterna juventud ha fascinado a
la humanidad durante milenios, impulsando un creciente interés en la
investigacion del proceso de envejecimiento. La esperanza de vida ha
aumentado notablemente y se proyecta que alcanzara una media de 90
anos para el ano 2050. Este envejecimiento poblacional es un desafio
global urgente para las sociedades desarrolladas del siglo XXI. Impulsado
por el aumento de la esperanza de vida y la disminucién de la tasa de
natalidad, este fendmeno ha provocado un cambio demografico
significativo, con un notable incremento en la proporcién de personas
mayores [12].

A medida que las personas envejecen, aumenta el riesgo de
desarrollar enfermedades relacionadas con la edad, como céancer,
Alzheimer (AD, por su nombre en inglés: Alzheimer’s disease), Parkinson
(PD por su nombre en inglés: Parkinson’s disease), accidentes
cerebrovasculares, enfermedades cardiacas, fragilidad muscular, artritis,
diabetes tipo 2, obesidad y deterioro cognitivo. Estas enfermedades son
las principales causas de morbilidad y mortalidad en la poblaciéon
envejecida y suelen acompanarse de trastornos de la salud mental como
la depresion y la ansiedad, ademas de problemas sociales como el estrés,
la soledad, el aislamiento social, el estigma, la pobreza, las dificultades
financieras y el desempleo [13]. Estas enfermedades no solo afectan la
calidad de vida de las personas, sino que representan una carga econémica
para los sistemas de salud, con repercusiones sociales, econdmicas y
emocionales a nivel comunitario [14].

La multimorbilidad, la presencia de dos o mds enfermedades
cronicas en un mismo individuo, es un problema prevalente en Ia
poblacién mayor. Por ejemplo, personas mayores de 75 afios con diabetes
tienen mas del doble de probabilidades de desarrollar otra enfermedad en
comparacion con aquellas sin una patologia previa [15]. Ademas, entre el
25 %y el 50 % de las personas mayores de 80 afios experimenta fragilidad,
lo que dificulta su recuperacion frente a infecciones, caidas u otros
estresores menores. La interconexién entre la multimorbilidad y la
fragilidad adn no estda completamente comprendida, planteando
preguntas sobre si una condicion conduce a la otra o si son
independientes.
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Las enfermedades relacionadas con la edad, como la diabetes, PD
y AD comparten mecanismos comunes que incluyen dano al DNA,
senescencia celular, inflamacién y autofagia [14]. La modulacién de estos
mecanismos puede retrasar el inicio y mitigar el desarrollo de estas
enfermedades [16]. El desarrollo de farmacos que actien sobre las vias de
sefalizacién celular involucradas en el envejecimiento es un enfoque
terapéutico prometedor para el tratamiento y prevencion de multiples
patologias asociadas con la edad.

Los marcadores del envejecimiento estan estrechamente
relacionados, de modo que la intervencidn en uno de ellos puede afectar
a otros. Esta interconexién subraya la complejidad del envejecimiento, que
debe abordarse de manera integral, considerandose cada aspecto como
una via prometedora para el desarrollo de nuevas terapias
antienvejecimiento [17].

El tungstato sédico (Na;WOQas) es un agente hipoglucemiante oral
con baja o nula toxicidad [1]. Tiene capacidad para normalizar la
produccion de glucosa en higado [18], pancreas [19], y nuestro grupo de
investigacion ha confirmado que favorece la entrada de glucosa al musculo
tanto en modelos in vivo [20] como in vitro [2]. En estos tejidos, la actividad
del Na;WO; se basa en la activacion de la via MAPK/ERK,
independientemente de la presencia de insulina [21]. Ademas, el Na;WO4
tiene la capacidad de atravesar la barrera hematoencefalica (BHE), lo que
lo convierte en un compuesto atractivo para la modulacién de procesos
fisioldgicos y patoldgicos en diversos tejidos y tipos celulares [22]. Ademas,
presenta un efecto antiobesidad [23].

Nuestro grupo ha investigado sus efectos en el musculo
esquelético, observando un aumento en la translocacién del transportador
de glucosa 4 (GLUT4) hacia la membrana plasmadtica, dependiente de la
fosforilacion de ERK1/2, y un incremento en la cantidad total de GLUT4,
mediado por la activacidon de factores de transcripcion especificos del
musculo, como los pertenecientes a la familia del factor potenciador de
miocito (MEF2 por su nombre en inglés myocyte enhancer factor 2) [2].
Ademads, el Na;WO; estimula la sintesis de proteinas y previene su
degradacion mediante la activaciéon de la quinasa regulada por sefiales
extracelulares (ERK1/2 por su nombre en inglés extracellular signal-
regulated kinase) [3], por lo que podria considerarse como una alternativa
a IGF-1y sus andlogos para prevenir la atrofia muscular.
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Dados los resultados positivos en el musculo esquelético, es
plausible que el Na;WO4 pudiera tener efectos beneficiosos en neuronas,
donde también se expresan factores de transcripciéon de la familia MEF2
gue juegan un papel fundamental en la supervivencia y plasticidad de las
neuronas. En esta Tesis Doctoral se ha investigado los posibles efectos del
Na;WO: en neuronas, evaluando su capacidad para promover la
diferenciacion vy plasticidad neuronal, asi como su potencial
neuroprotector. La modulacion de las vias de sefializacion intracelulares y
de la expresion del factor transcripcional MEF2D en neuronas podria abrir
nuevas perspectivas terapéuticas para enfermedades neurodegenerativas
y trastornos relacionados con el envejecimiento.

El estudio de los efectos del Na;WQsen neuronas es de gran interés
debido a su potencial para combinar efectos antidiabéticos, antiobesidad,
de proteccion frente a la sarcopenia y neuroproteccioén. La diabetes tipo 2,
cuya prevalencia aumenta con la edad, también afecta al cerebro y eleva
el riesgo de disfuncién cognitiva. Los productos finales de glicacidon
avanzada (AGEs, por nombre en inglés: advanced glycation end produts),
aumentan durante la inflamacidn, el envejecimiento, la diabetes y las
enfermedades neurodegenerativas. Los AGEs juegan un papel crucial en la
patogénesis de complicaciones diabéticas y en trastornos
neurodegenerativos [24, 25].

Disponer de un agente terapéutico que aborde estas patologias a
través de dianas moleculares especificas seria muy atractivo. En esta Tesis
Doctoral, se presentaran resultados que demuestran que el Na,WOQOs, a
través de rutas de sefializacién que implican a las MAP quinasas es capaz
de promover la diferenciacion y plasticidad neuronal y proteger frente a
AGEs en células neuronales. Estos efectos estan mediados por rutas de
sefializaciéon y dianas moleculares especificas, validando el potencial
terapéutico de esta molécula.

Aunque es posible que el Na;WOs; no se convierta en un
medicamento disponible en farmacias, su mecanismo de accién Unico y
efecto pleiotrépico sobre patologias concomitantes a la diabetes y el
envejecimiento lo hacen un modelo valioso para el desarrollo de farmacos
mas potentes dirigidos a las mismas dianas moleculares. Esta es |la premisa
que da validez a este trabajo.
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3 ANTECEDENTES

3.1 Neurogénesis

El sistema nervioso central (SNC) es el componente mas importante
del sistema nervioso humano. Recibe e integra sefiales aferentes de todo
el cuerpo, desempefiando un papel crucial en funciones cerebrales como
el aprendizaje, la memoria y las emociones [26]. Estd compuesto por una
vasta red de 86.1 billones de neuronas y un nimero aun mayor de células
gliales [27].

Hasta el siglo XX, la neurociencia estaba dominada por un dogma
central que sostenia que el cerebro era una estructura estatica. Se creia
que la neurogénesis, es decir, la formacién de nuevas neuronas se
producia exclusivamente durante el desarrollo y cesaba poco después del
nacimiento. Sin embargo, en la década de 1960, el neurocientifico Joseph
Altman desafid este paradigma con estudios pioneros que evidenciaron la
generacion de nuevas neuronas en regiones del cerebro posnatal, como el
neocortex, el giro dentado (DG por su nombre en inglés dentate gyrus) del
hipocampo, el bulbo olfatorio (OB por su nombre en inglés olfactory bulb)
y la corteza cerebelosa de diversos mamiferos [28-31]. Aungque
inicialmente controvertidos, estos hallazgos sentaron las bases para la
investigacion futura sobre la neurogénesis adulta.

La década de 1990 marcé un punto de inflexidn con el desarrollo
de nuevas técnicas de marcaje neuronal mas precisas. Estas herramientas
permitieron visualizar y rastrear las nuevas neuronas en cerebros vivos,
proporcionando evidencia irrefutable de su existencia e integracion
funcional en el SNC [32]. Avances posteriores confirmaron la presencia de
neurogénesis adulta no solo en el hipocampo, sino también en otras
regiones cerebrales clave como el OBy el nucleo estriado [33, 34].

La neurogénesis, un aspecto esencial a lo largo de todo el ciclo vital,
implica la generacidn de nuevas neuronas funcionales a partir de
diferentes tipos celulares como las células madre neurales (NSCs por su
nombre en inglés neural stem cells), las células progenitoras neurales
(NPCs por su nombre en inglés neural progenitor cells) y la proliferacion de
neuroblastos. Este proceso también abarca la diferenciaciéon, maduracion
y mantenimiento de las neuronas, asi como su migracién e integracion en
los circuitos cerebrales preexistentes [35].
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La neurogénesis adulta tiene importantes implicaciones para la
comprensiéon del funcionamiento cerebral y la plasticidad neuronal. Se
cree gue este proceso juega un papel clave en procesos cognitivos como
el aprendizaje, la memoria, el estado de animo y la reparacién del dafo
cerebral [36-38]. Ademas, la alteracidon de la neurogénesis adulta se ha
asociado con trastornos cognitivos y enfermedades neurodegenerativas.
La regulacién de la neurogénesis depende de la interaccion entre factores
extrinsecos e intrinsecos en los nichos neurogénicos, dreas especializadas
del cerebro donde se generan y desarrollan nuevas neuronas a partir de
NSCs [34].

Comprender estos mecanismos en el SNC abre nuevas y
prometedoras posibilidades para el desarrollo de estrategias terapéuticas
contra enfermedades neurodegenerativas como AD, PD vy la esclerosis
multiple. La estimulacién de la neurogénesis en areas especificas del
cerebro podria contribuir a la recuperacion de funciones cognitivas
perdidas y mejorar la calidad de vida de los pacientes [39-41].

3.1.1 Células madre neurales

Una de las principales barreras para la aceptacion de la
neurogénesis adulta era la idea inconcebible de que las neuronas maduras,
consideradas terminalmente diferenciadas e incapaces de volver al ciclo
de division celular, pudieran dividirse y generar nuevas neuronas. Sin
embargo, el aflo 1992 marcd un antes y un después en la comprension del
funcionamiento del cerebro. Los estudios pioneros de Reynolds y Weiss
lograron identificar por primera vez las NSCs en el cerebro adulto de ratén,
desafiando este paradigma establecido [42].

Estas NSCs desempeiian un papel crucial en el mantenimiento de
la funcion fisioldgica, la formacién cerebral durante los periodos prenatal
y postnatal, y la regeneracion del tejido nervioso y la plasticidad cerebral
(43, 44].

Las NSCs se caracterizan por dos propiedades fundamentales:

1. Capacidad de autorrenovacion: las NSCs pueden dividirse para
generar dos células hijas idénticas, ambas NSCs. Esta capacidad les permite
mantener su poblacidn a lo largo del tiempo y actuar como un reservorio
de células madre en el cerebro [45].
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2. Potencialidad neurogénica: las NSCs también pueden dividirse
de forma asimétrica, dando lugar a una célula hija NSCs y una célula hija
diferenciada, como una neurona, un astrocito u otro tipo de célula glial
[46, 47]. Esta capacidad les permite contribuir al crecimiento, reparaciony
plasticidad del cerebro a lo largo de la vida.
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Figura 1. Capacidad de autorrenovacion y patron de division celular de las NSCs.

(A) Las NSCs son células autorrenovables y multipotentes capaces de diferenciarse en neuronas, astrocitos y
oligodendrocitos. (B) La division celular de las NSCs ocurre de dos maneras: Division simétrica (genera dos
células hijas NSCs). Division asimétrica (genera una célula NSC y una célula progenitora basal. Imagen tomada
de [48].

Las NSCs proliferan formando estructuras esféricas no adherentes
denominadas neuroesferas, compuestas por precursores derivados
clonalmente. Estas NSCs proliferan continuamente dando lugar a
numerosas neuroesferas hijas que comparten el mismo fenotipo,
demostrando asi su capacidad de autorrenovacién [49, 50].
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Tradicionalmente, la quiescencia, el estado de inactividad de las
NSCs adultas, se ha considerado un mecanismo para resistir el estrés
metabdlico y preservar la integridad del DNA a lo largo de la vida. Sin
embargo, investigaciones recientes han revelado que las NSCs quiescentes
conservan la capacidad de responder a sefiales y activarse cuando reciben
estimulos intracelulares o del nicho [51]. Entre los factores que pueden
desencadenar esta activacion se encuentran la reduccién en la expresiéon
de GABA o la inhibicion de la via de senalizacion Wnt [52, 53].

Lejos de ser un estado pasivo, la quiescencia de las NSCs se
considera como un estado dinamico y funcional de gran importancia. Al
modular su estado de quiescencia y activacidn, las NSCs pueden adaptarse
a las necesidades del cerebro, participando en procesos como el
mantenimiento de la funcién fisioldgica, la formacién cerebral durante los
periodos prenatal y postnatal, la regeneraciéon del tejido nervioso y la
plasticidad cerebral [43, 44].

3.1.2 Nichos neurogénicos

En mamiferos adultos las NSCs se localizan principalmente en dos
regiones especificas: la zona subventricular (SVZ) de los ventriculos
laterales y la zona subgranular (SGZ) del DG del hipocampo. [54]. Estas
regiones proporcionan un microambiente especializado, denominado
nicho neurogénico, que nutre y regula a las NSCs. Dentro de estos nichos,
las NSCs generan NPCs que se dividen rdpidamente y producen
neuroblastos migratorios. Estos neuroblastos se diferencian en neuronas
gue posteriormente se integran en los circuitos neuronales preexistentes
[55].

El nicho actia como un regulador crucial de las capacidades de las
NSCs in vivo, limitando su autorrenovacién y multipotencialidad, y dando
lugar a una neurogénesis especifica de cada region del cerebro. Este
microambiente extracelular, conformado por diversos tipos de células
vecinas que secretan o presentan sefales especificas en su membrana
plasmatica, junto con las moléculas de la matriz extracelular (ECM),
desempefia un papel fundamental en la determinacién del linaje y el
potencial de las NSCs [56-59].

3.1.2.1 Zona subventricular

La SVZ representa el principal nicho neurogénico del cerebro adulto
de mamiferos. Se localiza a lo largo de la capa de células ependimarias que
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revisten las paredes de los ventriculos laterales y alberga una subpoblacién
de NSCs en estado de quiescencia, denominadas células tipo B. Estas
células poseen caracteristicas similares a las de la glia radial y estan
integradas en la vasculatura, conectdndose con vasos sanguineos de la SVZ
(60, 61].

Las células tipo B, se dividen asimétricamente para generar células
progenitoras intermedias, conocidas como células tipo C. Estas, a su vez,
se diferencian en neuroblastos o células tipo A [57]. Estos neuroblastos
migran a través de la corriente migratoria rostral hacia el OB, donde se
diferencian en células granulares olfativas GABAérgicas, que carecen de
axon y establecen sinapsis dendrodendriticas con células mitrales y en
penacho. Una minoria se transforma en neuronas periglomerulares,
GABAérgicas, algunas de las cuales también son dopaminérgicas,
integrandose en el circuito neuronal del OB [62-65].

3.1.2.2 Zona subgranular

El otro nicho neurogénico en el cerebro de mamiferos adultos
donde residen las NSCs es la SGZ del DG del hipocampo. Las NSCs ubicadas
en la SGZ, conocidas como células tipo 1, presentan caracteristicas
electrofisioldgicas similares a las de los astrocitos y morfologia de las
células gliales radiales [66, 67]. Las células tipo 1 desarrollan
prolongaciones que les permiten establecer contacto tanto con la capa
molecular, a través de procesos apicales, como con los vasos sanguineos.
Estas células permanecen en estado de quiescencia y rara vez se dividen,
mantenidas asi por la liberacion de GABA por las interneuronas locales. Sin
embargo, pueden activarse en respuesta a estimulos internos y externos
[52, 68, 69].

Cuando las células tipo 1 se activan y salen del estado de
quiescencia, generan células progenitoras intermedias, que a su vez
generan neuroblastos [68, 70]. Los neuroblastos recién nacidos migran
hacia la capa interna de las células granulares del DG donde contintan su
proceso de maduracién. Durante esta etapa, proyectan sus axones hacia
la regidon hilar, estableciendo conexiones con el area CA3 del
hipocampo.Simultdneamente extienden sus dendritas hacia la capa
molecular, formando conexiones sinapticas con los axones de la corteza
entorrinal [71-73].
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Figura 2. Proceso de neurogénesis en la SVZ y SGZ y la integracién de neuronas recién nacidas en el
hipocampo.

(A) Representacion esquematica de la neurogénesis en la SVZ adulta en cinco etapas de desarrollo. (B) Se
muestran la seccion sagital y la seccion transversal del cerebro, la integracion sinaptica y maduracion de
células granulares y periglomerulares en el OB, la composicion del flujo migratorio rostral (RMS) y la
conexion entre las NSCs de la SVZ y el liquido cefalorraquideo (CSF) del ventriculo lateral (LV). Las células
verdes son células tipo B, las células azules son células tipo C y las células naranjas son células tipo A. (C)
Representacion esquematica de la neurogénesis en el hipocampo adulto DG.(D) La estructura y circuitos del
hipocampo. Representacion esquematica de una seccion transversal del hipocampo que muestra el DG, CA3
y SGZ. Imagen tomada de [48].

La neurogénesis adulta en el hipocampo es crucial para funciones
dependientes del hipocampo como la plasticidad, la cognicién, el
aprendizaje, la memoria espacial, la separacién de patrones y algunos
comportamientos emocionales como la depresién y la ansiedad [74, 75].
Ademads, se ha observado su participaciéon en la formacién, consolidacion
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y declive de la memoria, en la separacién y discriminacién de patrones, asi
como en procesos de adiccién y atencién [76].

3.1.3 Regulacion de la neurogénesis

3.1.3.1 Senales extracelulares

La regulacion de la neurogénesis implica una compleja interaccién
de sefales del nicho, factores de crecimiento, vias de sefializacién vy
neurotransmisores. Estos elementos, junto con la ECM, desempefian un
papel crucial en la autorrenovacién, proliferacion y diferenciacién de las
NSCs. La regulacion precisa de estas sefales es esencial para mantener la
homeostasis del nicho neurogénico y garantizar el funcionamiento
adecuado del sistema nervioso adulto.

Las NSCs extienden prolongaciones celulares que se asocian
estrechamente con los vasos sanguineos, permitiendo un intercambio
bidireccional de sefiales entre las células endoteliales y las NSCs. Las
células endoteliales secretan diversos factores que influyen en el
comportamiento de las NSCs. Por ejemplo, el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) promueve la autorrenovacion de las NSCs,
mientras que la neurotrofina-3 (NT-3) induce a la quiescencia y el
mantenimiento a largo plazo [77].

Ademas, la BHE se vuelve mas permeable en las dreas donde
proliferan las NSCs, facilitando el acceso de las células a los factores
presentes en la sangre, proporcionandoles nutrientes y sefiales adicionales
que son esenciales para su supervivencia y funcion [78].

En condiciones de homeostasis, las microglias mantienen el
equilibrio en el nicho neurogénico mediante la fagocitosis de células madre
progenitoras intermediarias (IPCs por su nombre en inglés intermediate
pluripotent stem cells) apoptdticas. Sin embargo, la activacién de la
microglia inhibe la neurogénesis [79, 80].

Las NSCs liberan factores que intervienen en la sefalizacién
autocrina y paracrina, regulando asi su propio comportamiento y el de las
células que integran el microambiente [81]. La progenie inmediata de las
NSCs emite sefiales que difunden, como el neurotransmisor GABA [82], o
mediadas por contacto como el ligando Notch DII1 [83]. Estas sefales
regulan la quiescencia de las NSCs y garantizan la estabilidad del nicho.
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Ademds, los astrocitos segregan citocinas como IL-1b e IL-6, que favorecen
el proceso de diferenciacidon neuronal de las NSCs [84].
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Figura 3. Regulacién extracelular de la neurogénesis en la SVZ. Imagen tomada de [85].

La ECM proporciona un andamiaje tridimensional que guia la
migracion de las NSCs y la formacién de nuevas neuronas. Entre sus
componentes se encuentran lamininas, proteoglicanos y tenascina C, que
se unen a receptores especificos de las NSCs activando cascadas de
sefializaciéon que regulan la supervivencia, proliferacion y diferenciacion
neuronal [86]. La molécula de adhesion celular vascular-1 (VCAM-1),
altamente expresada en los extremos apicales de las NSCs de SVZ, juega
un papel crucial en la organizacién estructural de la arquitectura de las
células ependimarias [87]. Ademas, la interaccidn de la ECM con proteinas
como la quinasa ligada a integrina (ILK) modula la proliferacion de las NSCs.
La pérdida de ILK en NSCs adultas conlleva a un aumento de la proliferaciéon
celular [88].

Las vias de sefializacién BMPs, Notch, Wnt y Sonic Hedgehog (SHH),
son esenciales en la regulacion del desarrollo embrionario y la
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neurogénesis en la edad adulta [89]. Por ejemplo, BMP inhibe la
neurogénesis al promover la diferenciacidén de las NSCs en astrocitos en la
SVZy la quiescencia en la SGZ [90, 91]. La via de sefalizaciéon Notch induce
la proliferacién y el mantenimiento de las NSCs en ambos nichos
neurogénicos. Su inhibicién induce la salida de las NSCs del ciclo celular y
su diferenciacién a progenitores neuronales, limitando su capacidad de
autorrenovacion [92]. La sefalizacion de Wnt contribuye al mantenimiento
de las NSCs, sus inhibidores Dickkopf-1 (Dkk1) y la proteina relacionada con
Frizzled secretada 3 (sFRP3), promueven la quiescencia, regulando asi su
proliferacién y diferenciacion [53, 93]. En la SVZ, |a sefializacién de SHH es
necesaria para el mantenimiento de las NSCs; sin embargo, una sobre
activacion promueve la division simétrica, expandiendo inicialmente Ila
poblacidn, pero agotandola a largo plazo [94].

Diversos factores de crecimiento como el factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF por su nombre en inglés: brain-derived
neurotrophic factor), IGF-I, FGF-2, EGF, HB-EGF y VEGF modulan el destino
celular, afectando el tamano de las poblaciones neuronales y gliales tanto
en el desarrollo cerebral como en la edad adulta. En modelos
neurodegenerativos, se observa una sobreexpresion de estos factores, que
pueden actuar como protectores del dafio neuronal o como inductores de
la generacidn y diferenciaciéon de nuevas células para reemplazar a las
lesionadas. Por ejemplo, la administracion de IGF-I por via periférica,
incrementa la neurogénesis en el hipocampo de ratas adultas [95-98].

Aunque las NSCs no establecen conexiones sindpticas, poseen
receptores que responden a diversos neurotransmisores [99]. El GABA,
principal neurotransmisor inhibitorio del cerebro induce la quiescencia de
las NSCs al detener la progresién del ciclo celular [100]. En la SVZ, el GABA
liberado por los neuroblastos limita la division de las NSCs mediante un
mecanismo de retroalimentacion negativa [82]. Las NSCs de SGZ detectan
el GABA liberado por interneuronas de parvalbimina, y la reduccion de la
senalizacion de GABA las activa e induce a la division simétrica [52]. La
dopamina fomenta la quiescencia de las NSCs [101]. Por otro lado, la
serotonina y la acetilcolina activan las NSC de SVZ [102, 103].

Las NSCs adultas también se comunican con otras células mediante
uniones de hendidura e interacciones directas célula-célula.
Principalmente, las NSCs estan conectadas entre si mediante uniones de
hendidura formadas por conexina 43 (Cx43) [104]. La pérdida de Cx30 y
Cx43 en NSCs de SGZ el numero de NSCs. Ademas, las NSCs interactuan
directamente con células endoteliales del sistema vascular y astrocitos. En

41



ANTECEDENTES

la SGZ, la expresidon de efrinaB2 en los astrocitos promueve Ia
diferenciacién neuronal de las NSCs al incrementar la actividad del factor
de transcripcion pro-neuronal mediado por el receptor EphB4 [105]. En la
SVZ, la expresién de efrinaB2 y Jagged1 en células endoteliales favorece la
quiescencia de NSCs al reprimir su entrada al ciclo celular e inhibir su
diferenciacién. La pérdida de cualquiera de los genes conduce a la
activacion y posterior disminucidn de las NSCs [106].

Ademas de interactuar con su entorno inmediato, las NSCs también
pueden detectar cambios sistémicos a través de factores circulantes. Las
NSCs de la SVZ tienen acceso directo al LCR, el cual constituye un reservorio
complejo de sefales diversas. En el cerebro embrionario, el LCR promueve
la proliferacién de progenitores neurales corticales mediante la accién de
IGF-2 [107].

En resumen, las NSCs estan reguladas de manera dinamica por una
amplia gama de factores sinérgicos y antagonistas tanto dentro de sus
nichos neurogénicos como a nivel sistémico.

3.1.3.2 Senales intracelulares

La transduccion de sefiales desde el entorno extracelular activa
cascadas de sefializacion que desencadenan mecanismos reguladores
dentro de la célula, como los factores de transcripcion, las modificaciones
epigenéticas y los procesos metabdlicos. Aunque algunos de estos
reguladores influyen directamente en la expresidn génica o en la funcién
celular, existe una amplia interrelacion entre ellos, dando lugar a una red
compleja de interacciones [33].

Factores de transcripcion

La activacién secuencial de diversos factores de transcripcion
garantiza un desarrollo adecuado de las NPCs en adultos. La familia
forkhead box O (FoxO) regula multiples vias de sefalizacién intracelular y
es esencial para el mantenimiento a largo plazo de los precursores
neurales en adultos [108, 109].En contraste, factores como Prox1, NeuroD
y el factor 9 tipo Kriippel (KLF9) son indispensables para la maduracién y
supervivencia de nuevas neuronas en el hipocampo adulto [110-112].

Las NSCs adultas expresan el factor de transcripciéon SRY (sex
determining region Y)-box 2) (SOX2), cuya expresion esta regulada por la
activacion de la via de sefializacién Notch. La supresion de SOX2 reduce la
cantidad de las NSCs [113, 114]. Otro factor de transcripcién crucial es
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Ascll (achaete-scute homolog 1), presente exclusivamente en NSCs
activadas, que induce la salida de estas células del estado de quiescencia,
permitiendo su proliferacidn y diferenciacidon en nuevas neuronas [115]. El
receptor nuclear TLX es esencial para la autorrenovaciéon y el
mantenimiento de las NPCs en el cerebro adulto, probablemente a través
de una via candnica de Wnt/B-catenina [116].

El factor silenciador de la transcripcién del elemento represor-
1/factor silenciador neuronal restrictivo (REST/NRSF) mantiene la
poblacidn de las NSCs en el SGZ bloqueando la expresion de genes que
promueven la diferenciacion neuronal [117]. En la SVZ adulta, Olig2
determina el destino de las células amplificadoras transitorias, mientras
que Pax6 y DIx-2 dirigen el destino neuronal y promueven un fenotipo
periglomerular dopaminérgico en ratones adultos [118-120].

El factor de transcripcion MEF2 influye en la diferenciacion vy
maduraciéon de las NPCs en neuronas durante el desarrollo embrionario,
facilitando la plasticidad sinaptica al regular negativamente la cantidad y
la funcién de las sinapsis en roedores adultos in vivo. Ademas, la
eliminacion de MEF2A o MEF2D también demuestra esta regulacién
negativa de la morfogénesis sinaptica. MEF2C dirige la diferenciacion de
NPCs de células madre embrionarias hacia neuronas, suprimiendo
destinos gliales y promoviendo la supervivencia celular durante la
diferenciacién neuronal [121-126].

Factores epigenéticos

Los mecanismos epigenéticos, como la metilacion del DNA, las
modificaciones de las histonas y los RNA no codificantes, son esenciales en
la neurogénesis adulta al regular la expresion génica [127].

Metilacion del DNA

La metilacion del DNA generalmente conduce a la represiéon de la
expresion génica. Durante la neurogénesis, la enzima DNMT3B (DNA
methyl transferase 3B) se expresa en las NSCs. Su eliminacién acelera la
maduracién neuronal, como lo demuestra el aumento en la expresién de
varios genes neuronales como NeuroD1, Map2m and Ncam1 [128]. Por
otro lado, la desmetilacion del DNA, a través de la via de sefializacion TET-
GADDA45, regula la proliferacién de las NSCs de la SGZ [129] y modula la
expresion de factores de crecimiento en las neuronas granulares maduras
[130]. La proteina de unidon al DNA metilado MeCpG1 regula el equilibrio
entre proliferacién y diferenciacién durante la neurogénesis adulta en el
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hipocampo, suprimiendo la expresion de FGF-2 y varios micro RNA
(miRNA) [131].

Modificaciones de histonas

Las modificaciones en las histonas también desempefian un papel
importante en la regulacién epigenética de la neurogénesis en la etapa
adulta. Un ejemplo destacado es la proteina Bmi-1, que forma parte del
complejo de remodelacién de la cromatina Polycomb y es fundamental
para preservar la capacidad de autorrenovacion de las NSCs presentes en
SVZ [132]. Ezh2, un componente del complejo represor Polycomb 2, actua
como metiltransferasa en la histona H3K27 y esta presente en las NSCs que
se encuentran en division activa en la SGZ, promoviendo la proliferacion
de las NSCs mediante la inhibicion de Pten y la activacidon de la via de
sefializaciéon Akt-mTOR [133]. Por otro lado, las histona desacetilasas
(HDACs por su nombre en inglés histone deacetylases)) HDAC3 y HDAC5
muestran una alta expresion en las NSCs y regulan tanto la proliferacion
como la diferenciacién neuronal. La eliminacién de HDAC3 en neuronas y
células gliales causa desorganizacién del neocértex y el cerebelo, ademas
de ocasionar la muerte perinatal en estos ratones [134].

RNA no codificantes

Los mecanismos epigenéticos también incluyen RNA no
codificantes (ncRNA), que establecen una red de interacciones cruzadas.
Los ncRNA y los RNA largos no codificantes (Inc-RNAs), desempeiian
funciones regulatorias en la neurogénesis adulta [135]. Los Inc-RNAs, como
Six3os y Dlxlas, favorecen la diferenciacién neuronal y suprimen la
diferenciacién astrocitica de las NSCs, mientras que otros, como Pnky,
inhiben la diferenciacion [136, 137].

Los miRNA regulan la expresién génica al unirse a regiones no
traducidas de los RNAm objetivo, inhibiendo la sintesis proteica. El miR-
124 fomenta la progresién de linajes en la SVZ al inhibir a SOX9 [138],
mientras que el miR-137 impide la diferenciacién y estimula la
proliferacién de las NSC mediante la modulacion de Ezh2 [139].

Reguladores del ciclo celular

Los reguladores del ciclo celular, como las ciclinas dependientes de
quinasas (Cdks por su nombre en inglés: cyclin-dependent kinases), HDACs
e inhibidores de las ciclinas dependientes de quinasas (CKls por su nombre
en inglés: cyclin-dependent kinases inhibitors), desempefian un papel
crucial en la neurogénesis.
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En el hipocampo adulto, la inhibicién de Cdké6 alarga la fase G1,
promoviendo la salida prematura del ciclo celular y la diferenciacién [140].
La sobreexpresion de Cdk4-ciclina D1 produce una expansion de la reserva
de NSCs en detrimento de la diferenciacidén neuronal, lo que conduce a una
disminucién en la neurogénesis [141]. En la SVZ adulta, la ausencia del gen
antiproliferativo PC3/Tis21 incrementa la expresidn de las ciclinas D1y D2,
acelerando la proliferacion de las NSCs [142].

Cdk5 se activa principalmente en células postmitéticas del cerebro
regulando la migracién, diferenciacién neuronal y la plasticidad sindptica
[143]. Estudios en ratones knockout sugieren que Cdk5 es crucial para la
arquitectura y orientacién de la cadena de neuroblastos en la SVZ del
cerebro adulto [144].

Las ciclinas D1y D2 son proteinas esenciales para la diferenciacién
de las NSCs en el DG. La ciclina D2 es necesaria para el compromiso de las
NSCs con la diferenciacién neuronal, mientras que la ciclina D1 es
indispensable para la diferenciacién astrocitica [145, 146].

La HDAC3 regula la proliferacion de las NSCs y NPCs mediante la
estabilizacion de la Cdk1 [147].

Los CKls comprenden integrantes de las familias Cip/Kip (p21cip1,
p27kipl y p57kip2) e Ink4 (pl6lnk4a, p15Iinkdb, p18Iinkdc y pl19ink4d.
p57kip2 controla la duracion de la fase G1 y la salida del ciclo celular en
NPCs. En neuronas posmitdticas promueve la formacidon de neuritas
inmaduras, la migracién neuronal y el transporte axonal. También es
esencial para la maduracion de las espinas dendriticas y la memoria a largo
plazo en el hipocampo adulto [148].

Metabolismo

Las neuronas de mamiferos dependen exclusivamente de la
glucosa como su principal fuente de energia, y su metabolismo est3
rigurosamente regulado durante la diferenciacién y la degeneracién
neuronal [149, 150].

Durante la diferenciacién neuronal, se produce una importante
reorganizacion metabdlica, caracterizada por la transicién de la glucdlisis
aerdbica a la fosforilacién oxidativa en las NPCs que se transforman en
neuronas [151]. Esta transicion se manifiesta mediante la reduccion en la
expresion de hexoquinasa (HK2) y lactato deshidrogenasa (LDH) , asi como
por un cambio en la isoforma de la piruvato quinasa de PKM2 a PKM1.
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Ademds, la diferenciacién neuronal se asocia con el aumento de la
expresion de reguladores clave de la biogénesis mitocondrial, incluyendo
a la proteina 1o coactivadora del receptor activado por el proliferador de
peroxisomas (PGC-1la por su nombre en inglés peroxisome proliferator-
activated receptor y co-activator 1a), ERRy y TFAM. El aumento de la masa
mitocondrial proporcional al crecimiento neuronal sugiere que la
activacion de la biogénesis mitocondrial contribuye al crecimiento celular,
incluyendo el desarrollo axonal y dendritico [152].

Durante la diferenciacién terminal de las neuronas corticales, se
observa un aumento en el metabolismo de la glucosa, caracterizado por
una mayor captacion de glucosa y una mayor expresion GLUT3. La
glucdlisis aerdbica en las neuronas es crucial para mantener la elongacién
axonal y la sinaptogénesis. La produccion de metabolitos como acetil-CoA,
es esencial para la sintesis de lipidos necesarios para la expansion de la
membrana durante el crecimiento de las neuritas. Esta reprogramacion
metabdlica estd mediada por la activacion del eje PI3K/mTOR [153, 154].
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Figura 4. Regulacion intracelular de la neurogénesis. Imagen tomada de[155].

La glutamina también desempena un papel significativo en la
homeostasis energética celular, ya que puede convertirse en glutamato y
luego en oa-cetoglutarato que sera oxidado en el ciclo del acido
tricarboxilico para sintetizar ATP. La diferenciacién neuronal terminal
también esta asociada con un aumento en el metabolismo de la glutamina,
lo que resulta en un aumento en la expresidon de neurotransmisores como
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el glutamato y el GABA, y una mayor actividad del ciclo del acido
tricarboxilico [153].

3.1.3.3 Regulacién ambiental/entorno

La regulacion de la neurogénesis adulta esta influenciada por
diversos estimulos fisioldgicos, patolégicos y ambientales. La actividad
fisica, por ejemplo, promueve la proliferacion celular en el hipocampo.
[156], mientras que el aprendizaje de nuevas habilidades, la interaccién
social y actividades que fomentan la estimulacién mental, favorecen la
supervivencia de nuevas neuronas. [33]. En contraste, el estrés crdnico, la
depresién y la inflamacidn local o sistémica, tienen un efecto negativo en
la neurogénesis [157].

3.1.4 Neurodegeneracion

La neurodegeneracién, un conjunto de enfermedades que afectan
progresivamente el sistema nervioso, se asocia estrechamente con el
envejecimiento. Esta relacion se fundamenta en los cambios que ocurren
en el microambiente cerebral a medida que avanzamos en edad. Entre los
diversos factores de riesgo para la neurodegeneracion, los biomarcadores
del envejecimiento cobran especial relevancia [158].
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Se han identificado doce caracteristicas distintivas del proceso de
envejecimiento. Cada una de estas caracteristicas se ha relacionado con la
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patogénesis de al menos una enfermedad neurodegenerativa [17, 160].
Entre las mas relevantes encontramos:

Agotamiento de las células madre: la neurogénesis adulta
disminuye con la edad debido al agotamiento de las NSCs en el hipocampo.
Este fendmeno esta relacionado con el deterioro cognitivo asociado al
envejecimiento [161].

Disrupcion metabdlica: la disminucién del transporte de glucosa 'y
de los niveles de oxigeno en el cerebro son fendmenos que ocurren
durante el envejecimiento normal. Estas alteraciones pueden conducir a
trastornos neurodegenerativos, como AD, PD y enfermedad de Huntington
[162]. En animales con deficiencia de insulina como en ratones con
resistencia a la insulina, la diabetes afecta negativamente a la plasticidad
sindptica y la neurogénesis del hipocampo, asi como a los déficits
cognitivos asociados, a través de un mecanismo mediado por
glucocorticoides [163].

Inflamacién crénica: el envejecimiento induce un estado de
neuroinflamacidn crénica, caracterizado por la activacion de células gliales
como la microglia y los astrocitos, asi como la infiltraciéon de macréfagos
periféricos. Estas células liberan diversas moléculas proinflamatorias,
como citoquinas, quimiocinas, neurotransmisores y especies reactivas de
oxigeno (ROS); que generan un ambiente toxico para las NSCs y reducen la
neurogénesis. La neuroinflamacién crénica se ve aumentada por otros
factores como el estrés oxidativo y la disfuncion mitocondrial,
contribuyendo no solo a la disminucién de la neurogénesis sino también a
la neurodegeneracion y a enfermedades como AD y PD [164].

Agregacion de proteinas: las enfermedades neurodegenerativas
mas prevalentes, AD y PD, comparten la caracteristica comun de la
agregacion de proteinas, a pesar de sus diversos sintomas clinicos. En AD,
la formacién de placas seniles que contienen péptido B-amiloide (AB)
extracelular y ovillos neurofibrilares (NFTs) intraneuronales son las
principales caracteristicas patogénicas. En el Parkinson, la acumulacién de
alfa-sinucleina (a-syn) mal plegada es el sello distintivo de la enfermedad
[165].

La comprensidn de los mecanismos que regulan la neurogénesis abre
nuevas posibilidades para el disefno de nuevas moléculas capaces de
modular los mecanismos moleculares que la regulan, potenciando su
capacidad para regenerar el tejido cerebral dafiado, lo que permitiria el
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tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, como AD, PD, la
depresién, accidentes cerebrovasculares y lesiones cerebrales.

3.2 AGEs

Los AGEs constituyen un grupo heterogéneo de compuestos que se
forman tanto exégena como enddgenamente, a través de diversos
mecanismos y a partir de una amplia variedad de precursores (Figura 6).
Las reacciones que conducen a la formacién de AGEs son conocidas desde
hace mds de un siglo, remontandose a la descripcién inicial de Maillard en
1912.

3.2.1 Formacion de los AGEs

La formacion de AGEs ocurre mediante un proceso denominado
glicacién no enzimatica. En la fase inicial de este proceso, el grupo
carbonilo electréfilo de un azucar reductor se condensa con un grupo
amino libre (especialmente residuos de lisina o arginina) presentes en
proteinas, lipidos o acidos nucleicos. El grupo carbonilo puede derivar de
una aldosa, como la D-glucosa, o una cetosa, como la D-fructosa. Las
cetosas pueden ser generadas in vivo a través de la ruta poliol, donde la D-
glucosa se reduce a sorbitol mediante la aldosa reductasa y luego se
convierte en D-fructosa por la accion de la sorbitol deshidrogenasa [166].

Los compuestos formados en esta reaccion reversible son
inestables y se conocen como bases de Schiff. Estas bases de Schiff se
reorganizan estructuralmente para formar de un producto de Amadori
estable mediante la ruta de Maillard, o a un producto Heyns por la ruta del
poliol [167]. Estos compuestos, conocidos como productos de glicacion
temprana, incluyen AGE derivados de fructosa (Fru-AGE) y de glucosa (Glu-
AGE). Ejemplos relevantes de esta ultima categoria son la hemoglobina
glicosilada (HbA1c) y la albumina sérica humana glucosilada (gHSA), que
sirven como marcadores de estados hiperglucémicos, resistencia a la
insulina y diabetes [168-170].

Los productos de glicacion temprana experimentan una serie de
reordenamientos estructurales a través de reacciones como ciclacion,
deshidratacién, condensacién, entrecruzamiento y polimerizacidn para
producir los carbonilos reactivos. Entre los ejemplos mas destacados se
encuentran el glioxal (GO), metilglioxal (MGO), el gliceraldehido, el
glicolaldehido, el diacetilo y la 1y 3-desoxiglucosona [171].
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Figura 6. Proceso de formacion de los AGEs. Abreviaciones: derivados de glucosa (Glu-AGEs), derivados
de fructosa (Fru-AGEs), derivados de glicoxal (GO-AGEs), derivados de metilglioxal (MGO-AGES),
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Existen diversas vias in vivo que también pueden generar
carbonilos reactivos. Por ejemplo, el MGO y el gliceraldehido pueden

producirse durante la glucdlisis (a partir de gliceraldehido-3-fosfato (GAP))

o la fructdlisis (a partir de fructosa 1-fosfato). La oxidacion de la glucosa y
el metabolismo de la D-fructosa, que produce triosa fosfato y fructosa 3-
fosfato, son otros ejemplos que conducen a la formacidn de esta clase de

compuestos [166].
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Es importante destacar la existencia de otro grupo significativo de
compuestos, los productos finales de lipoxidacién avanzada (ALE), que se
originan a partir de los carbonilos reactivos formados como resultado de
la peroxidacion lipidica [166].

Los carbonilos reactivos pueden condensarse adicionalmente con
los grupos amino de lisinas y argininas, en una reaccion similar a la de
Maillard. Estas reacciones producen una amplia variedad de AGEs finales,
gue generalmente se clasifican en dos categorias: aductos de proteinas y
entrecruzamientos de proteinas [166, 171].

Algunos de los AGEs mejor caracterizados son Ne—carboxymethyl-
lysine (CML), la pentosidina, pirralina, MGO, dimero de metilglioxal-lisina
(MOLD) y dimero glioxal-lisina (GOLD) [173].

3.2.2 Tipos de AGEs

Los AGEs se han detectado tanto en la sangre y los tejidos humanos
como en los alimentos. Debido a su diversidad, pueden clasificarse en
varios grupos segun diferentes criterios, como su origen, los precursores
involucrados, su estructura quimica, su capacidad de fluorescencia, su
peso molecular y su toxicidad para el organismo.

La acumulaciéon de AGEs puede ocurrir a través de dos vias
principales: exdgena y enddgena.

3.2.2.1 AGEs exo6genos

Los AGEs exdgenos se encuentran en una gran variedad de
alimentos [174]. Los AGEs exdgenos se encuentran ampliamente
presentes en la dieta occidental moderna. El procesamiento térmico de los
alimentos, en particular mediante métodos de calor seco como la coccién,
la fritura, el asado, la parrilla y el horneado, incrementa significativamente
la concentracion de AGEs [175]. Ademas, los alimentos procesados suelen
contener aditivos quimicos y altos niveles de azlcares y grasas, lo que se
hace para mejorar su conservacion, seguridad, apariencia y sabor,
contribuyendo a la generacién de AGEs derivados de alimentos, conocidos
como glicotoxinas [176].

Se ha demostrado que los AGEs de la dieta contribuyen
significativamente al total de AGEs en el organismo, con una tasa de
absorcion que varia entre el 10 % y el 30 %. La farmacocinética de los AGEs

51



ANTECEDENTES

exogenos esta influenciada por varios factores, como su tamafo
molecular, la complejidad de su estructura quimica y las interacciones con
la microbiota intestinal de los AGEs no absorbidos.

Procesamiento

Producto de la Rango de Productos Finales de Glicacion

Reaccion de Maillard dipoide;Aimentos deilos Avanzada en Diferentes Alimentos
Alimentos
. 8 o " Papas fritas: 272-570 ug/kg™'
Acrilamida Allmecr;::z rl(;osa:r;r:::ldon. Zr::lrléA;aJna\eI:r Productos de panaderia: 75-1044 pg/kg™'
Pap: 2 P $ Cereales de desayuno: 149 pg/kg™'
: -1
Alimentos ricos en PUFA, Asar, Freir, Café e""."esf" 936 "9’2
Furano carotenoides, o alimentos que Caramelizar, Papas fritas: 259 ng/g
AN S Comida para bebé en frascos: 8.5 ng/g™'

contienen vitaminas Pasteurizacion

Jugo de naranja: 7.0 ng/g™"'

Férmula infantil, leche y Mantequilla de cacahuete: 5-7 mg/100 g de proteina

productos lacteos, huevos
CML cocidos, mantequilla de
cacahuete, carne de res, pollo,

Asar, Quemar, Chocolates con leche: 0.01 mg/100 g de proteina
Hervir, Hornear, Muestras de leche: 2.7 mg/100 g de proteina
Asar a la parrilla,  Pan blanco, huevos hervidos: 11.2 mg/100 g de

Tostar proteina
came. Pollo asado: 5-500 pg/100 g de producto
CEL Pasteles, papas fritas, Hornear, Asar, Pescado de aguas profundas: 2.49-249 ng/mL,
mantequilla de cacahuete Freir Mantequilla de cacahuete: 7 mg/100 g de producto

Pasteurizacion, Jugos de frutas: 410 mg/L
Hervir, Hornear, Vinagre balsamico: 2622 mg/L
Procesamientoa  Galletas: 385 mg/kg

alta presion Refrescos carbonatados: 0.3-1 mg/L

Metilglioxal, glicoxal, 3-

- Jarabe de maiz de alta fructosa
deoxiglucosona

Tabla 1. Productos de glicacion avanzada exégenos cominmente encontrados, medidos mediante HPLC y ELISA,
y su rango aproximado en consumibles. Basada en [174].

Los AGEs de bajo peso molecular (<5 kDa) se absorben facilmente y otros
como la fructosa-lisina y la CML se unen a péptidos de menos de 1000 Da
que facilitan su absorcion [177]. Por otro lado, los AGEs de alto peso
molecular no son absorbidos en el intestino, sino que llegan al colon,
donde son metabolizados por la microbiota intestinal, ya que ciertas
bacterias poseen enzimas que degradan las proteinas glicadas
[178].Ademds, los AGEs pueden alterar el microbioma intestinal vy
desencadenar una respuesta inflamatoria, afectando la integridad de la
barrera intestinal y aumentando las citoquinas inflamatorias en la
circulacion sistémica [179, 180].

Una vez absorbidos, los AGEs se distribuyen por diversos tejidos,
como el higado y los rifiones, donde pueden acumularse cuando
sobrepasan los sistemas para su detoxificacion [181]. Una vez en la
circulacion sistémica, los AGEs de bajo peso molecular se excretan
principalmente por los rifiones mediante filtracién glomerular. Varios
estudios han demostrado que tanto los AGEs libres como los unidos a
peptidicos pueden ser reabsorbidos en el tubulo proximal renal [182, 183].
El humo del tabaco también contiene productos de glicacion altamente
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reactivos que pueden provocar la formacién de AGEs en el organismo
[184].

Varias enzimas y sistemas de detoxificacion participan en la
degradacién de AGEs. Por ejemplo, el receptor de productos finales de
glicacion avanzada 1 (AGE-R1), presente en los macréfagos induce la
endocitosis de AGEs e inhibe la activacion del receptor de AGEs (RAGE)
asociada al factor de transcripcién nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB)). La eliminacién vy
depuracién de AGEs enddgenos dependen del transporte mediado por
receptores hacia las células, donde pueden ser degradados en los
lisosomas [171, 181, 185].

Se ha demostrado que los AGEs exdgenos poseen efectos
proinflamatorios y prooxidantes, mientras que una restricciéon dietética de
alimentos ricos en AGEs se ha asociado significativamente con una
reduccién tanto en la inflamacién como en las modificaciones de proteinas
[186, 187].

3.2.2.2 AGEs enddgenos

Los AGEs se generan de forma natural en todos los tejidos y fluidos
del organismo como parte del metabolismo normal de los azucares, a
través de reacciones de glicacion no enzimaticas. En individuos sanos, los
niveles de proteinas plasmaticas glicadas suelen ser inferiores al 3 % y su
acumulacién gradual estd asociada al envejecimiento. La formacion de los
AGEs es lenta en condiciones fisioldgicas, y estos tienden a acumularse
principalmente en proteinas con una vida media larga, como las de la ECM,
la mielina, el cartilago y el cristalino [188].

Si bien la formacién de AGEs es un proceso natural asociado al
envejecimiento, diversas condiciones patoldgicas la aceleran de forma
considerable, como la hiperglicemia sostenida, el estrés oxidativo, la
obesidad, la insuficiencia renal crénica, la deficiencia en glioxalasa o
procesos autoinmunes e inflamatorios [189]. Ademas de la reaccién no
enzimatica de formacion de AGEs, la autoxidacidn de la glucosa a través de
la via del poliol y la peroxidaciéon lipidica también generan los a-
oxoaldehidos, que son precursores de AGEs [190]. En condiciones de
hiperglucemia sostenida, como en la diabetes mellitus tipo 2, se ha
demostrado que la glucosa puede ser tdxica para las células, ya que un
exceso de glucosa puede sobrecargar la via glucolitica [191]. Un paso
critico en la glucdlisis es la conversion de glucosa en dihidroxiacetona
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fosfato (DHAP) y GAP mediante la enzima triosa fosfato isomerasa (TPI).
Cuando la actividad de TPI es insuficiente, DHAP se acumula, lo que
conduce a la formacidon espontanea de MGO, una molécula altamente
reactiva capaz de causar dafio celular [192].

3.2.3 Detoxificacion de los AGEs

Los AGEs enddgenos son detectados por los receptores scavenger
en los macrofagos, que los fagocitan y los degradan parcialmente en AGEs
de bajo peso molecular. Estos péptidos contienen intermediarios
carbonilos reactivos que amplifican el dafio tisular [171].

Ademas, en el organismo existen diversos sistemas enzimaticos
gue contrarrestan la formacién de AGEs a partir de precursores MGO,
glicoxal y 3-deoxiglucosona (3-DG). Estos compuestos son susceptibles a
los efectos de detoxificacion de varias enzimas, como la aldosa reductasa
dependiente de NADPH, la aldehido deshidrogenasa y la 2-oxoaldehido
deshidrogenasa, asi como el sistema glioxalasa. Este ultimo consiste en
dos enzimas, la glioxalasa | (GLO1) y la glioxalasa Il (GLO2), y una cantidad
catalitica de glutation (GSH). Sin embargo, durante el estrés oxidativo, la
concentracion de tioles se reduce, lo que impide la detoxificacidon de los a-
oxoaldehidos y promueve su acumulacion. Por otro lado, un sistema
enzimatico reductor se encarga de detoxificar el 3-DG a 3-desoxifrutosa, la
cual luego es excretada por la orina. La enzima fructosamina 3-quinasa
(FN3K) fosforila y desestabiliza los productos de Amadori, lo que lleva a su
descomposiciéon espontdnea [193, 194]. La via de detoxificacion de DJ-
1/Park7, también conocida como la familia de desglicasas de Maillard DJ-
1, tiene la capacidad de reparar intermediarios tempranos de glicacién y
residuos glicados de guanina en acidos nucleicos y nucleétidos. DJ-1 es una
proteina multifuncional de respuesta al estrés que, a pesar de no depender
de GSH, funciona de manera similar al sistema de glioxalasa y entre sus
sustratos se incluyen aminoacidos y proteinas glicadas [195, 196].

Las vias antiglicacion suelen focalizarse Unicamente en los
intermediarios de la glicaciéon, ya que una vez generados, los AGEs se
acumulan y se vuelven insolubles. Aun asi, existen mecanismos
intracelulares de degradacion que contribuyen a eliminar estos aductos
toxicos. Entre ellos se encuentran el sistema ubiquitina-proteasoma (UPS)
y la autofagia, que pueden funcionar de manera independiente o en
cooperacion. Parece que la autofagia podria tener un papel importante en
la degradacién de complejos de alto peso molecular que no pueden ser
eliminados por el proteasoma. Alternativamente, la eliminacién de los
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AGEs por autofagia se podria considerar como un mecanismo
compensatorio ante la inhibicion parcial de la actividad del UPS, la cual esta
mediada por productos de glicacién [197, 198].

La importancia de las vias de detoxificacion de AGEs se ilustra
claramente en el contexto del envejecimiento normal, incluso en ausencia
de hiperglucemia. Por ejemplo, se ha demostrado que las glicotoxinas se
acumulan en enfermedades relacionadas con el envejecimiento, como AD,
la insuficiencia renal y las enfermedades cardiacas [199]. Esta acumulacidn
de AGEs en estas enfermedades también se encuentra en proteinas
patolégicamente vinculadas, como la tau asociada a AD o la a-sinucleina
asociada a la enfermedad de Parkinson [200, 201]. La acumulacién de
glicotoxinas dependiente de la edad podria ser parcialmente consecuencia
de una disminucién gradual de las capacidades proteoliticas durante el
envejecimiento normal [197]. Ademas, la pérdida de actividad de la
glioxalasa con la edad podria aumentar la formacidon de dicarbonilos
reactivos, lo que tendria un efecto perjudicial y aditivo en el aclaramiento
disminuido de los AGEs relacionado con la edad [202].

3.2.4 Mecanismos fisiopatoldgicos de los AGES

El desarrollo y la progresion de enfermedades cronicas
degenerativas estan estrechamente relacionados con los niveles elevados
de AGEs. Estas enfermedades incluyen la diabetes [203], enfermedades
cardiovasculares [204-206], obesidad [207], trastornos neuroldgicos [193,
208, 209], algunos tipos de cancer [210, 211], asi como todas aquellas
patologias en las que intervienen los mecanismos de estrés oxidativo y los
procesos de senescencia [208].

Los efectos perjudiciales de los AGEs se deben principalmente a dos
mecanismos fundamentales: la modificacion de la estructura y funcion de
biomoléculas y su unién a sus receptores celulares.

3.2.4.1 Modificacion de la estructura y funcion de
biomoléculas:

Un efecto particularmente perjudicial de los AGEs es su capacidad
para provocar el entrecruzamiento de proteinas. Este mecanismo de
entrecruzamiento covalente, que ocurre tanto de manera intermolecular
como intramolecular, afecta la estructura y funcién de diversas
macromoléculas, incluyendo proteinas séricas, lipidos, enzimas, proteinas
de la ECM y DNA. Este proceso causa un dafio irreversible y altera
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significativamente sus funciones. Los entrecruzamientos producen una
pérdida de la funcidn de proteinas y enzimas, haciéndolas resistentes a la
digestion proteolitica, creando sitios cataliticos para la formacién de ROS,
reduciendo su capacidad de degradacién, y provocando un
reconocimiento y aclaramiento anormal por parte de los receptores.

Ademads, los AGEs son proinflamatorios, modifican la sefalizacidon
intracelular y causan diversas alteraciones metabdlicas y bioquimicas. Esta
inflamacién crénica generada por los AGEs no solo contribuye al dafio
celular, sino que también incrementa la produccion de RQOS, creando un
circulo vicioso que amplifica el estrés oxidativo y el dafio tisular. Los niveles
elevados de ROS exacerban aun mas el dafio provocado por los
entrecruzamientos, afectando a macromoléculas criticas y potenciando los
efectos nocivos de los AGEs.

Un ejemplo de las consecuencias de estos entrecruzamientos es la
glicacién del DNA, que produce DNA-AGEs inmunogénicos, asociados con
diabetes, enfermedades neurodegenerativas y cancer. La glicacion de
proteinas de vida media larga de la ECM altera sus propiedades fisicas y
biomecanicas, especialmente en el envejecimiento y la diabetes. La
glicacién del colageno, tipo | afecta a su estructura normal, alterando la
disposicion molecular del tropocoldgeno y evitando el deslizamiento
molecular interfibrilar en tendones endurecidos. La glicacién de la elastina
también tiene efectos negativos, ya que induce un entrecruzamiento
postraduccional que reduce la viscoelasticidad, lo que endurece la piel y el
sistema vascular. También se ha observado que la glicacién de la a-
cristalina del cristalino se asocia con la reduccién de la transparencia y el
aumento de la dispersién de luz en cataratas diabéticas y asociadas a la
edad [212-214].

3.2.4.2 Unidn a receptores celulares

Los AGES son reconocidos por receptores celulares que los
internalizan y degradan, pero también pueden modular las funciones
celulares al unirse a receptores y activar posteriormente diversas vias de
sefalizacidon que producen estrés oxidativo, inflamacion, alteracién de la
homeostasis metabdlica y modificaciones epigenéticas [213].

3.2.5 Receptores de los AGES

El RAGE es el receptor de AGEs mas estudiado. Ademas, se han
identificado otros receptores de AGEs, como el AGE-R1/0ST-48, el AGE-
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R2/80K-H y el AGE-R3/galectina-3, asi como miembros de la familia de
receptores de scavenger Tipo | y Il (SR-AI/II), tipo B clase | (SR-BI), CD36 y
receptores tipo Toll (TLRs por su nombre en inglés Toll-like receptors (Toll-
like receptors). La expresién de estos receptores varia segln el tipo de
célula o tejido y se ve afectada por cambios metabdlicos, como el
envejecimiento, la diabetes y la hiperlipidemia [215].

3.2.5.1 RAGE

El RAGE es una proteina transmembrana perteneciente a la
superfamilia de inmunoglobulinas de moléculas de superficie celular. En
humanos, es codificada por el gen RAGE localizado en el cromosoma 6, en
la regién del Complejo Mayor de Histocompatibilidad 11l (MHC class Ill), lo
gue sugiere su participacion en los procesos de respuesta del sistema
inmunolégico. Este gen comprende 11 exones y da lugar a diversas
isoformas de la proteina. La forma completa de RAGE (fl-RAGE) presenta
una estructura que consta de una region extracelular que incluye una
region variable (V), seguida de dos dominios constantes (C1 y C2), los
cuales son sitios de union para sus ligandos. La cola citosdlica de fl-RAGE
es esencial para la sefializacidon intracelular [216, 217].

El transcripto primario de RAGE experimenta splicing alternativo y
escisiones proteoliticas para generar isoformas truncadas. La forma
truncada N-terminal pierde su capacidad de unién a ligandos, mientras que
la eliminacion del extremo C-terminal genera RAGE solubles (SRAGE). Estas
formas se generan por la accion de metaloproteasas a partir del fl-RAGE.
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Figura 5. Estructura de RAGE y modelo de sSRAGE. Imagen tomada de [217].
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Los sRAGE, al carecer del dominio transmembrana, funcionan como
receptores sefiuelo al ser liberados al espacio extracelular, donde
interactuan con los ligandos de RAGE, previniendo la sefalizacion celular.
Por otra parte, el RAGE dominante negativo (dnRAGE), que carece de la
cola citosodlica, bloquea la activacion y senalizacion de RAGE. Ambas
isoformas, sRAGE y dnRAGE, interfieren con la transduccidon de sefales
téxicas de fl-RAGE y desempenan un papel antagonista en la transduccién
de sefiales de AGEs/RAGE [218-221].

El RAGE suele estar presente en niveles bajos en la mayoria de los
tejidos, aunque se expresa en mayor medida en pulmdn, corazén y
musculo esquelético. Asimismo, se expresa en células musculares lisas,
monocitos, macrofagos, células endoteliales, microglia y astrocitos. Sin
embargo, su expresion aumenta en enfermedades como diabetes mellitus,
enfermedad cardiovascular, AD, cancer y durante el envejecimiento. Este
aumento se debe a una sobreexpresion de RAGE, resultado de un feed-
back positivo inducido por sus ligandos [24, 222, 223]. Aunque el RAGE no
es esencial en el inicio de la patogénesis, si juega un papel en su desarrollo
y progresion [217].
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3.2.5.2 Ligandos

Antes de unirse a sus receptores, los AGEs, son parcialmente
eliminados por sistemas enzimaticos, el sistema proteasomal o bien, por
las formas solubles de RAGE. Otros complejos de AGE-receptor (AGER),
como AGER1/0ST-48 y AGE-R3/galectina-3, asi como algunos miembros de
los receptores scavenger, también contribuyen a la desintoxicacion al
internalizar los AGEs para su degradacion.

Ademas de los AGEs, el RAGE también regula los efectos de otros
ligandos extracelulares, tales como proteinas de alta movilidad del grupo
1 (HMGB1 por su nombre en inglés high mobility group box 1), miembros
de la familia de las S100/calgranulinas, fibras amiloides, péptido [3-
amiloide y productos avanzados de oxidacion de proteinas (AOPPs) [217].

3.2.6 Vias de sefalizacion de los AGEs

La activacion de RAGE desencadena la generacion de especies
reactivas de oxigeno ROS y la activacion de varias cascadas de sefializacion
intracelular, como la via de las proteinas quinasas activadas por mitdogenos
(MAPKs por su nombre en inglés mitogen-activated protein kinases) , ERK
1/2, p21ras, p38, Janus quinasa/Transductores de sefial y activadores de
proteinas de transcripcion. (JAK/STAT por sunombre en inglés transducers,
and activators of the Janus kinase signal from transcription ), SAPK/JNK y
la fosfoinositol 3 quinasa (PI3K). Esta activacion a su vez induce la
activacion de factores de transcripcion como NF-kB, CREB, AP-1y STAT3.
Estos factores de transcripcion promueven la proliferacién celular, la
inflamacidn, la angiogénesis y la apoptosis [171].

Los AGEs inducen la produccién intracelular de ROS mediante
varios mecanismos, como la disfuncién mitocondrial y la activacion de las
NADPH oxidasas, asi como la interaccidén redox entre ambos. Este aumento
en la carga de ROS conlleva a la reduccién de las enzimas antioxidantes y
los niveles de GSH celular, lo que a su vez aumenta la expresion de la
NADPH oxidasa, la éxido nitrico sintasa (NOS) y la ciclooxigenasa (COX)
[213].

En consecuencia, la actividad de enzimas como la superdxido
dismutasa (SOD) y la catalasa, asi como otras defensas antioxidantes
endégenas como el GSH y el acido ascérbico disminuyen de manera
indirecta. De hecho, el estrés oxidativo estd estrechamente relacionado
con la glicacién, ya que la disminucién de GSH también reduce la actividad
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de la GLO-1, lo que aumenta las concentraciones de glicoxal y MGO,
formados de manera no enzimatica en la glucdlisis, y conduce a la
formacion de los AGEs [224].

Estas alteraciones estimulan la infiltracién de macrofagos,
aumentan la expresion de citoquinas inflamatorias, moléculas de adhesién
y proteinas de la ECM, lo que conduce a una sobreexpresién de TGF-j,
fibronectina y colageno. Este desequilibrio en el estado redox intracelular
desencadena un mayor estrés oxidativo en el reticulo endopldsmico, lo
que provoca disfuncién mitocondrial, altera la homeostasis redox vy
contribuye a la propagacién del estrés oxidativo, desencadenando
respuestas inflamatorias y activando la oxidacion de LDL. Ademas, la
expresion de RAGE se incrementa en respuesta a una retroalimentacién
positiva inducida por la activacion de NFkB a través del eje AGEs/RAGE. La
inflamacidn sostenida impulsada por AGEs/RAGE/NFkB y la activacion del
estrés oxidativo en cascadas de sefializacion desempefian un papel
importante en la patogénesis de las complicaciones diabéticas [213, 225].

O—»@U CK—H\—>

)
‘O" Exo-

genous

Further protein
modifications/cross-linking
» Collagen >
.@ \ AGE-protein
Hemoglobin Cross-links

Proteins

W
AGEs, 2
glela :
AGE-MEDIATED z czEz PROCESSING
SIGNALING B E OF AGEs

intracellular

q ,P/ /7_“\, Receptor-mediated /’
NADPH Ras endocytose
o Jak 2| Jak 1 ()xldu: p21
Statl ‘ | Stat3 //,_‘\
T — ) Receptor

Endosome {

Rus RAF-1 || MEKKI || MEK36 | e ) recscing
{ N bound AGE .
M —_—
Statl || Statl NFB m.m/z Separation  / V4 N\
P65/pS0 AGEs and ( e )
— P52 ) receptor A\ A
ERK | INK MAPK S ﬁ\
J p38 7 o X v Y
0 | Bt ) Fusi [ \ '
usion [ @ ) \
Statt || Statl endosome & | |
Iysosome ( I
IRP1 \ /
/ 1 \\\ 4
11Sap Lysosomal /fi\k
ht IRSE oom( \ o degradation \ AGE
- "“’“““"‘* of AGEs via \ peptides
B cathepsins u% e
e \ elimination/
clearance
Nucleus [

Figura 6. Sefializacion mediada por AGEs y desintoxicacion de AGEs a través del sistema lisosomal. Imagen
tomada de [171].

3.2.7 Patologias asociadas a los AGEs

La poblacion mundial estd experimentando un envejecimiento
progresivo. La diabetes mellitus tipo 2 se ha convertido en uno de los
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principales trastornos metabdlicos, con una prevalencia creciente en este
grupo demografico. La formacién y acumulacién de AGEs aumenta con la
edad y en condiciones de inflamacion, acelerdndose aun mas en presencia
de hiperglicemia prolongada. Los AGEs desempefian un papel fundamental
en la patogénesis de las complicaciones diabéticas, asi como en trastornos
musculoesqueléticos y neurodegenerativos [24, 189, 226].

3.2.7.1 Implicacion de los AGEs en enfermedades
neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas, como la AD, PD, la
esclerosis lateral amiotrofica (ELA), enfermedad de Huntington y la
enfermedad pridnica, entre otras, se caracterizan por la pérdida gradual y
progresiva de neuronas, el dafio en la red de conexiones sinapticas, asi
como por la acumulacion de proteinas mal plegadas y/o agregadas en el
cerebro [227].

Las enfermedades neurodegenerativas se  consideran
multifactoriales, observandose interacciones entre factores genéticosy no
genéticos. Entre los factores no genéticos se encuentran el estrés
oxidativo, las modificaciones postraduccionales, la pérdida de Ila
proteostasis y disfuncion mitocondrial. Todos estos factores pueden
conducir a una disminucién de la neurogénesis adulta, al mal plegamiento
de proteinas y a la formacidn de inclusiones proteicas patogénicas,
elementos clave en el desarrollo de estas enfermedades [228, 229].

Ademas, estudios recientes han revelado la participaciéon de los
AGEs en diversas consecuencias patoldgicas asociadas con el inicio de la
neurodegeneracion, tales como la alteracién de la BHE, remodelacién de
la ECM, la neuroinflamacién, el aumento del estrés oxidativo, la
modificacién de proteinas clave para la funcién neuronal y la activacion de
la via RAGE [25].

3.2.7.1.1 Modificacién de proteinas

La formaciéon de entrecruzamientos moleculares de proteinas
inducida por los AGEs conduce a un plegamiento incorrecto y a la
formacion de agregados proteicos tdxicos asociados con varias
enfermedades neurodegenerativas. Los cuerpos de inclusién proteicos,
como los cuerpos de Lewy en PD y las placas seniles en el caso de AD
pueden ser modificados por los AGEs. Esta glicacién potencia la
neurotoxicidad de estas inclusiones. Por ejemplo, las placas seniles de
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pacientes con AD contienen niveles elevados de AGEs y AB glicados en
comparacion con los grupos de control [230]. Ademas, estudios muestran
gue los cerebros de pacientes con hiperglucemia y complicaciones de AD
presentan niveles mas altos de células con AB y Tau glicados, lo que induce
neurotoxicidad a través de la activacién de RAGE y glucégeno sintasa
quinasa-3 B (GSK3pB) [231].

La activacién del RAGE regula la fragmentacion de la proteina
precursora de amiloide-pB (APP) para generar AB, que si puede atravesar la
BHE. La interaccion de AP con RAGE desencadena la activacién de NF-kB a
través de la via MAPK. En cultivos celulares primarios de neuronas, la
activacion de RAGE induce la produccidon de ROS y la activacion de la via de
MAPK, seguida por la activaciéon de Ras. En modelos murinos de AD, la
induccidon de NF-kB mediada por AB/RAGE provoca alteraciones
neuronales y neurotoxicidad, lo que resulta en una pérdida fatal de la
funcién cerebral. En humanos, se ha observado un aumento en la
expresion de RAGE en los cerebros de pacientes con AD [217, 232, 233].

El cerebro de los pacientes con PD presenta cuerpos de Lewy,
compuestos principalmente por a-sinucleina, cuya glicacion agrava la
neurotoxicidad. Esta glicacion genera pequefios oligdmeros altamente
téxicos que inducen estrés oxidativo en las células neuronales. Tanto los
oligdmeros como las formas monomeéricas glicadas pueden generar ROS y
causar estrés oxidativo [234-236].

La principal causa de la ELA suele ser mutaciones en la enzima
superoéxido dismutasa 1 (SOD1), lo que altera la homeostasis redox. Se ha
observado un aumento en la glicacidon de proteinas en pacientes con ELA
qgue tienen la mutacién SOD1 A4V y en ratones transgénicos con la
mutaciéon SOD1 G93A. Esta glicacidn, especificamente en residuos de lisina
122 y 128, reduce la actividad enzimatica y aumenta el estrés oxidativo.
Ademas, la glicacién de SOD1, tanto en su forma normal como mutante,
conlleva a la inactivacidn enzimatica y formacion de amiloides [237-239].

Los AGEs también modifican otras proteinas clave para mantener
la homeostasis de los nichos neurogénicos, como las de la BHE y la ECM.
Estas modificaciones impactan la neurogénesis al reducir la proliferacién,
supervivencia y diferenciacion neuronal.

La integridad de la BHE es esencial para regular el acceso de
sustancias y moléculas al tejido nervioso, manteniendo asi la homeostasis
del SNC. Estda compuesta por células endoteliales microvasculares
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humanas (HBMECs), microglia, astrocitos perivasculares y pericitos. Los
capilares cerebrales estan unidos de manera intima, lo que hace que la
pared interna sea impermeable debido a las proteinas ocludina y claudina
en las HBMECs [240]. Los pericitos, por su parte, se adhieren a la
membrana basal mediante la integrina a1. Estudios recientes han revelado
que los niveles elevados de AGEs pueden reducir la expresion de ocludina
y claudina entre otras (integrina al, PDGF-R1B y Conexina 43). Estos
hallazgos sugieren que la hiperglucemia impacta negativamente en la
funcion de la BHE, lo que se refleja en cambios macrovasculares y una
mayor permeabilidad en pacientes diabéticos. Esto, a su vez, puede
aumentar la respuesta inflamatoria y el riesgo de accidente
cerebrovascular isquémico [241, 242].

La ECM es una red molecular compleja y dindmica que desempena
crucial en la homeostasis del SNC. Su composicién y remodelacién estan
reguladas por diversas enzimas, como las metaloproteinasas de matriz
(MMPs por su nombre en inglés matrix metalloproteinases ), que son
fundamentales para regular la morfogénesis y la plasticidad neuronal. Se
ha relacionado la alteracién de la ECM, especialmente un desequilibrio
entre MMPs e inhibidores de MMPs, con enfermedades
neurodegenerativas [243].Los niveles elevados de glucosa y los AGEs
pueden aumentar la actividad de MMPs, el estrés oxidativo y la disfuncion
de la BHE [244, 245]. Los AGEs aumentan la activacion de la MMP-9, que
degrada el BDNF, y conduce a la inhibicién de la via de sefializacién del
receptor neurotréfico de tirosina quinasa (TrkB), provocando asi la
apoptosis neuronal [246].Ademads, los AGEs pueden afectar a la rigidez de
la matriz de la ECM mediante la glicacién del colageno [247]. La deposicidn
de proteinas toxicas glicadas, como AB, a-sinucleina o TTR, también induce
la remodelacién de la ECM al afectar la regulacién de la expresiéon de varias
MMPs lo que resulta en consecuencias patoldgicas [248-250].

3.2.7.1.2 Neuroinflamacién

Un mecanismo comun en las enfermedades neurodegenerativas
implica la activacién del sistema inmunoldgico, especialmente de la
microglia (los macréfagos residentes del SNC), y la acumulacién de
proteinas mal plegadas o agregadas en el cerebro. Estas proteinas,
resistentes a la degradacién proteolitica y mal plegadas debido a su
acumulacién, resultan citotdoxicas en diversas enfermedades
neurodegenerativas. Se ha observado que muchas de estas proteinas mal
plegadas actian como ligandos de RAGE [251].
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La activacion de RAGE por A incrementa la expresion del factor
estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF) en las células neuronales,
que al unirse a su receptor promueve la liberacién de citoquinas
proinflamatorias [252]. Ademds, otros ligandos de RAGE que se
encuentran desregulados en condiciones de hiperglicemia, como el
lipopolisacarido (LPS), S100/calgranulina, HMGB1, fosfatidilserina,
macrophage 1 antigen (Mac-1/CD11b), componente de complemento
proteico, C3a, estdn implicados la respuesta inflamatoria y afectan la
fisiologia neuronal normal [253].

La interaccion entre RAGE y PECAM-1 facilita la migracion de
monocitos a través de la BHE, induciendo su disfuncion debido a la
respuesta inflamatoria. Mac-1 también contribuye a la adhesion de
leucocitos en el cerebro [254]. La S100/calgranulina de la ECM también se
une a RAGE activando NF-kB, promoviendo la produccion de citoquinas
proinflamatorias y la migracién de monocitos, neutrdfilos y macrofagos
(Xia et al., 2018). La unién de HMG1 con RAGE promueve la translocacién
a la superficie celular de TLR4, a través de la via de sefializacién de MAPKs
que amplifica la respuesta inmunitaria y conduce al dafio neuronal y a la
apoptosis [255].

Un estudio en ratones transgénicos con proteina precursora de
amiloide mutada (mAPP) revelé un aumento significativo en la produccién
de citoquinas proinflamatorias, asi como un incremento en la infiltracion
de microglia y astrocitos, y una carga aumentada de placas de AB. Estos
hallazgos sugieren que RAGE desempefia un papel crucial al potenciar los
efectos inflamatorios de la microglia, lo que resulta en la disfuncion
neuronal caracteristica de AD. Ademas, la uniéon de AB a RAGE en la
microglia activa vias de sefializacion que promueven la produccién de
citoquinas inflamatorias, contribuyendo a la respuesta inflamatoria
exacerbada en esta enfermedad [256].

Las células de la microglia humanas activadas generan vy liberan
complejos de AGE-albimina que aumentan la expresion de RAGE en las
neuronas. Este incremento de RAGE en regiones como el cértex,
hipocampo, cerebelo y sustancia negra promueve la muerte neuronal,
contribuyendo asi a los trastornos neurodegenerativos. Estudios en
cultivos primarios de neuronas humanas han demostrado que Ia
exposicién AGE-albumina activa la via de senalizaciéon de MAPKs, en
concreto de p-p38K, SAPK/c-Jun N-terminal protein kinase (JNK) y p-
SAPK/INK, pero no de pERK1/2 disminuyd. Estos resultados sugieren que
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la AGE-albumina induce la muerte neuronal a través de la activacion de la
via MAPK [223].

3.2.7.1.3 Estrés oxidativo y apoptosis

La activacion sostenida de los astrocitos y la microglia conduce a un
estado cronico de estrés oxidativo que favorece la formacidon de AGEs.
Estos activan el RAGE en células microgliales y neuronales,
desencadenando un mayor estrés oxidativo, dando lugar a un circulo
vicioso. Se ha demostrado que los AGEs pueden inducir apoptosis en
diversas células cultivadas, como células microvasculares, neuronales,
fibroblastos y células mesangiales renales. La interaccidon entre AGEs y
RAGE desencadena la liberacion de IL-8, lo que aumenta el nivel de calcio
intracelular y activa la calcineurina, resultando en la defosforilacion de NF-
AT que se transloca al nucleo celular y activa la expresién de FasL [257,
258]. El aumento de FasL potencia la actividad de las caspasas y provoca la
muerte celular. En otra investigaciéon, se ha demostrado que niveles
elevados de MGO aumentan la actividad de la proteina proapoptdtica Bax
y reducen la expresion de la proteina antiapoptética Bcl-2 en células de
neuroblastoma, y ademas afectan la integridad de las mitocondrias [259-
261].

3.2.7.1.4 Déficit de enzimas redox y glioxalasas

El cerebro es particularmente vulnerable al dafo oxidativo debido
a su alta tasa de consumo de oxigeno y glucosa, asi como a los niveles
elevados de hierro redox-activo en ciertas regiones. Ademas, se postula
que el cerebro contiene niveles relativamente bajos de antioxidantes
como el GSH y la vitamina E, asi como de enzimas antioxidantes como
glutatién peroxidasa, catalasa y SOD. Todos estos factores contribuyen a
un alto nivel de estrés oxidativo en el cerebro, lo que a su vez podria
relacionarse con la patogénesis de las enfermedades neurodegenerativas
[150, 262-264].

Un aspecto crucial de la neurodegeneracion es la disminucidn de la
eficiencia del sistema antioxidante, lo que reduce la capacidad para
neutralizar las ROS. Se ha demostrado que la acumulacién de AGEs
disminuye la expresidn de varios sistemas enzimaticos antioxidantes. Por
ejemplo, se ha observado una disminuciéon de la actividad de la catalasa,
SOD1 y glutatién peroxidasa (GPx) en el plasma de pacientes con ELA
familiar y esporadica [265]. La GPx también se inactiva por gliceraldehido,
MGO y 3-DG [266].
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La relacién entre los AGEs y el sistema antioxidante total también
se ha evidenciado en las enfermedades arteriales periféricas.
Especificamente, se ha detectado un aumento en la pentosidina,
acompaiado de una disminucién en los sistemas antioxidantes, incluida la
vitamina E [267]. Los niveles de glutatién peroxidasa y SOD también
disminuyeron en un modelo de encefalopatia diabética in vitro, utilizando
células HT22 [268].

Ademads, se ha demostrado que la reduccion de la actividad de las
GLO estd vinculada a la neurodegeneracion. En etapas intermedias vy
avanzadas de AD, los pacientes muestran una disminucién de los niveles
GLO1, lo cual se ha relacionado con un aumento en la proporcién
GSSG/GSH, lo que podria empeorar la gravedad de la enfermedad. Esta
disminucién en los niveles de GLO1 conduce a una acumulacion de
compuestos carbonilicos en pacientes con PD y casos esporadicos y
familiares de ELA [269-271].

3.2.7.1.5 Ruta poliol

En el sistema nervioso periférico, la glucosa sanguinea es absorbida
por las células a través de transportadores de glucosa GLUT1 y GLUT3 de
manera independiente a la insulina. En condiciones normoglucémicas, la
hexoquinasa convierte la glucosa celular en glucosa 6-fosfato y se
metaboliza en piruvato por la glucolisis. Sin embargo, en condiciones de
hiperglucemia, la saturacién de la via glucolitica aumenta el flujo de
glucosa a través de la via del poliol, que representa la primera y principal
ruta adicional del metabolismo de la glucosa [167, 173].
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Figura 7. Estrés oxidativo inducido por hiperglucemia y sus implicaciones. Imagen tomada de [272].
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En este proceso, inicialmente, la glucosa se convierte en sorbitol
mediante una reduccién catalizada por la aldosa reductasa, que depende
de NADPH. Posteriormente, el sorbitol se oxida por la accion de sorbitol
deshidrogenasa, dependiente de NAD, para generar fructosa. La fructosa
resultante de la via del poliol se metaboliza en fructosa-3-P, 3-DG y
gliceraldehido, que son potentes agentes de glicacién no enzimatica.
Ademds, la autooxidacion de la glucosa produce H20,, 0%, y OH-, lo que
contribuye al estrés oxidativo en las células. La acumulacién AGEs, la
diabetes y la hiperglucemia activan la via del poliol, lo que puede tener
efectos negativos adicionales en las células y tejidos debido al
desequilibrio redox entre NADH y NAD+. La acumulacidn de sorbitol dentro
de las células genera estrés osmotico y dafio celular, lo que activa los AGEs
y ROS. La activacion de la proteina quinasa C (PKC) puede contribuir a la
inflamacién y al dafio tisular en varias enfermedades [167, 272].

Se considera que la hiperactividad de la via poliol es una causa
principal de la neuropatia periférica diabética [273].

3.2.7.1.6 Efecto de los AGEs en la neurogeénesis

La alteracién de la neurogénesis adulta contribuye a diversas
enfermedades humanas, incluidos los trastornos cognitivos y las
enfermedades neurodegenerativas. [34].

La acumulacién de AGEs en el organismo altera el microambiente
de los nichos neurogénicos, afectando la regulacién de la neurogénesis. En
estudios in vivo con NSCs, se ha demostrado que los AGEs disminuyen la
diferenciacidon neuronal y promueven la diferenciaciéon hacia astrocitos
activando la via de sefalizacién Notch-Hesl. La activacién del receptor
Notch mediante la unién de ligandos produce la liberaciéon del dominio
intracelular del receptor Notch (NICD), que migra al nucleo activando la
transcripcién de genes diana efectores de la via, que inhiben la expresién
de factores de diferenciacién como Asclly Neurog?2 [274].

Otras investigaciones han relacionado los AGEs con la inhibicién de
la diferenciacién de las NSCs [275, 276], con la reduccién de la expresidn
de Bcl-2 que activa la caspasa 3 y disminuye la viabilidad celular de las
NSCs, asi como con alteraciones en la defensa oxidativa y mitocondrial de
las NSCs [277].
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3.2.7.1.7 Via de sefalizacion AGE-RAGE

Las neuronas dependen en gran medida de la insulina para su
supervivencia y funcién. La resistencia a la insulina en el cerebro priva a
estas células de una fuente esencial de energia, lo que desencadena
apoptosis y disfuncién sindptica. Ademas, la disfuncién de la insulina afecta
la homeostasis de la glucosa y la plasticidad sindptica, contribuyendo al
deterioro cognitivo [278].
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Figura 8. La interaccion AGE-RAGE altera la via de sefializacion PI13/Akt/mTOR son factores clave en las
enfermedades neurodegenerativas. Imagen tomada de [279].

La resistencia a la insulina, a través de la via PI3/Akt/mTOR,
aumenta la sintesis y acumulacién de AGEs, intensificando el estrés en el
reticulo endoplasmico y el plegamiento incorrecto de proteinas. La
acumulacién de proteinas mal plegadas conduce a la proteotoxicidad en
las células neuronales y promueve la apoptosis de varias maneras,
incluyendo la citotoxicidad mediada por RAGE [171, 280].

Enfermedades como PD, AD, Huntington y ELA presentan
resistencia a la insulina, altos niveles de AGEs y una via PI3K/Akt/mTOR
alterada [281]. Ademas, la disfuncidn mitocondrial, la autofagia y la
apoptosis, relacionadas con la interaccion AGE-RAGE vy la via
PI3K/Akt/mTOR, son factores clave en la neurodegeneracién [282].
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3.2.8 Estrategias terapeuticas para modular el eje
AGE-RAGE

La modulacién del eje AGE-RAGE ofrece oportunidades atractivas
en el disefio de estrategias para combatir la progresidon de enfermedades
cronicas.

3.2.8.1 Cambios en el estilo de vida

La evidencia cientifica indica que adoptar cambios en el estilo de
vida, como modificar la dieta, incrementar la actividad fisica y dejar de
fumar, es una estrategia preventiva eficaz para diversas enfermedades,
tanto relacionadas con la edad como no. Estas modificaciones pueden
mejorar significativamente multiples pardmetros funcionales y fisioldgicos
[283, 284].

3.2.8.2 Intervenciones terapéuticas para modular el eje AGE-
RAGE

La interacciéon entre AGEs y RAGE desencadena desequilibrios en la
senalizacién celular, promoviendo el estrés oxidativo y activacion de vias
inflamatorias. Estas alteraciones influyen en la expresion génica y la
produccion de citoquinas proinflamatorias, lo que contribuye al desarrollo
de enfermedades crénicas. Se han investigado diversas estrategias
terapéuticas para modular el eje AGEs/RAGE [171].

La capacidad inhibitoria de la aminoguanidina sobre la formacién
de AGEs solo se ha demostrado en estudios con animales, pero no en
humanos. Inhibidores de AGEs como la quercetina y la L-carnosina reducen
los niveles de AGEs séricos y/o sus precursores en ensayos clinicos en
humanos [285-288].

Los derivados de tiazolio, como el alagebrium y el bromuro de N-
fenaciltiazolio, junto con los derivados de piridinio, como TRC4149 y
TRC4186, han demostrado su eficacia rompiendo los entrecruzamientos
de AGEs en modelos animales de diabetes, pero aun no se ha confirmado
su eficacia en humanos [285].

Los antagonistas de RAGE como los anticuerpos anti-RAGE, sRAGE
solo han demostrado efectos en modelos animales [289, 290]. Los
inhibidores de RAGE como Azeliragon y FPS-ZM1, poseen potencial
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neuroprotector, sin embargo, actualmente ninguno de los inhibidores o
antagonistas de RAGE ha sido aprobado por la FDA [291, 292].

Los fitoquimicos, como la quercetina, el sulforafano, los iridoides,
la curcumina, el fitato y el salvado de arroz, junto con enfoques
moleculares, como los miRNA, los DNA-aptdmeros y los RAGE-aptameros,
también destacan por su potencial para modular el eje AGE-RAGE. Sin
embargo, solo la quercetina, el hexafosfato de mioinositol y el salvado de
arroz han completado ensayos clinicos de fase | [287, 293-295].

Enzimas quimiopreventivas y antioxidantes pueden degradar los
AGEs, como por ejemplo la lisozima, que contribuye a la eliminacién de
AGEs acelerando su excreciéon renal y suprimiendo la sefalizacion
intracelular mediada por AGEs [296].

El sistema de enzimas glicoliticas, que incluye glutatiéon reducido,
GLOI y GLOII, desempefia un papel crucial en la desintoxicacion de los
AGEs. Estudios en células cultivadas y modelos animales han demostrado
que la sobreexpresion de GLO1 esta asociada con la inhibicion del estrés
oxidativo inducido por AGEs, mientras que la disminuciéon de la expresiéon
de GLO1 se relaciona con niveles elevados de acumulacién de AGEs [271]

Ademas de las enzimas glicoliticas, diversos agentes terapéuticos
han mostrado prometedores efectos en el aumento de la actividad de
GLO1 vy la regulacidon de su expresion. Por ejemplo, el candesartan, un
medicamento sintético, y compuestos naturales como el resveratrol, la
fisetina, el sulforafano y la cianidina han demostrado efectos beneficiosos
en estudios preclinicos y ensayos clinicos iniciales [297-301].

Los ensayos clinicos respaldaron los efectos inhibidores de los AGE
y/o antagonistas de RAGE de algunos farmacos antidiabéticos vy
antihipertensivos. Por ejemplo, la metformina reduce la acumulacion de
AGEs mejorando asi los factores del envejecimiento fundamentales que
subyacen a multiples condiciones relacionados con la edad. La
atorvastatina ha demostrado reducir los AGEs y la angiopoyetina-2, lo que
podria tener efectos cardioprotectores [285, 302].
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3.3 MEF2
3.3.1 La familia MEF2

El descubrimiento inicial de MEF2 se remonta a 1989, cuando se
identificdé como un factor nuclear que interactuaba con el potenciador del
gen de la creatina quinasa, durante la diferenciacién muscular. Sin
embargo, su expresion no se limitaba al musculo, sino que se encontraba
en una amplia variedad de tejidos, con una mayor expresion en musculo
estriado y el cerebro, lo que sugeria funciones mas alld de la fisiologia
muscular. La expresion de MEF2 coincide con la activacion de programas
de diferenciacién celular. Ademas, su alta conservacion evolutiva y su
papel crucial en procesos vitales, como la supervivencia, la diferenciacion
y la apoptosis lo convierten en un factor fundamental en la biologia celular
[303, 304].

Las proteinas MEF2 pertenecen a la familia de factores de
transcripcion que contienen el dominio MADS tipo Il (Minichromosome
Maintenance 1, Agamous, Deficiens and Serum Response Factor). En
vertebrados, se han identificado cuatro genes MEF2: MEF2A, MEF2B,
MEF2C y MEF2D, cada uno con funciones Unicas y patrones de expresion
distintos, aunque superpuestos durante el desarrollo embrionario y en los
tejidos adultos [305, 306].
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Figura 12. Regulacion de MEF2. Imagen tomada de [307].

Las proteinas MEF2 de distintas especies comparten una secuencia
muy similar en su extremo N-terminal, la cual incluye un dominio MADS
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altamente conservado y un dominio MEF2 adyacente. Esta regidn
desempefiia un papel fundamental en el reconocimiento de las secuencias
diana del DNA. EI dominio MADS es el responsable de la union al DNA,
especialmente en secuencias ricas en A/T, y facilita la dimerizacién de
MEF2, proporcionando sitios de interaccion con el DNA y otros cofactores
[9, 306]. Por su parte, la region C-terminal funciona como dominio de
activacion transcripcional. Esta regidn contiene zonas conservadas con
sitios potenciales de fosforilacidn reconocidos por quinasas especificas, asi
como zonas con una alta diversidad entre las diferentes isoformas de
MEF2. Esta variabilidad, resultado del splicing alternativo, confiere a cada
isoforma una capacidad Unica para interactuar con diversos reguladores
transcripcionales, modulando asi su capacidad transcripcional.

3.3.2 Regulacion

La actividad transcripcional de MEF2, caracterizada por su
intrincada complejidad y multidimensionalidad, se encuentra regulada a
través de diversos niveles: vias de sefializacidon celular, interacciones con
coactivadores y represores, splicing alternativo [308], degradacion
mediada por caspasas [309], modulacién de la capacidad de unién al DNA
[310], asociacién con reguladores transcripcionales [311], translocacion
desde el nucleo al citoplasma [312] y diversas modificaciones covalentes,
como fosforilacién y sumoilacién [308, 313-317].

3.3.2.1 Vias de senalizacion

Diferentes sefales extracelulares desencadenan la activaciéon de
vias de sefializacién que convergen en MEF2. Este a su vez, puede ser
activado o reprimido o sufrir modificaciones en su estructura para
finalmente influir en la expresién génica. Algunas de las vias de
sefializacién que regulan MEF2 son: proteina quinasa A (PKA por su
nombre en inglés protein kinase A)), caseina quinasa Il (CKIl por su nombre
en inglés: casein kinase II), la Ca?'/calmodulina proteina quinasa Il
(CaMKIll), proteina quinasa activada por mitégenos p38 (p38), ERKS5,
proteina fosfatasa 2B (PP2B), GSK3f y Cdk5 [9, 318, 319].
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Figura 13. Vias de sefializacion implicadas en la modulacionMEF2. Imagen tomada de [320].

Por ejemplo, la actividad transcripcional de MEF2 puede ser
modulada directa o indirectamente por CaMKII. La despolarizaciéon
desencadena un aumento en el flujo de Ca%*, lo que a su vez activa a
CaMKIlI. Esta ultima fosforila a HDACS5, promoviendo su union a la proteina
14-3-3 y la disociacion de MEF2. De esta manera MEF2 queda libre en el
nucleo para unirse a coactivadores transcripcionales e iniciar la expresion
de genes que promueven la supervivencia celular. En neuronas, la
transcripciéon regulada por MEF2 es vital para la supervivencia y la
plasticidad sindptica. Ademas, MEF2 desempefia un papel fundamental en
la diferenciacion muscular [321-324].

3.3.2.2 Activadores y represores

MEF2 puede interactuar con coactivadores como p300y la proteina
de unidn al elemento de respuesta al AMPc (CBP) y correpresores como
las HDACs Il y el mediador silenciador de acido retinoico y receptor de
hormona tiroidea (SMRT), entre otros [325-330].

Las HDACs de clase Il ejercen su funcién represora uniéndose al
dominio MADS de MEF2, lo que suprime su activacion transcripcional. La
activacion de los receptores acoplados a proteinas G desencadena la
fosforilacién de las HDACs de clase Il por diversas quinasas dependientes
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del calcio. Esta fosforilacion induce a la disociacion de HDACs de MEF2 y su
posterior exportacién del nucleo celular. Por otro lado, la histona
acetiltransferasa p300/CBP también se une al dominio MADS de MEF2,
estableciendo un mecanismo tipo “interruptor binario”, donde los genes
diana de MEF2 pueden ser activados o reprimidos segun la interaccién
exclusiva de MEF2 con p300/CBP o las HDACs de clase Il, respectivamente
[313, 331, 332].

3.3.2.3 Fosforilacion desfosforilacion 'y modificaciones
covalentes

Otro mecanismo de regulacion de MEF2 se basa en la fosforilacion
y desfosforilacion en distintos residuos de aminodcidos, lo que puede
influir en su capacidad para unirse al DNA y su interaccién con
coactivadores y correpresores en la transcripciéon génica. Se han
identificado multiples sitios de fosforilacion en el dominio de
transactivaciéon de MEF2, lo que refleja una regulacion variada mediada
por diversas quinasas y fosfatasas.

En neuronas corticales primarias, la fosforilacion de Ser408/Ser444
de MEF2A/D por Cdk5, reduce su actividad transcripcional y promueve la
apoptosis neuronal dependiente de Cdk5. El mecanismo subyacente no se
comprende completamente, aunque se ha sugerido que la fosforilacion de
Ser444 favorece la sumoilacién en el resto Lys403/439, lo que facilita su
degradacion mediada por caspasas. Por otro lado, la fosforilacion de MEF2
por p38 MAPK o ERK5 en sitios distintos a Ser444 activa MEF2,
promoviendo la supervivencia neuronal.

La fosforilacién de MEF2D en los residuos Ser121 y Ser190 por PKA
promueve la formacion del complejo MEF2D-HDAC4, lo que conlleva a la
inhibicién de la diferenciacion muscular. La fosforilacion por GSK3p de los
residuos Thr145, Ser149 y Ser153 en el dominio de transactivacion de
MEF2D inhibe su actividad y promueve la apoptosis de las neuronas
granulares en el cerebelo [124, 314, 333-338].

La desfosforilacion representa otro punto de control esencial para
la actividad transcripcional de MEF2. En la cascada de seializacién de la
CaMKIl, uno de sus principales objetivos es la calcineurina (también
conocida como fosfatasa 2B). Esta enzima juega un papel crucial en la
regulacion de diversas funciones neuronales, como la transmision
sindptica, la expresion génica, asi como procesos cognitivos como la
memoria y el aprendizaje [339-341]. La desfosforilaciéon de MEF2, mediada
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por calcineurina, en las neuronas del hipocampo en respuesta al aumento
de la actividad neuronal, suprimié el nimero de sinapsis excitatorias, lo
que podria afectar negativamente a la formaciéon de la memoria [126].
También se ha evidenciado que mantener MEF2 en un estado
hipofosforilado, bajo la regulacién de calcineurina, potencia su capacidad
de transactivacion y su afinidad de unidén al DNA. Estos aspectos son
fundamentales para la supervivencia celular dependiente del calcio en las
células granulares cerebelosas [310, 337, 342].

3.3.2.4 Degradacion mediada por caspasas

En las neuronas granulares, se puede observar un ejemplo de
degradacién mediada por caspasas. Las isoformas MEF2A y MEF2D son
esenciales para la supervivencia neuronal. Sin embargo, cuando estas
neuronas se ven expuestas a una disminucién en los niveles de potasio
extracelular, entran en un proceso de apoptosis. Esta reduccién de potasio
induce la fosforilacion de MEF2A y MEF2D, lo que a su vez disminuye su
capacidad de unién al DNA. La escisién de los dominios N-terminales de
estas isoformas por parte de la caspasa-3 es la responsable de esta
disminucién de la afinidad por el DNA. Como consecuencia, la actividad
transcripcional de estas isoformas se ve reducida, lo que finalmente
desencadena el proceso de apoptosis [309].

3.3.2.5 Localizacion celular

La localizacion celular también es un mecanismo que regula la
actividad transcripcional de MEF2. En condiciones normales, MEF2D se
localiza principalmente en el nucleo, donde regula la expresidon de diversos
genes. La actividad de MEF2D esta modulada por la autofagia mediada por
chaperonas, un proceso celular que degrada proteinas dafiadas o
innecesarias. En este proceso, la chaperona Hsc70 interactia con MEF2D
y lo transporta del nucleo al citoplasma para su degradacion. El estrés
celular puede alterar la localizacion subcelular y la actividad de MEF2D. Por
ejemplo, la rotenona, una neurotoxina que induce la disfuncién
mitocondrial, provoca una sobreexpresién de MEF2D en el nucleo. Esta
acumulacién nuclear de MEF2D podria proteger a las células progenitoras
dopaminérgicas del estrés oxidativo y la disfuncién mitocondrial.

En PD, los niveles de MEF2D en el citoplasma y el nucleo de las
neuronas nigrales son menores en comparacion con el grupo control. Esta
disminucién de MEF2D se asocia con la acumulacién de agregados de a-
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sinucleina, una proteina que se cree que es la principal causa de la muerte
neuronal en esta enfermedad [343-345].

Las interacciones entre modificaciones postraduccionales y la
participacién de proteinas reguladoras generan un cédigo Unico para la
compleja regulacidn de la funcién de MEF2.

3.3.3 MEF2 enel SNC

Los cuatro genes de MEF2 se expresan en regiones cerebrales
clave, tanto en etapas neonatales como adultas, donde desempeiian un
papel crucial en procesos neuronales esenciales como el procesamiento de
informacién, la formaciéon de memoria y la coordinacién motora [346].

Si bien las isoformas de MEF2 presentan patrones de expresion
distintos en diferentes regiones del cerebro, siendo mas abundantes en el
cerebelo, la corteza cerebral y el hipocampo, también presentan una
regulacidon Unica segun la regién cerebral o el tipo celular especifico. Esta
regulacion diferencial sugiere que cada isoforma de MEF2 contribuye de
manera especifica a las funciones de la regién cerebral en la que se
expresa. La correlacion entre la expresién de MEF2 y el desarrollo cerebral
es particularmente evidente en el cerebelo. La expresién dinamica de
MEF2 en esta region durante el desarrollo prenatal y postnatal esta
estrechamente ligada a la formacién de las células de Purkinje, la
migracion neuronal y la arborizacion dendritica, procesos cruciales para el
correcto funcionamiento del cerebelo [304, 347-349].

MEF2 es fundamental para el desarrollo y funcionamiento éptimo
del SNC, ya que regula la expresion de genes involucrados en la
diferenciacién, supervivencia y migracién neuronal, asi como en la
orientacién y poda de axones, y la formacién y remodelacién de neuritas
[122, 125, 309, 334, 343, 350-355]. Ademas, los andlisis de expresién
génica identifican una amplia gama de genes regulados por MEF2
vinculados al desarrollo y la funcidn de las sinapsis, asi como a la
excitabilidad neuronal [351, 356]. La disfuncién de MEF2 se ha vinculado
con varias enfermedades neurodegenerativas como AD, PD y ELA [307,
345, 357, 358].

3.3.3.1 Funciones de MEF2

Los factores de transcripcién MEF2 desempefian un papel crucial
en la plasticidad cerebral, la capacidad del cerebro para adaptarse y
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cambiar en respuesta a la experiencia. En estudios sobre la plasticidad de
la corteza visual, se observé un aumento en la expresion de MEF2A, MEF2C
y MEF2D tras eliminar la entrada retiniana. Esto sugiere que MEF2
participa en la respuesta adaptativa a la privacidon sensorial, un proceso
esencial para la recuperacion de la visién tras una lesion ocular. MEF2
también esta involucrado en la metaplasticidad, la capacidad del cerebro
para modular su propia plasticidad. Estudios en neuronas del téctum de
Xenopus laevis demostraron que la estimulacidon visual induce cambios en
las respuestas neuronales y la formacidon de dendritas, procesos que
dependen de MEF2. Estos cambios en la plasticidad cerebral son esenciales
para el aprendizaje y la memoria. MEF2A/2D se han identificado como
reguladores clave de la respuesta neuronal a estimulos inductores de
plasticidad, permitiendo cambios estructurales y funcionales en el cerebro.
Los estimulos sensoriales pueden modificar los umbrales de plasticidad, lo
que lleva a una rapida degradacion de MEF2A/2D. Esta regulacion
temporal de MEF2 es fundamental para asegurar una plasticidad cerebral
adecuada y evitar una adaptacion excesiva o insuficiente a los estimulos
externos.

Estos hallazgos subrayan la importancia de MEF2A/2D en la
regulacion de la plasticidad neuronal y sugieren que este factor de
transcripcion podria ser un objetivo terapéutico potencial para el
tratamiento de enfermedades neuroldgicas relacionadas con alteraciones
en la plasticidad neuronal, como AD, PD vy las epilepsias. La modulacién de
la actividad de MEF2A/2D podria abrir nuevas vias para el desarrollo de
tratamientos que mejoren la funcién cognitiva y la calidad de vida en
pacientes con estas enfermedades [359-361].

La investigacidn en cultivos neuronales primarios ha consolidado la
hipdtesis de que los factores de transcripcion MEF2 desempeiian un papel
fundamental en la regulacion de la supervivencia y diferenciacion
neuronal. Se ha demostrado que MEF2 actia como una proteina
antiapoptética esencial para la supervivencia de las neuronas recién
generadas, asi como en la induccién de la diferenciacién neuronal [124,
131, 309, 310, 321, 362].

La exposicién a neurotoxinas, el estrés oxidativo o el glutamato en
las neuronas granulares cerebelosas induce un aumento en la actividad
nuclear de la quinasa Cdk5. Esta quinasa fosforila MEF2, inhibiendo asi su
funcién como factor de transcripcion antiapoptético. La muerte celular de
las células PC12 puede serinducida por la 6-hidroxidopamina y es mediada
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por la reduccidn de los niveles de MEF2D, regulada por Cdk5 [334, 363,
364].

En modelos de PD, la pérdida de dopamina inducida por 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) esta controlada por la inactivacién
de MEF2 mediada por calpaina-p35-p25/Cdk5. La activacion de Cdk5 a
través de la conversion de p35 a p25, resulta en la fosforilacién de MEF2
en Ser 444, inactivando su funcidén antiapoptodtica. Esta inactivaciéon de
MEF2 contribuye a la muerte de las neuronas dopaminérgicas
caracteristica de PD [365].

La exposicion de neuronas corticales primarias a concentraciones
téxicas de NMDA provoca la escision de MEF2A y MEF2D mediada por
caspasas. Esto produce formas truncadas de MEF2 que pueden bloquear
la funcion de la forma completa de MEF2, conduciendo a la apoptosis. Esta
escision de MEF2A y MEF2D también contribuye a la muerte de las
neuronas granulares cuando se encuentran privadas de soporte tréfico
[309, 335].

Los factores de transcripcion MEF2 son activados por la p38 MAPK,
y la via MEF2-p38 MAPK desempeifia un papel dual en la regulacion de la
apoptosis neuronal. Durante el desarrollo, esta via es antiapoptética,
protegiendo a las neuronas recién generadas. Sin embargo, en las
neuronas maduras bajo condiciones de estrés, la via MEF2-p38 MAPK se
vuelve proapoptdtica, contribuyendo a la muerte celular [124, 366].

Si bien se sabe que la fosforilacién de MEF2 por la p38 MAPK esta
involucrada en la regulacion de la actividad de MEF2 dependiente de Ca2+,
aun no se han identificado completamente las dianas aguas abajo que
median su papel en la supervivencia neuronal. Es de gran interés
comprender cémo la actividad eléctrica, esencial para la supervivencia de
neuronas jévenes, afecta a la homeostasis de Ca2+ y la activacion de las
cascadas de sefializacion de Ca2+, incluyendo la via MEF2 [367].

En las células precursoras neuronales P19, la expresion de MEF2C
desencadena un fenotipo mixto neuronal/miogénico. Durante la
neurogénesis inducida por acido retinoico en estas células, una forma
dominante negativa de MEF2C aumenta la apoptosis, pero no afecta la
divisién celular. Por otro lado, las células P19 que estdn programadas para
experimentar apoptosis pueden ser rescatadas de la muerte celular
mediante la expresién de MEF2C constitutivamente activo. Ademas, la
sobreexpresién de MEF2C en células P19 induce la expresién de proteina
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de neurofilamento, el antigeno nuclear NeuN y MASH-1, un factor de
transcripcién bHLH especifico para neuronas que se sabe que interactua
con MEF2s. Estos hallazgos sugieren que las proteinas MEF2 no solo
regulan el desarrollo neuronal al promover la supervivencia celular, sino
también al inducir la diferenciacion neuronal [124, 368].

Estudios in vitro con NSCs han demostrado que MEF2A/D juega un
papel crucial en el desarrollo neuronal, desde la diferenciacion de las NSCs
hasta la supervivencia de las neuronas recién formadas. La importancia de
los factores de transcripcién MEF2 también se ha demostrado in vivo en
estudios con animales [125, 369].

Estudios en ratones han demostrado que la eliminacién especifica
en el cerebro de MEF2A/C/D conduce a una letalidad postnatal temprana
y un aumento de la apoptosis neuronal. En un modelo de
isquemia/reperfusiéon cerebral, el silenciamiento de MEF2D exacerbd la
respuesta neuroinflamatoria y la lesidon cerebral. Por el contrario, la
sobreexpresién de MEF2D inhibid la activacion de la microglia, redujo los
niveles de citoquinas y protegio a las neuronas de la muerte por privaciéon
de oxigenoy glucosa al potenciar la activacion de Nrf2. Estas observaciones
sugieren que MEF2D juega un papel fundamental en la modulacién de la
respuesta inflamatoria y la neuroproteccion en el contexto de la lesién
cerebral isquémica [11, 370, 371].

Ademas, diferentes estudios sugieren que MEF2D juega un papel
fundamental en la modulacién de la respuesta inflamatoria y la
neuroproteccién en el contexto de la lesidon cerebral isquémica. Este hecho
abriria nuevas perspectivas para el desarrollo de estrategias
neuroprotectoras en enfermedades neurolégicas como el accidente
cerebrovascular y otras afecciones caracterizadas por la muerte neuronal
y la neuroinflamacién [372, 373].

3.3.3.2 MEF2 en enfermedades neurodegenerativas
3.3.3.2.1 Parkinson

PD, el segundo trastorno neurodegenerativo mas frecuente, se
caracteriza por la pérdida progresiva y selectiva de neuronas
dopaminérgicas en la sustancia negra, una regién del cerebro fundamental
para el control del movimiento. Esta pérdida neuronal conduce a una serie
de sintomas motores que incluyen temblor, rigidez, bradicinesia (lentitud
de movimientos) y alteracion del equilibrio y la postura. A nivel celular, PD
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se distingue por la presencia de inclusiones citoplasmaticas denominadas
cuerpos de Lewy, compuestos principalmente por la proteina a-sinucleina.
La acumulacién y agregacion de a-sinucleina en los cuerpos de Lewy se
considera clave en el desarrollo de PD, aunque los mecanismos
moleculares exactos que la desencadenan aun no se comprenden
completamente. Mas alla de la pérdida neuronal y los cuerpos de Lewy, PD
también se caracteriza por una serie de alteraciones patoldgicas en el
cerebro. Estas incluyen inflamacion neurodegenerativa, disfuncién
mitocondrial, estrés oxidativo y alteraciones en el metabolismo de la
dopamina. La interaccién compleja de estos factores contribuye a la
progresion de la enfermedad y a la aparicion de sintomas no motores,
como depresion, trastornos del suefio y problemas cognitivos [374, 375].

Diversos estudios han demostrado que el factor de transcripcion
MEF2 desempefia un papel crucial en PD, y su disfuncién contribuye a la
progresion de la enfermedad.

Una de las principales alteraciones observadas en PD es la
reduccién de la expresidon mitocondrial de MEF2. Esta disminucién se
correlaciona con la regulacidon negativa de la proteina ND6, un
componente critico de la cadena de transporte de electrones mitocondrial.
Ademads, se ha constatado un aumento de MEF2D en el citoplasma
neuronal de pacientes con PD, asociado con niveles elevados de a-
sinucleina y una forma oxidada de MEF2D [343, 376].

La disfuncion de MEF2 en PD tiene diversas consecuencias
negativas para la supervivencia neuronal y la funciéon cerebral. La
disminucién de la actividad transcripcional de MEF2D, mediada por la
quinasa Cdk5, disminuye la supervivencia neuronal, especialmente en el
caso de neuronas dopaminérgicas. Esta disfuncion también altera la
respuesta inflamatoria de la microglia, lo que conduce a una
neuroinflamacion crénica que agrava el dafio neuronal. La inhibicién de
MEF2D aumenta la toxicidad de la neurotoxina MPTP, un agente inductor
de la degeneracion neuronal en PD. Por el contrario, la mutacién de MEF2D
para evitar la fosforilacion por Cdk5 protegidé a las neuronas
dopaminérgicas de la toxicidad inducida por MPTP en ratones. Estas
observaciones sugieren que MEF2D podria constituir un objetivo
terapéutico prometedor para PD [365, 377-381].

Varios compuestos como la crisina, T-006, salidrosida, SU4312,
TFP5 y danshensu, protegen las neuronas al modular la actividad de
MEF2D. La polidatina aumenta la expresién de MEF2D mediante la
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inhibicidn de GSK3B. De manera similar, inhibe la neurotoxicidad inducida
por MPTP al estimular MEF2D a través de la via de senalizacion de la PI3-
K/Akt/GSK3pB [372, 373, 382-386].

Ademds, se ha establecido una conexién entre la autofagia
mediada por chaperonas (CMA, por su nombre en inglés: chaperone-
mediated autophagy)y MEF2D, donde la interaccién entre MEF2D y Hsc70,
un regulador de la CMA dirige a MEF2D a los lisosomas para su
degradacioén. La presencia de o-sinucleina interrumpe este proceso, lo que
lleva a una acumulacién de MEF2D en el citoplasma e inhibe su actividad.
Estos hallazgos sugieren que la a-sinucleina interfiere con el proceso
normal de recambio celular dependiente de la CMA, y que MEF2D puede
ser responsable de su toxicidad y la patogénesis de PD. Los dimeros como
el B3C (bis (3)-Cognitin), protegen a las neuronas dopaminérgicas de la
citotoxicidad inducida por la a-sinucleina al mejorar la actividad de MEF2D
(pero no de MEF2A) en condiciones basales, lo que sugiere que B3C podria
también restaurar la actividad de MEF2 después de la citotoxicidad. Se ha
descrito que B3C mejora los déficits conductuales en un modelo de ratén
de PD, lo que indica una correccioén de las disfunciones asociadas a MEF2D
[343, 387-389].

3.3.3.2.2 Alzheimer

La AD es la enfermedad neurodegenerativa mas prevalente,
caracterizada por un deterioro cognitivo asociado con la pérdida neuronal
y la formacién de placas seniles y ovillos neurofibrilares en regiones
cerebrales cruciales para el aprendizaje y la memoria. La acumulacién de
AB, y proteina tau hiperfosforilada son las principales caracteristicas
neuropatoldgicas de la AD [390, 391].

El factor de transcripcion MEF2 desempeia un papel crucial en
diversos aspectos de la AD, incluyendo la supervivencia neuronal, la
neuroinflamacion, la autofagia y la funcién cognitiva. A continuacion, se
presenta un andlisis detallado del papel de MEF2 en cada uno de estos
aspectos:

Supervivencia neuronal

El AB se genera a partir de la APP. Investigaciones recientes
sugieren que la APP podria participar en la transducciéon de sefiales, y su
disfuncién podria tener efectos proapoptéticos. Varios estudios respaldan
estaidea, como los que muestran que la sobreexpresion de la APP durante
el estrés tiene un efecto protector contra la apoptosis en células
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neuronales. Uno de los posibles mecanismos involucrados es que la APP
puede fosforilar a MEF2 mediante la activacion de la via de seiializacién
p38 MAPK, produciendo un aumento en la supervivencia neuronal [392].

Desde el punto de vista genético, AD es una enfermedad compleja
y heterogénea. Ciertas mutaciones en la APP, presenilina-1 y presenilina-
2, provocan una forma de la enfermedad de rdpida progresién que suele
manifestarse antes de los 65 afios. No obstante, la mayoria de los casos
corresponden a AD de inicio tardio, donde los sintomas aparecen después
de los 65 afios. El analisis genético de MEF2A ha revelado una asociacién
entre la mutacion Pro279Leu en el exén 8 y AD de inicio tardio, sugiriendo
asi la implicacion de MEF2 en el riesgo de desarrollar esta forma de la
enfermedad [393].

Neuroinflamacion

Recientemente, se ha identificado a MEF2A como el factor de
transcripcion de la proteina rica en cisteina e histidina (PINCH por su
nombre en inglés cysteine-histidine-rich protein) en la neuroinflamacion.
PINCH es apenas detectable en neuronas sanas, su expresion se
incrementa en enfermedades relacionadas con tauopatias, como AD.
Durante la neuroinflamacién, MEF2A regula la expresion de PINCH a nivel
transcripcional a través de la cascada de sefializacion dependiente de Ca*?,
lo que afecta eventos relacionados con la maquinaria mitocondrial
dependiente de la quinesina y el metabolismo neuronal [394].

La microglia tiene un papel crucial en el desarrollo cerebral, el
mantenimiento del entorno neural durante el envejecimiento y los
procesos de neurodegeneracidn. Una alta neuroinflamacion inducida por
activacion excesiva o crénica de la microglia, es una caracteristica
destacada en la mayoria de las enfermedades neuroldgicas, como PD y AD.
Las proteinas MEF2 también se expresan en células del sistema
inmunolégico, como células T, células B y microglia. En mamiferos, MEF2C
es fosforilado por p38 MAPK en células de la linea mieloide, lo que resulta
en una mayor transcripcién de c-jun. MEF2D desempefia un papel
protector en las neuronas al regular la neuroinflamacién, aumentando la
sintesis de interleucina 10 (IL-10) en la microglia y reduciendo el factor de
necrosis tumoral o (TNF-a), lo que contribuye a proteger contra la
inflamacién y la citotoxicidad. Ademas, MEF2D, regula la homeostasis
inflamatoria en el SNC principalmente al controlar la via de sefalizaciéon
del interferdn tipo | [395, 396].
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La microglia, al secretar agentes neurotdxicos, contribuye a la
patologia de AD. La deficiencia de MEF2C en la microglia puede aumentar
la respuesta inflamatoria y afectar negativamente la funcién cognitiva en
modelos de la enfermedad. La inhibicidon de la translocacién nuclear de
MEF2C en presencia de amiloide-B42 oligomérico sugiere un papel clave
en la activacidon microglial. Ademas, MEF2C regula el procesamiento de la
APP y participa en la neuroproteccidon dependiente de la APP [392, 397-
400].

Autofagia

El aumento en la metilacién de la regidn potenciadora de MEF2A
conduce a una reduccién en su expresién lo que resulta en la disminucién
de genes relacionados con la autofagia y estrechamente ligados con AD
[401].Un estudio demostré que el acido protocatecuico atenua la
autofagia inducida por el 4cido okadaico a través de la via de sefializacién
Akt/GSK3B/MEF2D [402]. En modelos de ratones transgénicos dobles
APP/PS1, la galangina aumenta la expresion de MEF2D y Akt, y mejora los
cambios patolégicos observados en el hipocampo. Estos hallazgos sugieren
gue la lesidn neuronal en esta area cerebral podria estar relacionada con
la activacion de la via de sefializacion AKT/MEF2D/Beclin-1 [403].

Funcion cognitiva

La sobrexpresion MEF2C en areas cerebrales tipicamente
relacionadas con el aprendizaje y la memoria sugiere otra posible
contribucidn a los déficits cognitivos en AD [404].

3.3.3.3 MEF2 como diana terapéutica en enfermedades
neurodegenerativas

La comprensién mas profunda de las funciones de MEF2 en AD y
PD podria conducir al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para
estas enfermedades devastadoras. Las investigaciones futuras podrian
centrarse en la modulacién de la actividad de MEF2 para mejorar la
supervivencia neuronal, reducir la neuroinflamacién, promover Ia
autofagia y restaurar la funcién cognitiva y motora

3.3.4 MEF2 en el musculo esquelético

El desarrollo y la regeneracion del musculo esquelético dependen
de procesos miogénicos complejos, en los que las células satélite
quiescentes se activan y atraviesan una serie de etapas bien definidas.
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Estas etapas incluyen la proliferacion, la diferenciacion, la fusién y la
maduracién, culminando en la formacidon de nuevas fibras musculares
funcionales. MEF2 ejerce una funcion esencial en la regulacién de la
miogénesis, actuando como un regulador maestro que orquesta la
expresion de genes cruciales para el desarrollo muscular.

En el tejido muscular, MEF2 se expresa ampliamente, a excepcién
de la isoforma MEF2B, que no estd presente. Las otras tres isoformas de
MEF2 se expresan con patrones temporales y tisulares especificos y
coordinados durante el desarrollo del musculo esquelético, lo que sugiere
un papel conjunto en la regulacidon de la diferenciacién y regeneracién
muscular. MEF2 es un componente fundamental en una red de factores de
transcripcién que regula tanto genes estructurales musculares como
factores de transcripcién miogénicos [306, 313, 405-407].

3.3.4.1 Diferenciacion muscular

La diferenciacion celular muscular comienza con la expresion de los
factores reguladores miogénicos (MRFs por su nombre en inglés myogenic
regulatory factors) (myogenic regulatory factors): factor miogénico 5 (Myf-
5 por su nombre en inglés myogenic factor 5), proteina de determinacién
de los mioblastos (MyoD por su nombre en inglés myoblast determination
protein), factor especifico regulador del musculo 4 (Mrf-4 por su nombre
en inglés muscle-specific requlatory factor 4) y miogenina [408].
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Figura 9. Activacion y diferenciacion de las células satélite del misculo esquelético. Imagen tomada de [409].

Los factores MEF2, aunque no poseen actividad miogénica por si
solos, en combinacién con los MRF regulan directamente la expresién de
una amplia gama de genes estructurales musculares, asi como otros
factores de transcripcidon que propagan y amplifican las sefiales iniciadas
por los MRF [410, 411].
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Muchos genes especificos del musculo esquelético, como la
creatina quinasa muscular, la miogenina y la desmina, contienen sitios
MEF2 en sus promotores, esenciales para su expresion y regulacién
durante la miogénesis [412-414].

MEF2 también interactia con otros factores de transcripcién para
regular el desarrollo muscular adecuado. Por ejemplo, la proteina similar
a Mastermind 1, (MAML1) interactia con MEF2C y mediatiza Ia
comunicacion entre la sefalizacién Notch y MEF2 en la regulacion de la
diferenciacion miogénica. Ademas, MEF2 se ha implicado en la regulacion
de la supervivencia de los miocitos esqueléticos a través de una via
dependiente de CREB [415, 416].

MEF2 regula la expresion de genes miogénicos, como la miogenina,
junto con otros genes que codifican factores de transcripcion, creando un
ciclo de retroalimentacién positiva que perpetia y amplifica la
diferenciacion celular. Durante la embriogénesis de ratdn, MEF2C regula
positivamente su propia expresiéon, lo que concuerda con la
autorregulacion de MEF2 en Drosophila. Ademas, MEF2C induce la
expresion de HDACY, creando un bucle de retroalimentacién negativa que
modula su propia actividad. Este mecanismo permite que los programas
génicos regulados por MEF2 respondan a sefiales externas mediante la
fosforilacion regulada de las HDAC de clase lla [331, 411, 413, 414, 417-
419].
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Figura 10. MEF2 en la miogénesis. Imagen tomada de [420].
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MEF2 amplia la regulacién miogénica al modular la expresion de
miRNAs como miR-1y miR-133. Recientemente, se han identificado varios
miRs que impactan en la diferenciacién y proliferacion del musculo
esquelético. miR-1 dirige HDACs de clase || (como HDAC4) para establecer
un mecanismo de retroalimentacidon positiva que activa a MEF2 y
promueve la diferenciacion del musculo esquelético. Esta regulacion, al
potenciar la actividad de MEF2, contrarresta la represion HDAC9 sobre
MEF2, demostrando asi los mecanismos multifacéticos que existen para su
modulacién. Estos bucles regulatorios estan sujetos a un control
diferencial durante varias etapas del desarrollo del musculo esquelético y
la remodelacién muscular postnatal [421-426].

A pesar de la extensa investigacion realizada sobre MEF2 en el
musculo esquelético in vitro, se conoce relativamente poco sobre sus roles
en el musculo esquelético de vertebrados in vivo. Durante la
embriogénesis del raton, el desarrollo del musculo esquelético se inicia en
el miotomo, donde MEF2C es el primer gen que se expresa, seguido por
MEF2A y MEF2D aproximadamente un dia después [405].

La eliminacion de MEF2A o MEF2D en ratones apenas influye en el
desarrollo del musculo esquelético. Sin embargo, la eliminacion selectiva
de MEF2C en este tejido provoca anormalidades estructurales en las
miofibrillas desde |la etapa perinatal, y algunos de estos ratones sobreviven
hasta la edad adulta con alteraciones en el tipo de miofibrillas esqueléticas
y la formacion de sarcdmeros. Ademas, ratones knock-out MEF2D también
muestran cambios en la distribucién del tipo de miofibrillas esqueléticas.
En cultivos celulares, la formacidon de miotubos no se ve afectada por la
delecion de MEF2B, C o D, ya sea de forma individual o combinada, pero si
se altera al eliminar MEF2A. Sin embargo, la sobreexpresion de MEF2 no
induce una diferenciacion prematura del musculo esquelético, lo que
sugiere que MEF2 no es suficiente para inducir la diferenciacién muscular.
Estos hallazgos destacan el papel fundamental de MEF2 en la preservacién
de la integridad del sarcomero y en la maduracién postnatal del musculo
esquelético [327, 420, 427, 428].
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Figura 11. Regulacién de la miogénesis mediante el splicing alternativo de MEF2D. Imagen tomada de [429].

En el musculo esquelético existen dos isoformas de MEF2D,
Mef2Dal y Mef2Da2. Durante las primeras etapas de diferenciacion, la
isoforma ubicua de Mef2D (Mef2Dal) se expresa casi exclusivamente.
Mef2Dal es fosforilado por PKA, lo que conduce al reclutamiento de
HDAC4/9 de clase Il a los promotores musculares para mantener un estado
de represion transcripcional. En etapas posteriores de la diferenciacion, el
splicing alternativo de los transcritos de Mef2D da origen a una segunda
isoforma de Mef2D (Mef2Daz2). La isoforma Mef2Da2, que no puede ser
fosforilada por PKA porque carece de un residuo S121, compite con
Mef2Dal por la unién a los genes objetivo. Mientras que la unién de
Mef2Dal fosforilada por PKA conduce al reclutamiento de HDACs de clase
Il para reprimir el promotor, Mef2Da2 conduce al reclutamiento de
complejos Ash2L a los promotores musculares para activar la expresién
génica. Esta competencia resultaria en un intercambio dindmico continuo
de factores de transcripcion Mef2D represores y activadores, que se
propone actle como un redstato para asegurar un nivel éptimo de
transcripciéon que medie la formacidn de miotubos funcionales [429].

3.3.4.2 Fusién miogénica

La estructura y dindmica del citoesqueleto en células musculares
son fundamentales para una fusidn celular adecuada. MEF2 regula la
transcripcién de genes que codifican proteinas esenciales para la
remodelacién del citoesqueleto durante la miogénesis [430-432].
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La supresion de MEF2A en cultivos de mioblastos provoca defectos
en la diferenciacion muscular y reduce los niveles de MyoD, mioferlina
(Myof), palladinina (Palld) y proteina de unién a formina (Fnbpll). La
mioferlina es vital para la reparacién de la membrana sarcolemal en el sitio
de fusién de los mioblastos, y su deficiencia impide esta fusion. Palladina
(Palld) y la proteina de uniéon a formina (Fnbpll) son moléculas de
remodelacidn asociadas a la actina que desempefian funciones esenciales
en la senalizacion mediada por actina, necesaria para la diferenciacién
miogénica y la fusion de los miotubos. La pérdida de cualquiera de estas
proteinas conduce a un fenotipo deficiente en fusién en la diferenciacion.
Aunque la expresion de estos genes no se anula por completo anulada con
la eliminacién de MEF2A, la disminucién colectiva de estos genes puede
contribuir a una diferenciacion defectuosa [431].

Otro estudio demostré que un cofactor de MEF2, CF2 (factor
coridnico 2 de Drosophila), estd implicado en el control del tamafio
muscular y del nimero de nucleos en las miofibras [433].

La regulacién de la fusion de miocitos en miotubos esta regulada
por el eje complejo HDCAS de clase lla/MEF2. La actividad transcripcional
de MEF2 esta regulada por la fosforilacion reversible de HDAC4, controlada
por la interaccidn entre las quinasas miogénicas y la fosfatasa PP2A-B6. En
los mioblastos en proliferacion, la baja actividad de las quinasas
miogénicas resulta en una minima fosforilacién de HDAC4, permitiendo su
unién a MEF2 y a la supresién de la transcripcién. Al inicio de la miogénesis,
la fosforilacidon elevada de HDAC4 ocurre debido a la activaciéon de las
quiponasas de HDAC4 por sefales miogénicas extracelulares y a la baja
actividad de PP2A B&6 debido a la presencia de 11/I12PP2A. La
hiperfosforilacion de HDAC4 promueve su disociacién de MEF2 y la
activacion de genes regulados por MEF2, incluidos los efectores de los
programas de diferenciacién y reguladores del citoesqueleto (por ejemplo,
ArgBP2). A medida que la diferenciacién progresa, la actividad de las
quinasas miogénicas disminuye y los niveles de 11/12-PP2A disminuyen,
permitiendo que PP2A-Bb se active y desfosforile a HDAC4 disminuye,
restableciendo asi la represion de MEF2 y terminando asi la diferenciacién.
Este proceso garantiza un equilibrio adecuado entre los factores de
transcripcién que regulan la diferenciacidén y la fusién de los mioblastos
[434].
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Figura 17. Regulacién de la fusion de miocitos por la via de sefializacion PP2A BS/HDAC4/MEF2. Tomada
de [434].

3.3.4.3 Regeneracion muscular

Tras una lesion muscular, la actividad MEF2 se incrementa
significativamente. La eliminacién simultanea las tres isoformas de MEF2
compromete la capacidad de regeneracion muscular, impidiendo el
completo proceso de diferenciacion. Este hallazgo evidencia la existencia
de redundancia funcional entre las isoformas de MEF2[406, 431, 435, 436].

3.3.4.4 Tipo de fibra muscular

MEF2 desempefa un papel clave en la determinacion del tipo de
fibora muscular, como se evidencia por su capacidad para activar
especificamente al elemento regulador ascendente slow (SURE, por su
nombre en inglés slow upstream regulatory element). La coactivacién por
PGC-1a potencia la actividad de MEF2, favoreciendo la transicién hacia
fibras tipo I. El ejercicio fisico aumenta la actividad de MEF2, sugiriendo
una mayor conversion hacia fibras oxidativas de Tipo I. Ademas, la
ausencia de MEF2C o MEF2D reduce significativamente la formacién de
fibras de Tipo I, lo que resalta la importancia de estos factores en el
mantenimiento del fenotipo muscular oxidativo [420, 437-439].

3.3.4.5 MEF2 en enfermedades musculoesqueléticas
El musculo esquelético, que constituye aproximadamente el 40 %

de la masa corporal y actia como principal reservorio de proteinas,
desempefia un papel fundamental en el metabolismo energético y la
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movilidad. La masa muscular se mantiene mediante un equilibrio entre la
sintesis y degradacidn de proteinas, procesos sensibles a factores como el
estado nutricional, el equilibrio hormonal, la actividad fisica, asi como
lesiones o enfermedades entre otros.

Mas alla de su funcién contractil, el musculo esquelético, participa
en la captacion, utilizacién y almacenamiento de sustratos metabdlicos,
como glucosa, lipidos y aminodcidos. La contraccién muscular es esencial
para no solo para la movilidad, sino también para mantener la homeostasis
metabdlica a nivel orgdnico y sistémico. Comprender como el musculo
regula las vias metabdlicas es esencial para preveniry tratar enfermedades
musculares. La diabetes y la atrofia muscular, que pueden surgir debido al
envejecimiento, el cancer, el SIDA o la inactividad fisica son
particularmente relevantes en este contexto [440].

Diversas condiciones fisiopatoldgicas pueden afectar la estructura
y morfologia del musculo esquelético. La pérdida de masa y fuerza
muscular se conoce como atrofia muscular, la cual puede originarse por
diversos factores hereditarios o adquiridos. Entre las causas hereditarias
se encuentran las miopatias mitocondriales y congénitas y las distrofias
musculares como Duchenne, Becker y miotdnicas. La atrofia muscular
adquirida es causada por el envejecimiento, la desnutricion,
medicamentos, inmovilizacion, inactividad fisica o una amplia gama de
enfermedades como cancer, SIDA, diabetes, obesidad, insuficiencia
cardiaca, trastornos neurodegenerativos, sepsis, quemaduras Yy
traumatismos [440, 441].

La atrofia muscular puede tener consecuencias negativas en la
saludy la calidad de vida, reduciendo la capacidad para realizar actividades
cotidianas y prolongando el tiempo de recuperacién de enfermedades.
Ademas, esta relacionada con una mayor prevalencia de enfermedades
cronicas como la diabetes mellitus tipo 2, enfermedades cardiovasculares
y depresién e incluso una mayor mortalidad. Por lo tanto, comprender y
prevenir la atrofia muscular tiene un papel critico en la salud humana
[442].

Dada la importante carga financiera y social que la atrofia muscular
esquelética puede representar, es crucial contar con un sistema efectivo
de tratamiento y prevencidon. Actualmente, las estrategias terapéuticas
para la atrofia muscular incluyen ejercicio fisico, suplementos
nutricionales, medicamentos y otros métodos. Sin embargo, hasta la
fecha, no se han desarrollado estrategias terapéuticas para el tratamiento

90



ANTECEDENTES

de esta afeccion. Por lo tanto, es fundamental profundizar en la
comprensién de los mecanismos subyacentes y descubrir nuevos objetivos
y medicamentos para combatir la atrofia muscular [441-443].

Sarcopenia

Durante el proceso de envejecimiento, se observa una disminucién
en la actividad de las células satélite, lo que se traduce en una reduccién
en su capacidad de proliferacién y diferenciacion. Esto puede contribuir a
una capacidad regenerativa muscular disminuida y a la aparicion de atrofia
muscular [444, 445].

Las fibras musculares liberan una serie de miocinas/pequefias
vesiculas extracelulares para regular el metabolismo en el musculo y en los
tejidos extramusculares, actuando de manera autocrina, paracrina y
endocrina durante la atrofia muscular [446-448].

Durante el envejecimiento y la sarcopenia se produce una
sobreexpresién de miR-690, que se encuentra encapsulado en pequenas
vesiculas extracelulares y es liberado por las miofibrillas. El miR-690 inhibe
la capacidad miogénica de las células satélite e induce la atrofia muscular,
probablemente debido a la reduccién en la expresién de MEF2C, un
objetivo directo de miR-690. MEF2C es un modulador bien establecido de
la homeostasis y la hipertrofia de las miofibras, desempefiando un papel
vital en la integridad y el mantenimiento muscular. Estudios adicionales
han demostrado que la atrofia por denervacidon puede ser inhibida por
MEF2 activado y que MEF2 puede restaurar el tamafio de las fibras en
musculos atroficos [449].

Las chaperonas, como HSPB7, desempefian un papel crucial en la
proteccién celular frente a diversas situaciones de estrés. En el musculo
esquelético, HSPB7 desempeiia un papel crucial en la regeneracion
muscular, la diferenciacion de mioblastos, la distrofia muscular y durante
el envejecimiento. Su expresion aumenta durante estos procesos,
destacando su importancia en la salud muscular. HSPB7 esta bajo el
control de MEF2A [432, 450, 451].

La deficiencia de HSPB7 causa miopatia progresiva, asociado con la
desorganizacion miofibrilar y defectos en el sarcolema. La funcién
protectora de HSPB7 se basa en su interaccién con filamina C dimerizada
(FLNC), una proteina crucial para el desarrollo y la funcion muscular. La
disminucién de HSPB7 provoca la agregacion anormal y mala localizacién
de FLNC, lo que a su vez conduce a defectos en la miogénesis. Esta
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alteracion se debe a la desestabilizacién de la membrana celular y el
debilitamiento de la estructura del sarcomero. Estas disrupciones, en
conjunto, contribuyen al desarrollo de sarcopenia. Ademas de su papel
estructural, la agregacion anormal de FLNC inducida por la deficiencia de
HSPB7 podria activar la autofagia mediada por chaperonas, un proceso
celular de degradacién de componentes dafiados [450].

RESISTANCE TRAINING - MYOFIBRILLAR CONTRACTION
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Figura 12. Estimulacion fisioldgica y vias de sefializacion molecular inducidas por el entrenamiento de
resistencia, y sus respuestas adaptativas a nivel molecular. Imagen tomada de.[452].

El musculo esquelético desempefia un papel fundamental en la
sensibilidad a la insulina, la alteracion de su sefalizacion puede
desencadenar atrofia muscular, lo que se asocia con una disminucién de la
capacidad funcional y debilidad muscular. Dado que el transporte de
glucosa es un componente critico de la respuesta a la insulina, se ve
afectado por la expresion y translocacién de GLUT4. Modular estos
mecanismos podria ser una estrategia viable para combatir la resistencia a
la insulina.

La investigacion sobre los eventos moleculares que regulan la
expresion de GLUT4 ha revelado que esta depende de la actividad
transcripcional de MEF2. Estudios iniciales del promotor de GLUT4
identificaron un sitio de uniéon de MEF2 entre las posiciones -463 y -473,
necesario para la expresién normal de GLUT4. Se ha determinado que las
isoformas de MEF2 responsables de la correcta expresién de GLUT4 son el
heterodimero MEF2A/MEF2D. Ademas, la expresién de GLUT4 también
depende de la cooperacién entre MEF2, MyoD, la hormona tiroidea y el
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factor potenciador de GLUT4 (GEF), que se une 300 pares de bases aguas
arriba del sitio de MEF2 [453-457]

El musculo esquelético, ademas de influir en el transporte de
glucosa, también ejerce su efecto sobre la captacidén y oxidacién de lipidos
y la plasticidad del musculo esquelético. La contraccion muscular
impulsada por el ejercicio fisico, desencadena una cascada de eventos
moleculares que involucran la liberacién de Ca?*y la activacién de CAMKII,
cuyos objetivos son CREB, MEF2 y HDACs, implicados en la regulacién de
la expresion génica del musculo esquelético [458].

La activaciéon de CAMKII provoca la fosforilacion de HDAC4 y HDAC5
por PKD y su exportacion desde el nucleo, lo que resulta en una mayor
actividad de MEF2 y un aumento en la expresién de GLUT4 [459-461].

Ademads, la contraccién muscular aumenta el crecimiento y la
diferenciacion muscular mediante de la activacion de la via Akt-mTOR.
Ademads, mTOR modula negativamente a los miembros de la familia FOXO,
reduciendo asi la autofagia y la atrofia muscular [458].

La sefializacién de calcio inducida por la contraccion muscular
activa a los factores de transcripcion MEF2 y NFATc, que regulan la
expresion de genes involucrados en el mantenimiento de la masa muscular
y el tipo de fibra oxidativa, entre ellos PGC-1a [462].

La generaciéon de energia en el musculo esquelético se realiza
principalmente a través de dos vias: la fosforilacidon oxidativa (fibras tipo |
y 11a) y la glucolisis (fibras tipo llb y lIx). PGC-1a juega un papel crucial en la
regulacién de la fosforilacion oxidativa en las fibras tipo |, impulsando la
biogénesis mitocondrial y la expresion de genes clave para este proceso.
PGC-1a también desempefia un papel importante en la prevencién de
enfermedades metabdlicas como la atrofia muscular y la diabetes tipo Il.
En la diabetes, la expresion de PGC-la se ve reducida en el musculo
esquelético, lo que contribuye a la disfunciéon mitocondrial y la disminucién
de la capacidad de captacion de glucosa [463].

El factor de transcripcién MEF2 actua en conjunto con PGC-1a para
regular la expresion de genes relacionados con la produccidon de energia 'y
el metabolismo. MEF2 regula directamente la expresidon de PGC-la y
también puede cooperar con él para aumentar la expresidn de genes clave
como GLUT4, responsable de la captacién de glucosa [464]. El
mantenimiento de la homeostasis de la glucosa es crucial durante la
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regeneraciéon del musculo esquelético, debido a que la activacién de las
células satélite involucra un cambio metabdlico hacia la glucolisis [465].

Estudios en musculo diabético humano han demostrado que la
disminucién de la expresién de genes regulados por PGC-1a esta asociada
a la progresion de la enfermedad. Ademas, se ha observado que PGC-1a
puede potenciar la actividad transcripcional de MEF2, lo que sugiere un
papel indirecto de MEF2 en la diabetes tipo Il [466, 467].

— Oxidative Metabolism

— Mitochondria Content
Genes

Figura 13. MEF2 actla en conjunto con PGC-1a para regular la expresion de genes relacionados con la
produccién de energia y el metabolismo [466].

En los pacientes con diabetes tipo 2, la sobreproduccién de AGEs,
tanto en el higado como en el musculo esquelético, desencadena una serie
de eventos moleculares que impactan negativamente en la miogénesis.
Uno de los mecanismos clave implica la activacién de la proteina de unién
al elemento de respuesta a los esteroles 1-c (SREBP-1c, por su nombre en
inglés sterol regulatory element-binding protein-1c) [468, 469].

SREBP-1c regula la transcripciéon de los MRFs responsables de la
miogénesis y la composicién de las fibras musculares. La sobreexpresion
de SREBP-1c inhibe la diferenciacion de miotubos e induce atrofia
muscular. Se ha observado que la expresién de MRFs y de proteinas
estructurales musculares, como la cadena pesada de miosina (MHC), esta
estrictamente regulada por la modulaciéon de la actividad de SREBP-1c en
ratones. Los AGEs derivados de la fructosa disminuyen la expresién de
MyoD y MEF2C, mientras que aumentan la expresiéon de miogenina. Estas
alteraciones en la expresiéon de MRFs se asocian con un cambio en la
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composicion de las fibras musculares, favoreciendo la formacion de fibras
glucoliticas menos eficientes y resistentes a la fatiga [470-472].

Ademds, RAGE que se sobreexpresa transitoriamente en el
musculo lesionado, regula positivamente la diferenciacién de mioblastos
al aumentar directamente la expresién de miogenina. Sin embargo, esta
exposicién crénica a AGEs puede conducir a una desregulacién de RAGE
exacerbando el dafio celular [473].

Los AGEs podrian estar involucrados en la reprogramacién de
proteinas musculares a través de la activacidon de SREBP-1c y la induccién
de RAGE [474].

Niveles elevados de Activina A (ActA), han sido asociados con
caquexia inducida por cancer. ActA induce la atrofia en células musculares
humanas, lo que resulta en una disminucién del contenido de MyHC-
B/lenta, la principal isoforma de miosina en estas células. Se ha observado
gue ActA inhibe tanto la expresion como la actividad de MEF2C, uno de los
principales reguladores de la expresion de MYH7, el gen que codifica
MyHC-B/lenta. Esta reduccion en la actividad de MEF2C y sus objetivos
principales como MYH7, MB, MYOM-1, PPARGC1A (que codifican para
MyHC-B/lenta, mioglobina, miosina-1 y PGC1-a), compromete tanto las
capacidades estructurales como metabdlicas de miotubos diferenciados.
Ademas, la via de senalizacion Smad, estimulada por ActA, puede inhibir
directamente la actividad de MEF2C. La Smad3, en particular, puede
suprimir la funcién de MEF2 al interferir con la sinergia entre MyoD y
MEF2, o facilitar la exportacién de MEF2 fuera del nucleo, lo que impide su
actividad transcripcional. Estos hallazgos sugieren que ActA no solo reduce
la expresion de MEF2C, sino que también puede reprimir su actividad a
través de la via de sefializacion Smad2/3 [475].

3.3.4.6 MEF2 como diana terapeutica en enfermedades
musculares

MEF2 es un modulador ampliamente reconocido de la homeostasis
y la hipertrofia de las fibras musculares [476]. La inactivacién de los
factores MEF2 o la sobreexpresidn de sus represores se asocia con atrofia
muscular en diversas condiciones, como la denervacién, diabetes tipo 2, el
cancer y la enfermedad de Huntington. Por el contrario, la activacion de
MEF2 puede promover la hipertrofia muscular. Se necesitan mas estudios
para dilucidar el papel especifico de los factores MEF2 en la regulacién de
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la masa muscular adulta y para desarrollar terapias dirigidas a MEF2 para
el tratamiento de la atrofia muscular [477, 478].

3.3.5 MEF2 perspectivas futuras

La investigacion en torno a MEF2 continia expandiéndose,
revelando nuevas dimensiones de su funcidn en la biologia humana. Las
terapias dirigidas a MEF2, mediante la utilizacién de moduladores
especificos o terapias génicas, tienen el potencial de revolucionar el
tratamiento de diversas enfermedades. Comprender en detalle sus
mecanismos de accién permitird disefiar intervenciones mas precisas y
efectivas, minimizando efectos secundarios y maximizando los beneficios
terapéuticos. La investigacién continua en tratamientos clinicamente
efectivos que mejoren la calidad de vida durante el envejecimiento,
diabetes tipo 2, enfermedades musculares, cardiacas y neuroldgicas.
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4 OBJETIVOS

Una estrategia prometedora para combatir la neurodegeneracién
es estimular la plasticidad neuronal, esencial durante el desarrollon y para
construir redes neuronales eficientes [479]. La formacidn de neuritas es un
paso clave en el proceso de la regeneracidon neuronal [480]. Este proceso
esta regulado principalmente por dos vias de sefializacion: las vias PI3K/Akt
y MAPK/ERK [7, 8], que activan factores de transcripcion como la familia
de MEF2. La sobreexpresién de MEF2D regula la supervivencia,
diferenciacién, morfogénesis y apoptosis celular [9], inhibe la activacién de
la microglia, reduce los niveles de citoquinas y protege a las neuronas
contra la privacion de oxigeno y glucosa [11, 371]. Estas funciones sugieren
qgue MEF2D es crucial en la modulacién de las respuestas inflamatorias y
en la neuroproteccidon tras un dafio cerebral. Por tanto, modular la
sefializacion mediada por PI3K/Akt y MAPK/ERK y MEF2D utilizando
compuestos bioactivos permeables a la BHE, como el Na;WQg, es una
hipétesis atractiva para esta Tesis Doctoral.

Tomando como punto de partida estos antecedentes, nos
planteamos como objetivo general de esta Tesis Doctoral conocer los
efectos del Na;WOQs en la diferenciacién y la neuroproteccion neuronal.

Para ello, nos planteamos los siguientes objetivos especificos:
1. Analizar el efecto del Na;WOs sobre la diferenciacion celular:

Cultivaremos dos las lineas celulares neuronales, Neuro2a y SH-
SY5Y vy estudiaremos los cambios en el proceso de
diferenciacion al suplementar los medios de cultivo con
N82WO4,

2. Estudiar el efecto del Na,WO, en las vias de sefalizacion
implicadas en la diferenciacion celular:

Examinaremos la activacion de las vias de sefializacion ERK1/2
y PI3K/Akt, que estimulan la diferenciacion neuronal y el
crecimiento de neuritas.

Evaluaremos la influencia de Na;WOs en estas vias de
sefalizacidon, considerando su papel en el metabolismo celular.
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3.

Investigar el efecto del Na;WO; sobre el factor de
transcripcion MEF2D:

Estudiar la accién de Na;WOa en la expresién y regulacion de
MEF2D, clave en la diferenciacion y plasticidad neuronal.

Evaluar el efecto del Na,WO, en la neuroproteccion:

Analizar el impacto del Na;WOs en la reversidon de procesos
neurodegenerativos mediados por productos finales de los
AGEs, los cuales juegan wun papel crucial en Ila
neurodegeneracion.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Materiales

5.1.1 Instrumentacion

Se emplearon los siguientes equipos para el cultivo y manipulacion

de bacterias:

Campana de flujo laminar horizontal Micro-V de Telstar.
Estufa Memmert 500.

Incubador con refrigeracion y agitacion orbital MaxQ™ de
ThermoFisher Scientific.

Mechero Bunsen.
Electroporador ECM 830 de onda cuadratica.

Ademas, se utilizaron los siguientes equipos para el cultivo y la

observacién de células eucariotas:

Campana de flujo laminar Microflow de MDH.

Incubador de CO; Memmert INC 153.

Microscopio dptico invertido Olympus CK2.

Microscopio dptico invertido para fluorescencia Olympus CKX41.

Unidad de alimentacién Olympus U-RFLT 50 para ldmpara de
mercurio de 100 W.

Camara digital refrigerada CCD Olympus XC30.

Para el aislamiento, la purificacion y el analisis de acidos nucleicos

Se usaron:

Cubetas Mini-Sub para electroforesis horizontal de Bio-Rad.

Campana PCR con radiacién ultravioleta de Boeco.
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Termociclador T100 Thermal Cycler de Bio-Rad.
Sistema de deteccion CFX Connect Real-Time PCR de Bio-Rad.

Capturador de imagenes de geles de acidos nucleicos tefiidos con

diferentes fluoréforos MP Imaging System de Bio-Rad.

El analisis de proteinas obtenidas de cultivos celulares se llevd a

cabo mediante el uso de los siguientes equipos:

Equipo para transferencia Trans-Blot Turbo Transfer System de Bio-
Rad.

Cubeta para electroforesis vertical Mini-PROTEAN Tetra Cell de Bio-
Rad.

Sistema de deteccién de quimioluminiscencia y fluorescencia
ChemiDoc MP Imaging System de Bio-Rad.

Otros equipos utilizados para la obtencién datos a partir de los

experimentos realizados fueron:

Citometro de flujo BD FACS Canto Il de BD Biosciences (Servicios
Técnicos Centrales de la Universidad de Granada).

Fluorimetro Shimadzu RF-5301 PC.

Luminémetro Sirius L Tube Luminometer de Berthold Detection
Systems.

Contador multicanal de centelleo liquido LS 6000 de Beckman.

A continuacién, se enumeran otros instrumentos de uso general en

el laboratorio que se emplearon durante la realizacion de los experimentos
descritos en esta tesis:
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Estufa con termostato Memmert 500.
Autoclave Selecta.
Bafo de agua con termostato Memmert.

Termobloque Multiplaces de Selecta.



MATERIALES Y METODOS

Espectrofotdmetro Beckman DU 640.

Lector de placas Infinite® M Nano de Tecan.

Medidor de pH XS Instruments modelo pH 510.

Centrifuga de sobremesa Eppendorf modelo 5418.

Centrifuga de sobremesa refrigerada Eppendorf modelo 5415 R.
Centrifuga de placas Centry™ 101 de Gilson.

Microcentrifuga MiniStar silverline de VWR.

Centrifuga de sobremesa Heraeus Megafuge 16 R.

Rotador de tubos VWR.

Homogeneizador ultrasénico UP 100H de Hielscher Ultrasound
Technology.

Balanzas Precisa.
Fuente de alimentacion PowerPac 300 de Bio-Rad.

Agitador magnético con calefactor Benchmark Scientific H4000-
HSE.

Agitador tipo vortex Reax Top de Heidolph.
Mesa agitadora Stuart SSM1.

Micropipetas Gilson y Eppendorf.

Contador de células automatizado LUNA-II™,

Camara friaa 4 °Cy congeladores a -20 °Cy a -80 °C.
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5.1.2 Lineas celulares

5.1.2.1 Procariotas

Se utilizé la cepa XL1-Blue de Escherichia coli (recAl1 endA1 gyrA96
thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F* proABlaclqZAM15 Tn10 (Tetr)]).

Se trata de una cepa comunmente utilizada en la clonacion de
plasmidos recombinantes. Presenta mutaciones en los genes endA1, hsdR
yrecA. Los dos primeros genes codifican para endonucleasas, mientras que
el tercero participa en el fendmeno de recombinacién del DNA. En
conjunto, estos genes garantizan la integridad del plasmido que se va a
transformar.

Ademas, la cepa incluye los genes laclqg y ZAM15 en el episoma F'.
El gen ZAM15 es una variante del gen LacZ que provoca la expresion de la
enzima B-galactosidasa sin la subunidad a. Esta enzima es esencial para la
utilizacion del sistema de seleccion mediante a-complementacién y para
el seguimiento del color azul-blanco de los clones.

5.1.2.2 Eucariotas

- CHO-K1 (ATCC-CCL61): se trata de una linea celular que deriva de
células de Ovario de Hamster Chino. Esta linea celular es especialmente
util para los estudios de expresion de proteinas recombinantes por
transfeccion [481].

- Neuro2a (ATCC CCL-131): es una linea celular de neuroblastoma
derivada de un tumor espontaneo de ratones albinos [482]. La exposicidn
de determinados efectores, como la proteina morfogenética 6sea (BMP) o
el factor de crecimiento neuronal (NGF), induce la diferenciacion de estos
neuroblastomas en neuronas. Las neuronas diferenciadas presentan
caracteristicas tipicas neuronales, como la aparicion de neuritas, la
expresion de marcadores neuronales y la aparicién de actividad eléctrica
[483]. Esta linea celular se utiliza ampliamente en investigacién, ya que es
un modelo eficaz para estudiar la diferenciaciéon neuronal, la neurobiologia
y el desarrollo de farmacos.

- SH-SY5Y (ATCC CRL-2266): es una linea celular de neuroblastoma
humana que deriva de la linea celular parental SK-N-SH (ATCC HTB-11).
Esta linea celular parental fue generada en 1970 a partir de un tumor éseo
metastdsico en una nifia de cuatro anos. Las células SH-SY5Y son capaces
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de diferenciarse en neuronas humanas funcionales. En su forma
diferenciada, presentan una apariencia morfolégicamente similar a las
neuronas humanas, adquieren una forma polarizada, generan neuritas y
sinapsis funcionales. Ademads, poseen muchas propiedades bioquimicas y
funcionales de las neuronas, como la expresion de varios marcadores
neuronales y la capacidad de sintetizar diversos neurotransmisores.
Estudios previos han demostrado que es posible diferenciar las células SH-
SY5Y hacia subtipos de neuronas especificas, como las adrenérgicas,
colinérgicas, dopaminérgicas y glutaminérgicas [484]. Esta particularidad
convierte a las células SH-SY5Y en un modelo celular neuronal
ampliamente utilizado en la investigacion neurocientifica.

5.1.3 Material para el cultivo de células

5.1.3.1 Medios de cultivo para bacterias

El medio de cultivo que se uso para el crecimiento de la cepa XL1-
blue de E. coli fue el medio Luria-Bertani (LB) [485], que se compone de: 5
g/L de extracto de levadura, 10 g/L de triptona y 5 g/L de cloruro sddico.
En el caso de utilizar medio LB sélido, se afiade a la mezcla anterior agar
bacterioldgico hasta alcanzar una concentracion final de 1.5 % (p/v). Los
reactivos fueron suministrados por Panreac y Scharlau. Los medios de
cultivo fueron esterilizados antes de su utilizacion por calor himedo a 120
°Cy 1 bar de presién durante 30 minutos.

Para seleccionar bacterias resistentes a ciertos antibiodticos, se
prepararon soluciones stock de ampicilina (50 mg/mL en agua destilada,
Sigma-Aldrich), kanamicina (25 mg/mL en agua destilada, Sigma-Aldrich),
tetraciclina (15 mg/mL en metanol, Amresco) y cloranfenicol (30 mg/ mL
en etanol, Sigma-Aldrich), las cuales se afadieron al medio de cultivo en
una proporcion de 1:1000. Las soluciones de ampicilina y kanamicina
fueron esterilizadas previamente por filtracidon. Todas las soluciones se
almacenaron a -20 °C.
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Finalmente, para la preparacidon de células competentes fueron
necesarias las siguientes soluciones:

“Medio A”:

= MedioLB.eereeeeeeeeen, 49 mL

= 20% (p/v) glucosa........ 500 pL

- “Soluciéon B”: Los siguientes componentes se disuelven en medio LB,
siguiendo las proporciones indicadas: 36 % (v/v) glicerol, 12 % (p/v) de
polietilenglicol 7500, 12 mM MgSOa.

5.1.3.2 Medios de cultivo para lineas celulares eucariotas

Para el cultivo de las células eucariotas usé el medio de cultivo
Dulbeco’s Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado con 100 U/mL
penicilina, 0,1 mg/mL estreptomicina, 2 mM L-glutamina y 10 % (v/v) de
suero bovino fetal (FBS) (todos estos medios y suplementos fueron
suministrados por Sigma-Aldrich).

En el caso de la linea celular SH-SY5Y la cantidad de FBS se aumentd
al 15 % (v/v) y se inactivé previamente por tratamiento térmico durante
30 minutos a 56 °C.

Para inducir la diferenciacion neuronal, se redujo la concentracion
de FBS al 3 % (v/v) en el caso de las células SH-SY5Y y del 0.5 % (v/v) en las
células Neuro2a.

Para la transfeccion de las células eucariotas se utilizd el medio
DMEM suplementado con 2 mM L-glutamina y el reactivo de transfeccidn
Lipofectamine 2000 (ThermoFisher Scientific).

En el lavado de las células se utilizé tampdn fosfato salino (PBS, por
su nombre en inglés phosphate buffered-saline) pH 7,4 (Sigma-Aldrich). El
material fungible empleado (placas de cultivo y pipetas estériles) fue
proporcionado por Cultek S.L. y Dicsa.
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5.1.4 Material utilizado para la manipulacién de
acidos nucleicos

5.1.4.1 Plasmidos comerciales

plJet 1.2/blunt (ThermoFisher Scientific)

Se trata de un vector de clonacién linealizado con los extremos
romos que permite la insercion de fragmentos que van desde 6 bp hasta
10 Kb. Los productos de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por
su nombre en inglés polymerase chain reaction) con extremos romos,
obtenidos mediante polimerasas de alta fidelidad como la Pfu polimerasa,
pueden ser ligados directamente al vector. Sin embargo, los fragmentos de
DNA generados con Tag polimerasa, que contienen un nucledtido de
adenina extra en el extremo 3’, requieren un tratamiento previo para la
eliminacion de dicho nucledtido.

Notl
Eca52!
Bglll
Kpn2l
PspXI
Eco88l
Xhol

Xbal
Bglll

Bsu15l

Figura 14. Plasmido pJET1.2/blunt.

El vector contiene la secuencia de un gen letal para las bacterias, la
cual es interrumpida por la insercién del fragmento de DNA en el sitio de
clonacién. Esto permite que solo las bacterias que contienen el plasmido
recombinante puedan multiplicarse.

Ademds, el vector contiene la secuencia del gen bla (Ap®), que
codifica para la P-lactamasa y confiere resistencia a ampicilina. Un
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esquema de la estructura del vector y del sitio multiple de clonaje se
muestra en la Error! Reference source not found..

PEGFP-N3 (Clontech)

Se trata de una de las tres variantes del vector pEGFP-N, disefiadas
segun la pauta de lectura del inserto a clonar. Estos vectores permiten la
expresion de fragmentos de DNA en células de mamifero, fusionados en el
extremo amino de la proteina fluorescente verde (GFP por su nombre en
inglés green fluorescent protein). La expresion de la proteina esta regulada
por un promotor de citomegalovirus, lo que permite una expresion
constitutiva en células eucariotas de mamiferos. Ademas, en el extremo 3’
se incorporan secuencias de poliadenilacidon de SV-40, las cuales facilitan
el procesamiento del RNA mensajero (mRNA). Por ultimo, cabe destacar
gue el vector contiene genes de resistencia a kanamicina y neomicina (ver
Figura 21).
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Figura 15. Plasmido pEGFP-N3.

pGL3-Basic, pGL3-Control y pRL-TK (Promega)

El vector reportero pGL3-Basic permite el analisis cuantitativo de
regiones de DNA que potencialmente regulan la expresién génica. Este
vector alberga el sitio de clonacién multiple ubicado aguas arriba del gen
de la luciferasa de luciérnaga (Photinus pyralis), lo que implica que la
expresion de la luciferasa estara regulada por la regién promotora clonada
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en ese sitio. La serie de vectores pGL3 incluye secuencias potenciadoras de
SV-40 en el extremo 3’ para favorecer la transcripcidon de la luciferasa,
mientras que el vector pGL3-Basic no las contiene.

El vector pGL3-Control se utilizdé como control positivo en las
transfecciones realizadas. Este vector posee el gen de la luciferasa de
luciérnaga precedido del promotor de SV40, lo que proporciona un nivel
de expresioén elevado.
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Figura 16. Plasmidos pGL3-Basic, pGL3-Control y pRL-TK.

Para normalizar la eficiencia de transfeccion de los derivados de
pGL3-basic empled el vector pRL-TK. Este vector codifica para una
luciferasa de Renilla (Renilla reniformis) regulada por el promotor de la
timidina quinasa del virus Herpes simplex (HSV-TK). Dicho promotor
genera un alto nivel de expresidn de la luciferasa de Renilla, lo que permite
ser medida de forma independiente a la luciferasa de luciérnaga. Por tanto,
este método permite la utilizacion de un sistema dual de ensayo en el que
se determinan secuencialmente las actividades de ambas luciferasas en el
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mismo cultivo celular, facilitando la normalizacién de los resultados (Error!
Reference source not found.).

pCMV-BD y pFR-Luc

Disefiados inicialmente para analizar la interaccion de proteinas
mediante el sistema de doble hibrido, en nuestro laboratorio se usaron
para el estudio de la actividad transcripcional mediada por MEF2D sin
interferencia del factor de transcripcion silvestre de las células
transfectadas.

pUC ori _\Pcli\f

GAL4-BD N .
endof Gald 8D Baen 1) 5ero :
TK pA ACT GTA TCG CCG GAA TTG GGA TCC GCT AGC CCG GGC GAA TTC GGA AGC TIG CGG ...
PCMV-BD MCS TV s PE LG S A s P GEF G S L R
4.7 kb Bl
540 pA <G CRT GoR CUT CTA GAC TS0 REC TG6 ACD D08 ALS 645 o0 G5 CA
neo/kan
1 ori
P SV40 Pbla
P bla
SV40 pA ampicillin
\ AT CTTATCATGTCTGGATC CA AGCTTGCATGCCTGCRG
pFR-LUC GT CGGAGTACTGTCCTCCG AG CGGAGTACTGTCCTCCG 5% GAL4
5.8 kb : AG CGGAGTACTGTCCTCCG AG CGGAGTACTGTCCTCCG binding
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Figura 17. Plasmidos pCMV-BD y pFR-Luc.

El plasmido pCMV-BD contiene la secuencia codificante para el
dominio de unién a DNA del factor de transcripcién GAL4 de levaduras. En
este plasmido, se debe clonar la secuencia codificante de la proteina que
se desea estudiar.

Por otro lado, el plasmido pFR-Luc contiene un promotor sintético
con cinco repeticiones en tandem del sitio de unién a GAL4 de levaduras,
gue controla la expresion de un gen reportero (luciferasa de Photinus
pyralis). La expresion de este gen reportero depende exclusivamente de
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los niveles de expresion de la proteina quimérica generada a partir de la
secuencia clonada en pCMV-BD (Error! Reference source not found.23).

5.1.4.2 Construcciones realizadas en plasmidos de DNA

A continuacidn, se detallan las distintas construcciones que se han
utilizado en la transfeccidon de células eucariotas llevadas a cabo en esta
Tesis Doctoral, incluyendo el nombre, descripcion y referencia (Tabla 2).

Nombre Descripcion Referencia
Forma silvestre de MEF2D ligado al
dominio de unién a DNA del factor de

pCMV-GAL Este
transcripcion GAL4 de levaduras.

MEF2D laboratorio
Permite  estudiar la  actividad
transcripcional mediada por MEF2D.

Formas mutadas de MEF2D vy

pCMV-GAL fusionadas al dominio de unién a DNA

MEF2D K439R del factor de transcripcion GAL4 de | Este

pCMV-GAL levaduras. Permiten estudiar el efecto | laboratorio

MEE2D S444A de la sumoilacién sobre la actividad
transcripcional mediada por MEF2D.

Presenta cuatro copias en tandem del
sitio de union a MEF2. Permite

PMEF2x4 Eb1 Luc | estudiar la actividad transcripcional | [486]
mediada por los factores de
transcripcion MEF2.

Este
pMEF2D Expresa la forma silvestre de MEF2D
laboratorio
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Permite la expresion de GFP en células
eucariotas, lo que facilita su | Este
pPEGFP-N3
visualizacion y el estudio de diversos | laboratorio

procesos bioldgicos.

Forma silvestre de MEF2D fusionada

Este
pEGFP-MEF2D con GFP. Permite estudiar expresiony
laboratorio
la localizacién subcelular de MEF2D.
Formas mutadas de MEF2D vy
pEGFP-MEF2D
fusionadas con GFP. Permiten estudiar
el efecto de la sumoilaciéon y Ia
pEGFP-MEF2D laboratorio

fosforilacion sobre la expresion vy

S444A o
localizacion de MEF2D.

Tabla 2. Construcciones realizadas en plasmidos de DNA
5.1.4.3 Oligonucleotidos
5.1.4.3.1 Ensayos de PCR a tiempo real

La siguiente tabla presenta las secuencias de los oligonucleétidos
utilizados en los ensayos de PCR a tiempo real (RTqPCR).

Gen Especie Nombre Secuencia

5'-GACGACATGGAGAAAATCTG-

FH1_ACTB 3

Humano

Actina RH1_ACTB | 5-ATGATCTGGGTCATCTTCTC-3’

Ratén | FM1_ACTB | 5-GATGTATGAAGGCTTTGGTC-3’
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RM1_ACTB | 5-TGTGCACTTTTATTGGTCTC-3’
FH1_ChAT | 5'-TCAGTTCTTTGTCTTGGATC-3’
Humano
Colina BH1 ChAT | 5-TGGAAGCCATTTTGACTATC-3’
O- acetil
transfera FM1_ChAT | 5'-TCCTCTTAAAAGACTCCACC-3’
sa Raton
RML ChaT gI-GACTTGTCATACCAACGATTC-
FDM—lMEFZ 5'-ATGAACTGATCACTAGTCC-3’
MEF2D Raton
EM—lMEFZ 5'-CCTTCTTCATCAGTCCAAAC-3’
FH1_NR4A | >
A GACTATCAAATGAGTGGAGATG-
»
Humano
5 HLNRAA | 5 GACCTGTATGCTAATCGAAG-3"
NR4A ,
L R gI-CTATG GTCACAGAGAGACAC-
Raton
RM1_ 5
NR4A CAACAGTTTAGACAGGTAGTTG-3’
FH1 Th 5'-CAAAATCCACCATCTAGAGAC-
- 3
Humano
LGS BH1_Th 5'-CTGACACTTTTCTTGGGAAC-3’
h'dr:""as FM1 Th | 5-ATGGAAATGCTGTTCTCAAC-3’
Raton .
ML Th | 5 GTCTCTAAGTGGTGGATTTTG-

3

Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados en los ensayos de qPCR.

115



MATERIALES Y METODOS

5.1.4.3.2 Ensayos de clonacion y mutagénesis

La tabla 4, que se presenta a continuacién, describe la secuencia de
los oligonucledtidos utilizados en los ensayos de clonaciéon y mutagénesis.
Los oligonucleétidos subrayados corresponden a mutaciones introducidas
0 nuevos sitios de restriccion.

Nombre Secuencia Sitio
MEF2Df 5'-AGATCTATGGGGAGGAAAAAGATTCAG-3’ Bglii
MEF2Dr 5'-GTCGACTCACTTTAATGTCCAAGTATCC-3’ Sall

MEF2D 5°CCCCCACATAAGCATCAGATCTGAACCAGTGTCCCC Bglil

K439Rf AAGTCG-3

MEF2D 5'- Byl

K439Rr CGACTTGGGGACACTGGTTCAGATCTGATGCTTATGT
GGGGG-3’

Mef2D 5'- Aval

SA44Af GCATCAAGTCAGAACCAGTGGCCCCGAGTCGTGAACG
CAGCCCTGCACC-3"

MEF2D 5'- Aval

SA4Ar GGTGCAGGGCTGCGTTCACGACTCGGGGCCACTGGTT

CTG ACTTGATGC-3’

Tabla 4. Oligonucledtidos utilizados en los ensayos de clonacion y mutagénesis
5.1.4.4 Reactivos

Los siguientes reactivos fueron proporcionados por la casa
comercial ThermoFisher Scientific: Pfu polimerasa, Kit de clonacion
CloneJET PCR Cloning kit, marcadores de peso molecular 100 bp DNA
Ladder, endonucleasas de restriccién, kit para la extraccion de DNA
plasmidico GenelJET Plasmid Miniprep Kit, RNasa |, kit para la extraccion de
RNA GeneJET RNA Purification Kit. El kit de retrotranscsripcion para la
obtencion de DNA complementario (cDNA) a partir de mRNA (iScript™
cDNA Synthesis) fue suministrado por Bio-Rad.

Para la cuantificacién en el PCR a tiempo real se utilizé el kit
SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix procedente de Bio-Rad.
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Ademads, se emplearon los siguientes reactivos en los experimentos
con acidos nucleicos: bromuro de etidio, acido clorhidrico, hidroxido
sodico, acetato potasico, acido acético, agarosa, alcohol isoamilico,
cloroformo, cloruro de litio, cloruro sddico, acido etildiaminotetraacético
(EDTA), etanol, fenol, Hoechst 33258, isopropanol, 2-mercaptoetanol,
polietilenglicol 8000, dodecil sulfato sédico (SDS) y Tris. Todos ellos
proporcionados por las siguientes casas comerciales: Amresco, Bio-Rad,
Lonza, Merck, Panreac, ThermoFisher Scientific, Scharlau y Sigma-Aldrich.

5.1.5 Material para la manipulacion de proteinas

Para la electroforesis de proteinas en geles desnaturalizantes de
acrilamida se utilizaron los siguientes reactivos: acrilamida,
tetrametiletilendiamina (TEMED), persulfato amodnico (APS), SDS, Tris
(Sigma-Aldrich), acido clorhidrico (VWR), glicerol (Panreac), J-
mercaptoetanol (Merk), azul de bromofenol (Beckman), acido acético
(Scharlau), metanol (VWR) y marcadores de peso molecular (Bio-Rad).

En la realizacién de los Western blots se usaron membranas de
nitrocelulosa y fluoruro de polivinilideno (PVDF) (GE Healthcare), albumina
sérica bovina (BSA), luminol, acido p-cumarico, dimetilsulféxido (DMSO),
Tris, glicina, metanol, NaCl, Tween-20, H,O, (Sigma-Aldrich), acido
clorhidrico (VWR), anticuerpos secundarios anti-IgG de ratdn, conejo y
cabra conjugados a peroxidasa y anticuerpos secundarios fluorescentes
StarBright Blue 700/520 (Bio-Rad), leche desnatada en polvo y los
anticuerpos primarios descritos en la Tabla 5.

Nombre Casa comercial y referencia

Acetilcolinesterasa | Santa Cruz Biotechnology sc-373901

Actina Developmental Studies Hybridoma Bank JLA20
Akt Santa Cruz Biotechnology sc-81434

pAkt Sigma-Aldrich SAB4504331

Caspasa-3

Cell Signaling 9662S
ERK1/2 Cell Signaling 9102S
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p-ERK1/2 Cell Signaling 9106S

GAPDH Santa Cruz Biotechnology sc-32233
GLUT3 Abcam ab191071

MEF2D BD Transduction Laboratories 610775
mTOR Santa Cruz Biotechnology sc-517464
p-mTOR Invitrogen 44-1125G

S6K1 Cell Signaling 9202

p-S6K1 Invitrogen 44-920G

Tabla 5. Anticuerpos utilizados en el desarrollo de esta Tesis Doctoral.

En los experimentos de sintesis y degradacién de proteinas se usé
L-(ring-3,5-3H)-Tyr (Perkin Elmer), hidréxido sddico (Panreac), desoxicolato
sodico, acido tricloroacético (TCA), L-tirosina, BSA, dexametasona (Sigma-
Aldrich), acido clorhidrico (VWR) y liquido de centelleo Eco-Lite (VWR).

Para la determinacion de la actividad promotora dependiente de la
expresion de luciferasa se empled el kit Dual Luciferase Assay System
(Promega).

Para la extraccidn y anadlisis de proteinas también se utilizaron los
siguientes reactivos: Tris, acido clorhidrico, cloruro sédico, Nonidet-P40,
SDS, desoxicolato sddico, EDTA, fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF),
fluoruro sédico, pirofosfato sdédico, ortovanadato sddico, 4cido
tetraacético de etilenglicol (EGTA), 4cido okadaico, aprotinina, leupeptina,
pepstatina, cloruro potdsico, céctel inhibidor de proteasas (P8340, Sigma-
Aldrich, Madrid, Espafia), acido 4-(2-Hidroxietil)-1-
piperazinaetanosulfénico (HEPES) y ditiotreitol (DTT). Estos productos
procedieron de las siguientes casas comerciales: Amresco, Bio-Rad, Fluka,
Merck, Panreac, Scharlau y Sigma-Aldrich.

5.1.6 Aplicaciones informaticas

Para la realizacién de este trabajo y el analisis de los resultados se
han utilizado los siguientes programas informaticos:
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CFX Manager 3.1 (Bio-Rad) para la gestion de los datos
obtenidos por qPCR.

Serial cloner 2.6.1 (Serial Basics) para el andlisis de secuencias
de acidos nucleicos y proteinas.

analySIS getIT 5.1. (Olympus Soft Imaging Solutions) para la
captura y tratamiento de imdagenes de células fluorescentes.

ImageJ 1.54 (National Institutes of Health, USA) para la captura
y el recuento de neuritas en células diferenciadas y el analisis
de imagenes de células fluorescentes.

GraphPad Prism 8 (GraphPad Software) para la generacion de
las graficas presentadas en este trabajo y el andlisis estadistico
de los resultados.

EndNote X9 para la administracion de las referencias
bibliograficas.

Imagelab 6.1 Software de Bio-Rad para la cuantificacion de la
intensidad de las bandas de las imagenes de Western blot y el
procesamiento de las imagenes de electroforesis de acidos
nucleicos obtenidos con ChemiDoc MP Imaging System.

ModFIT LT™ v3.2 (Verity Software House) para el
procesamiento de los datos obtenidos en citometria de flujo.
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5.2 Métodos

5.2.1. Métodos de cultivo y manipulacion de bacterias

5.2.1.1 Preparacion de células competentes

Para la preparacién de células competentes, se siguio el protocolo
descrito por [487]. Inicialmente se inoculd un cultivo bacteriano saturado
de E. coli XL1-Blue en 50 mL de “Medio A” (secciéon 5.1.3.1) en una
proporcién de 1:100 (v/v). Las bacterias se incubaron a 37 °C con agitacion
(200 rpm) hasta alcanzar la fase logaritmica de crecimiento,
aproximadamente con una densidad dptica de 0,6 medida a una longitud
de onda de 600 nm. Posteriormente, la suspensidn bacteriana se mantuvo
en hielo durante 10 minutos y luego se centrifugd a 1500 RCF durante 10
minutos. El precipitado obtenido se homogeneizd en 0,25 mL de “Medio
A”. A continuacién, se afiadieron 1,25 mL de medio B y se mezcld
adecuadamente. Se prepararon alicuotas de 100 pL de células
competentes en tubos, los cuales se conservaron a una temperatura de -
80 °C durante al menos 4 horas antes de su utilizacién. Todos los pasos
mencionados se llevaron a cabo a una temperatura de 4 °C.

5.2.1.2 Transformacion por choque térmico

Para la transformacién de células competentes con DNA
plasmidico, se siguio el protocolo descrito por [488]. Se afadieron 50-100
ng del DNA de interés a 0,1 mL de bacterias competentes parcialmente
descongeladas, y se incubaron en hielo durante 1 hora. Después de este
periodo, se llevd a cabo un choque térmico a 42 °C durante 1,5 minutos,
seguido de una incubacion en hielo durante 10 minutos. Posteriormente,
se afiadieron 900 pL medio LB liquido y se incubé durante 1 hora a 37 °C.

Por otra parte, se prepararon las placas de cultivo de bacterias
utilizando medio LB-agar y los antibidticos de seleccion apropiados, segun
los genes de resistencia a antibidticos presentes en el plasmido y en las
bacterias transformadas. Se sembraron alicuotas de 250 pL del producto
de la transformacién en las placas, las cuales fueron incubadas durante
toda la noche a 37 °C.
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5.2.2 Métodos de cultivo, manipulaciony observacion
de células eucariotas

5.2.2.1 Generalidades

Todos los procedimientos descritos a continuacion se realizaron en
condiciones de esterilidad en campana de flujo laminar, utilizando medios
de cultivo, soluciones y material fungible estéril.

Las células se cultivaron adheridas en placas de poliestireno
estériles con el medio de cultivo correspondiente para cada linea de
celular, a una temperatura de 37 °C en un incubador con una atmésfera de
5 % de CO».

5.2.2.2 Tripsinizacion

La tripsinizacién es la técnica por la cual se consigue separar las
células adheridas a las placas de cultivo para su posterior recuento,
subcultivo o almacenamiento.

Cuando las células adheridas a la placa de cultivo se encuentran
entre el 70-90 % de confluencia se retira el medio de cultivo y se lavan dos
veces con PBS. Asi se eliminan los posibles restos de FBS que pueden
inhibir la accién de la tripsina.

A continuacion, se afiade una cantidad adecuada de la solucion de
0.25 % tripsina-EDTA para cubrir completamente la superficie de la placay
se incuba a 37 °C el tiempo necesario para que la enzima ejerza su accion.
Es posible observar visualmente cdmo las células se desprenden de la
placa. Por ultimo, se neutraliza la tripsina afiadiendo 5-10 mL de medio de
cultivo suplementado con FBS a la concentracidon que necesite nuestra
linea celular para su crecimiento.

5.2.2.3 Recuento de células

Tras llevar a cabo el procedimiento de tripsinizacion mencionado
previamente (consultar 5.2.2.2), es posible determinar la densidad celular
por unidad de volumen utilizando el contador automatico de células Luna
II™. A continuacién, se procede a diluir el producto de la tripsinizacién en
medio de cultivo en una proporcién de 1:10; con el fin de prevenir la
formacion de aglomerados, se puede agitar o pipetear suavemente hasta
obtener una suspensién homogénea. El siguiente paso consiste en extraer
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10 plL de esta suspension y mezclarla con 10 plL de una solucién al 0.4 % de
azul tripan. Posteriormente se cargan 10-12 uL en la cdmara de recuento,
se inserta en el contador, se elige el protocolo count cell y se presiona
count en el menu. Pasados unos segundos el contador nos proporcionara
el niumero de células vivas por mL.

5.2.2.4 Congelacion y almacenamiento de lineas celulares

Tras la separacion de las células mediante tripsinizacion, se afiaden
5 mL de medio DMEM suplementado con FBS a las células. Luego, se
centrifugan a 800 rpm durante 5 minutos y se elimina el sobrenadante. El
precipitado de células se resuspende en 1 mL de una solucién de
congelacion compuesta por un 5 % (v/v) de DMSO y un 95 % (v/v) de FBS y
se introduce en un vial de congelacidn. Para garantizar una congelacién
adecuada de las células eucariotas, se utilizé un contenedor especial
llamado CoolCell (Biocision), que permite reducir la temperatura
gradualmente a una velocidad de 1 °C por minuto cuando se coloca en el
congelador a -80 °C.

Transcurridas 48 horas, los viales congelados se pueden trasladar a
un contenedor, donde se almacenan en una atmoésfera de nitrégeno
liguido (-195 °C). Este método de almacenamiento permite conservar las
células durante periodos mucho mas prolongados en comparacién con el
almacenamiento en un congelador a -80 °C, lo que garantiza su viabilidad
en el futuro.

5.2.2.5 Transfeccion eucariota

Esta técnica implica la introduccidn de DNA plasmidico en células
cultivadas, lo que desencadena cambios en su fenotipo mediante la
expresion de los genes transfectados.

Existen varios métodos para llevar a cabo la transfeccién. En
nuestro estudio, utilizamos el reactivo Lipofectamine 2000 (ThermoFisher
Scientific), que consiste en liposomas con carga positiva en su superficie.
Estos liposomas son atraidos de manera electrostatica hacia los grupos
fosfato expuestos en el exterior de la doble hélice del DNA, asi como hacia
las membranas celulares que presentan una carga negativa.

Para realizar una transfeccidon convencional de células eucariotas
en placas de 48 pocillos, se sigue el siguiente procedimiento:
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Preparacion de las células:

El dia anterior a la transfeccién, se separan las células de
una placa P100 que tengan una alta confluencia (superior al 80
%). Se realiza un recuento celular segin el método descrito en
la seccidén 5.2.2.3, y se siembran en los pocillos de una nueva
placa la cantidad adecuada de células (entre 1,7-10*y 2,2:10%,
dependiendo del tipo celular). Después de 24 horas, el
porcentaje de confluencia de las células debe estar entre el 60-
80 %.

Preparacion de los reactivos:

Se prepara una suspension de 0,3 pg/pocillo de DNA plasmidico
de interés.

Se prepara otra suspensiéon con 0,7 uL de lipido catidnico en 30
pL de medio de transfeccion (DMEM suplementado con 2 mM
de L-glutamina). Es importante destacar que estos medios no
contienen antibidticos ni FBS, ya que su presencia puede tener
un efecto negativo en el proceso de transfeccion.

Después de 5 minutos, se mezclan ambos medios y se dejan
incubar a temperatura ambiente durante 20 minutos para
formar el complejo DNA plasmidico-lipido catidnico.

Transfeccion de las células:

Se elimina el medio de cultivo en el que las células han estado
creciendo desde el dia anterior, luego se lavan dos veces con
PBSy se disponen 0,3 mL de medio de transfeccién en cada uno
de los pocillos.

Una vez transcurridos los 20 minutos de incubacién de la
mezcla preparada anteriormente, se afade la mezcla a cada
pocillo.

Las células se incuban en esta condicién a una temperatura de
37 °C y una atmdsfera con un 5 % de CO; durante un periodo
de 4-6 horas.

Finalizacion de la transfeccion:
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- Al finalizar este tiempo, se retira el medio y se reemplaza por
medio DMEM suplementado con 10 % (v/v) de FBS, 2 mM de L-
glutamina, 100 U/mL penicilinay 0,1 mg/mL estreptomicina.

Es importante ajustar las cantidades de DNA, reactivo de
transfeccion y medio de cultivo de manera adecuada segun el tamaiio del
pocillo o placa que se utilice.

5.2.2.6 Microscopia de fluorescencia

Después de un periodo de al menos 24 horas desde la introduccién
de vectores que codifican para la GFP, se procedié a examinar las células
utilizando un microscopio de fluorescencia Olympus CKX41y se capturaron
imagenes utilizando una cdmara digital Olympus XC-30. Durante cada
sesion, se establecieron valores fijos para el tiempo de exposicién y la
sensibilidad con el fin de poder comparar posteriormente los niveles de
fluorescencia. Se capturaron imagenes y se midid la intensidad de
fluorescencia utilizando el software ImagelJ (National Institutes of Health,
USA).

5.2.2.7 Ensayos de viabilidad y proliferacion celular basados
enMTT

El método de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) es ampliamente utilizado en el estudio de la
proliferacidn y/o viabilidad celular.

Las células vivas con metabolismo activo tienen la capacidad de
convertir el MTT en un compuesto de color morado (formazan), el cual
muestra una absorbancia maxima a 570 nm. Por el contrario, las células
muertas no participan en esta reaccidn, lo que convierte a la formacién de
color en un indicador adecuado para detectar células viables.

Para llevar a cabo este método, las células se lavan con PBS y se
incuban en medio de cultivo DMEM sin FBS, al que se le ha afiadido 0,5
mg/mL de MTT, a 37 °C durante 1-4 horas, dependiendo del tipo celular.
Tras este periodo, se retira el medio de cultivo, se realiza un lavado con
PBS y se le anade una soluciéon de 40 mM HCl en isopropanol para disolver
el formazan formado. Finalmente, se mide la densidad optica de Ia
solucién coloreada a una longitud de onda de 570 nm en un lector de
microplacas.
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La intensidad de la seiial generada en el ensayo depende de varios
factores, como la concentracion de MTT, el tiempo de incubacién, el
numero de células viables y su actividad metabdlica. Todos estos
pardmetros deben ser considerados para optimizar el ensayo.

5.2.2.8 Ensayo de citotoxicidad basado en la actividad LDH

La LDH es una enzima citosdlica presente en una amplia variedad
de células. Su actividad se utiliza como un indicador sensible y confiable de
la integridad de la membrana plasmatica celular. La liberacién de LDH al
medio de cultivo circundante indica dafio celular. El ensayo de LDH se basa
en una reaccién enzimatica acoplada. La LDH cataliza la reduccién de
piruvato a lactato, utilizando NADH como cofactor. La cantidad de NADH
consumida es proporcional a la actividad de LDH presente en la muestra.
La disminuciéon de la absorbancia de NADH a 340 nm se mide
espectrofotométricamente, lo que permite cuantificar la actividad de LDH
y, por lo tanto, la citotoxicidad.

LDH
Piruvato + NAD + H* ————ep L-lactato + NAD*

El ensayo se realizé siguiendo las instrucciones del kit
“Determinacion cuantitativa de lactato deshidrogenasa” de Spinreact
(1001260, Barcelona, Espafia). En primer lugar, se prepard el reactivo de
trabajo (RT) disolviendo 1 comprimido de R2 (NADH) en un vial de R1
(Imidazol y Piruvato). Después, en una placa de 96 pocillos se afiadieron
180 pL de RT y 10 pL del sobrenadante de las células incubadas con los
efectores a ensayar y 10 plL del sobrenadante de células tratadas con 0.1
% Triton X-100 como control positivo durante 1 minuto. Se mide la
absorbancia inicial a 340 nm y posteriormente cada minuto durante 3
minutos a 37 °C.

Un aumento en la actividad de LDH en el sobrenadante celular
indica dafio en la membrana plasmatica y, por lo tanto, citotoxicidad. La
comparacion de la actividad de LDH con un control positivo (Triton X-100)
permite determinar el porcentaje de actividad LDH absoluta.
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5.2.2.9 Recuento de formacion y longitud de neuritas

La presencia de neuritas en lineas celulares neuronales es un
indicador de la diferenciacién de los neuroblastos en neuronas. Para
realizar el recuento, se utilizé6 un microscopio éptico invertido Olympus
CKX41. Se capturaron imagenes y se contd el nimero de células no
diferenciadas y de neuritas utilizando el software Imagel) (National
Institutes of Health, USA). Se consideraron neuritas a las extensiones
celulares que tenian una longitud igual o mayor al didmetro del cuerpo
celular. El porcentaje de células diferenciadas se calculé dividiendo el
numero de células con neuritas entre el nimero total de células. Asimismo,
se determind la longitud de las neuritas trazando las neuritas que
emergian del soma utilizando el plugin NeuronJ.

5.2.2.10 Tincion B-galactosidasa asociada a senescencia

La beta galactosidasa es una enzima lisosomal que muestra su
maxima actividad en un rango de pH de 4,0-4,5 en células normales. Sin
embargo, en células senescentes, esta actividad se extiende hasta un pH
6,0 debido al aumento en el nUmero de lisosomas [489]. Este incremento
en la actividad enzimatica se utiliza como biomarcador de senescencia
celular.

La deteccion de células senescentes mediante un ensayo
colorimétrico se fundamenta en la adicién del sustrato cromogénico 5-
bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido (X-Gal). Cuando la B-
galactosidasa degrada el X-Gal, se forma un compuesto azul insoluble que
es observable al microscopio [490].

En este método, las células se cultivan en una placa de 48 pocillos
y se incuban con los correspondientes efectores durante el tiempo que sea
necesario segun el disefio experimental. Posteriormente, se elimina el
medio de cultivo y las células se lavan tres veces con PBS para eliminar
cualquier resto de células muertas o no viables.

Las células se fijan con paraformaldehido para estabilizarlas vy
facilitar la penetracion de la solucién de tincién, seguido de cinco lavados
con PBS para eliminar el exceso de paraformaldehido.

Se afiade la solucidon de tincidn SA-Bgal a las células, las cuales se
incuban a 37 °C durante 24 horas. Durante este periodo, la enzima B-
galactosidasa hidroliza el X-gal, generando el producto azul.
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Una vez concluida la incubacion, se retira la solucién de tincion y se
lavan las células cinco veces con PBS. A continuacién, se capturan las
imagenes de las células con el microscopio dptico invertido.

El niumero de células teiiidas de azul y no coloreadas puede
contabilizarse utilizando el programa Imagel. El porcentaje de células
tefidas con B-galactosidasa se calcula dividiendo el nimero de células
tefidas entre el numero total de células.

5.2.2.11 Analisis del ciclo celular

La evaluacion de la progresién del ciclo celular a través de sus
diversas fases, asi como de la tasa de proliferacién celular, son aspectos
criticos en la investigacion de diferenciacién, senescencia y apoptosis.
Ademads, la deteccion de cambios en la progresion del ciclo celular es
esencial en la evaluacion de compuestos farmacoldgicos, ya que
proporciona informacion valiosa sobre los mecanismos de accion de dichas
sustancias [491].

El yoduro de propidio es un colorante fluorescente que se une de
manera estequiométrica a los acidos nucleicos generando una emisién
fluorescente proporcional al contenido de DNA de la célula. Esta propiedad
permite diferenciar y cuantificar la distribucion de las células a lo largo de
las diferentes fases del ciclo celular mediante un citdmetro de flujo.

Las células en estado quiescente o en fase GO/G1 presentan dos
copias de cada cromosoma; las células mitoticas o en fase G2/M contienen
el doble de la cantidad de DNA que las células GO/G1 y emiten el doble de
fluorescencia. Mientras tanto, las células en fase de sintesis de DNA (fase
S) muestran valores de fluorescencia intermedios.

Para llevar a cabo el analisis, las células se recogen después de la
tripsinizacion y se centrifugan a 400 RCF durante 5 minutos.
Posteriormente, se elimina el sobrenadante, se resuspende el precipitado
en PBS y se centrifuga de nuevo a 400 RCF durante 5 minutos. Tras
descartar el sobrenadante, el precipitado de células se resuspende en 200
puL de PBS para obtener una suspensidon de células aisladas, y luego se
mezcla con 2 mL de etanol frio 70 % (v/v) y se incuba a -20 °C durante 30
minutos.

A continuacidn, se centrifuga a 2500 RCF durante 5 minutos y se
elimina el sobrenadante. El sedimento se resuspende en 800 uL de PBS
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suplementado con 100 pL de yoduro de propidio y 100 pg/mL de RNasa, y
se incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente [492]. Las células
estan listas para ser procesadas por citometria de flujo en el canal FL-2,
con la precaucion de hacer la medida en escala lineal.

5.2.2.12 Determinacion de la captacion de glucosa

Las células Neuro2a se cultivaron en placas de 48 pocillos y se
incubaron durante 24 horas en presencia y ausencia de 1 mM Na;WOs.

Después del periodo indicado de incubacion, las células se lavaron
con KRPH (HEPES-buffered Krebs-Ringer phosphate) y se incubaron con 1
uCi/mL de 2-deoxi-[3H]glucosa (2-DG) durante 15 minutos a 37 °C.

La captacion de 2-DG se detuvo aspirando rapidamente el medio
de incubacién radioactivo y lavando las células tres veces con PBS frio. La
radioactividad asociada con las células se determind mediante lisis celular
afiadiendo 0,1 mM NaOH/0.1 % (p/v) desoxicolato sddico.

Se destino una alicuota de 5 pL para la cuantificacién de proteinas
y el resto se neutralizd con 0.1 M HCl y se mezclé con 4 mL de liquido de
centelleo Ready Safe (Beckman Coulter.

5.2.2.13 Estudio de promotores mediante el uso de genes
reporteros codificantes de luciferasas

Las células fueron transfectadas con construcciones del vector
pGL3-Basic, que incluian la secuencia de un promotor especifico, y el
vector pRL-TK en una proporcién 95:5 (ver 5.1.4.1). Posteriormente, las
células se incubaron durante 24 horas en presencia o ausencia de Na;WOa.
La actividad de las luciferasas de luciérnaga y Renilla se midié utilizando el
Dual Luciferase Assay System (Promega) siguiendo el protocolo del
fabricante y usando un luminémetro Sirius L (Berthold Technologies).

Los resultados se expresaron como cambios relativos en la
actividad de la luciferasa, normalizados a un valor del 100 % para facilitar
la comparacién de los niveles de expresion.
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5.2.3 Técnicas para el analisis de acidos nucleicos

5.2.3.1 Aislamiento y purificacion de DNA plasmidico

Se han utilizado diferentes técnicas en base a dos criterios: la
cantidad de DNA y el nivel de pureza necesario. El método de lisis alcalina
es rapido, simple y adecuado para muchas aplicaciones en las que no se
requiere una alta pureza. Debido a esta razon, se utilizd de manera
generalizada para identificar las colonias que contienen plasmidos con los
insertos de interés.

Minipreps de DNA Plasmidico

Para llevar a cabo este método, se empled el kit comercial GeneJET
Plasmid Miniprep Kit de ThermoFisher Scientific, con el propdsito de
obtener DNA plasmidico de alta purezay libre de RNA.

Este kit se fundamenta en la realizacion de una etapa de lisis
alcalina utilizando 1.5-3 mL de cultivo bacteriano en presencia de SDS para
precipitar el DNA cromosdmico vy liberar el DNA plasmidico. Después de
neutralizar el lisado, se separan las proteinas y los restos celulares por
centrifugacién. El sobrenadante se transfiere a una columna de silice
donde el DNA plasmidico se une. Tras varios lavados para eliminar sales,
metabolitos y otros componentes celulares, el DNA plasmidico se extrae
con agua Milli-Q.

El pldsmido purificado obtenido mediante este procedimiento
puede ser utilizado en otros métodos como la digestién con enzimas de
restriccion, PCR, transformacion y secuenciacidon automatica.

Midipreps de DNA plasmidico

En este caso, el objetivo es obtener cantidades significativas de
DNA plasmidico de alta pureza y libre de endotoxinas. Para ello, se inocula
1 mL de cultivo de bacterias transformadas con el plasmido de interés en
500 mL de medio LB liquido suplementado con los antibiéticos de
seleccion, y se incuba a 37 °C con agitacién a 200 rpm durante toda la
noche.

Después de este periodo, el cultivo se centrifuga a 7000 rpm
durante 10 minutos a 4 °C para obtener un sedimento de bacterias, el cual
se resuspende en soluciéon | (25 mM Tris-HCI, pH 8; 10 mM EDTA). A

129



MATERIALES Y METODOS

continuacion, se lisan las bacterias con la solucidn de lisis 1l (0.4 M NaOH,
0.1 % (p/v) SDS) y luego se neutralizan afiadiendo solucion de
neutralizacion Il (acetato potasico 3 M, pH 5) y se centrifugan a 7000 rpm
15 minutos.

El sobrenadante se filtra, se afladen 0.6 volimenes de isopropanol
y se centrifuga nuevamente durante 15 minutos a 10000 rpm. El pellet se
resuspende en solucidon I, se adiciona LiCl 5 M para eliminar las toxinas,
luego se centrifuga a 7000 rpm durante 15 minutos. A continuacidn, se
incuba con 20 pg/mL de RNAsa A durante 30 minutos a 37 °C y se afiade
13 % polietilenglicol 8000 en NaCl 1,6 M y se centrifuga a 13500 rpm
durante 30 minutos a 4 °C.

El precipitado de DNA se resuspende con solucion |y se extrae dos
veces con solucion fenol-cloroformo (1:1) a pH 8 y una vez con cloroformo.
A la fase acuosa se le ha adicionado acetato amdnico 7,5 M. Finalmente,
se afiaden dos volumenes de etanol absoluto, se centrifuga 15 minutos a
13500 rpm a 4 °C, y el DNA plasmidico se lava con etanol al 70 % y se
resuspende en agua Milli-Q.

5.2.3.2 Cuantificacion de DNA
M¢étodo fluorimétrico

Este método se basa en el uso del reactivo comercial Hoechst
33258, que tiene la capacidad de intercalarse en la doble hebra del DNA y
producir fluorescencia. La intensidad de esta fluorescencia es
directamente proporcional a la cantidad de DNA presente en la muestra.

En una primera etapa, se construye una curva estandar utilizando
cantidades crecientes de DNA de esperma de salmén, con valores
comprendidos entre 1-5 pg/mL. El DNA se mezcla con reactivo Hoechst y
tampon Tris salino EDTA (0.2 M NaCl; 10 mM Tris-HCl; 1mM EDTA, pH 7,4)
y se mide la fluorescencia utilizando una longitud de onda de excitacidn de
365 nm y una emisiéon de 460 nm. La concentracién de DNA en la muestra
problema se determina mediante la interpolaciéon de los valores de
fluorescencia obtenidos en la curva estandar.

Cuantificacién espectrofotométrica

Para realizar medidas directas de la concentracion de acidos
nucleicos, se emplea el dispositivo NanoVue Plus (GE Healthcare). El
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procedimiento comienza con dos mediciones utilizando agua destilada
como referencia, con el fin de establecer el punto de calibracién en cero.
Posteriormente se cargan 2 pL de la muestra en el equipo y se mide su
densidad dptica a 260 nm.

5.2.3.3 Digestion con endonucleasas de restriccion

Las endonucleasas de restriccion son enzimas que tienen la
capacidad de identificar y cortar secuencias especificas de DNA, generando
una serie de fragmentos mas pequeios. Estas enzimas se encuentran en
una amplia variedad de especies bacterianas y su funcién bioldgica es
reconocer y cortar el DNA que no pertenece a la bacteria en cuestion,
como el DNA de un bacteriéfago, por ejemplo. Existen numerosas
endonucleasas de restriccion, cada una con una secuencia de
reconocimiento Unica. Estas enzimas constituyen una poderosa
herramienta empleada en biotecnologia para el corte y la manipulacién del
DNA en estudios de investigacion, clonacion de genes, andlisis genético y
otras aplicaciones relacionadas con la manipulacidon del material genético.

Para llevar a cabo la digestiéon del DNA utilizando enzimas de
restricciéon, se han seguido las indicaciones proporcionadas por el
fabricante (ThermoFisher Scientific). En general, se ha utilizado una
cantidad de DNA de 0,1-0,5 pg, 1 uL de tampdn de digestion Fast Digest
10x y 10 U/ug de DNA de la enzima de restriccidon, en un volumen final de
10 pL. Las digestiones se han realizado incubando la mezcla a 37 °C en un
termobloque durante 5-15 minutos.

5.2.3.4 Electroforesis de DNA en geles horizontales de
agarosa

Con este método, es posible separar y observar moléculas de DNA
de diferentes tamafos.

Se elabora un gel de agarosa utilizando un tampdén TAE (40 mM Tris;
0,11 % (v/v) acido acético glacial; 1 mM EDTA-Na; pH 8) y 0.3 uL de
bromuro de etidio. El porcentaje de agarosa utilizado varia seguin el
tamafio de los fragmentos a separar y la resolucidon deseada. En este caso,
para llevar a cabo este trabajo, se utilizé un rango de agarosa del 0,8-2 %

(p/v).

Posteriormente, el gel se sumerge en una solucidon de tampdn TAE
y las muestras se preparan mezclando el DNA con el tampdn de 6x Loading
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Dye (ThermoFisher Scientific) en una proporcién 5:1 (v/v). Luego, se aplica
un voltaje que oscila entre 70-100 V durante 30 minutos.

El bromuro de etidio es un colorante intercalante cominmente
utilizado para teiir DNA en geles de agarosa y permitir su visualizacidn bajo
luz ultravioleta. Una vez que haya transcurrido la electroforesis, el gel se
procesa con el sistema Chemidoc MP, el cual nos permite la visualizacién
y obtencién de una fotografia del gel.

El tamafio de los fragmentos se determiné utilizando marcadores
de peso molecular como Lambda DNA/ EcoRI+ Hind Il Marker o 100 pb
DNA Ladder (ThermoFisher Scientific).

5.2.3.5 Ligacion de DNA

Para la reaccion de ligacion de los fragmentos de DNA obtenidos
por digestidon con enzimas de restriccion o como producto de una reaccion
de PCR se utilizé la enzima T4 DNA ligasa (ThermoFisher Scientific),
siguiendo las indicaciones del fabricante. Generalmente, se prepard una
mezcla del plasmido lineal con extremos compatibles y el inserto en una
proporcion molar 1:3, 5 unidades de T4 DNA ligasa y 2 puL de Ligation Buffer
10x (ThermoFisher Scientific) en un volumen final de 20 pL y se incubd
durante toda la noche a 10 °C. La mezcla resultante se empled
directamente para la transformacion de células competentes o se
almacend a -20 °C para su posterior uso.

5.2.3.6 Reaccién en cadena de la polimerasa

La reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica que
permite replicar y amplificar secuencias especificas de DNA de cadena
doble de forma exponencial. En este proceso intervienen una pareja de
oligonucleétidos que hibridan de forma especifica en el DNA, el cudl actla
como molde, y una polimerasa termorresistente que incorpora
desoxirribonucleétidos libres presentes en la mezcla de reaccidén para
generar nuevas hebras de DNA.

En nuestro caso, esta técnica se llevd a cabo utilizando un
termociclador GeneAmp PCR system 9700 (Perkin Elmer). Por lo general,
las reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen final de 50 uL
qgque contenia: 10x Pfu Buffer o Dream Taq Buffer, 0,2 mM de
desoxiribonucledtidos, 0,1 puM de los oligonucleétidos sentido y
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antisentido, 50 pg-1 pug de DNA de interés y 1,25 U de DNA polimerasa Pfu
oTaq.

La reaccién se llevd a cabo en cinco etapas detalladas de la
siguiente manera: primero, se realizé un ciclo inicial de activacion de la
polimerasa a 94 °C durante 5 minutos. Luego, se llevaron a cabo
aproximadamente treinta ciclos, cada uno compuesto por tres fases: I)
desnaturalizacién a 94 °C durante 20 segundos, Il) hibridacién durante 30
segundos, y lIl) amplificacién a 72 °C. Finalmente, se realizé un ultimo ciclo
de extensién a 72 °C para asegurar la sintesis de todos los fragmentos
iniciados.

La temperatura de hibridaciéon se ajusté en funcién de la
temperatura media de fusiéon de los cebadores utilizados, calculada
mediante el programa informatico Serial Cloner 2.6.1. La duracién de la
etapa de extensién se determind segun la longitud del fragmento a
amplificar, siguiendo la norma general de 1 minuto por cada kilobase.

5.2.3.7 Secuenciacion de DNA

La secuenciacion de DNA se realizé en el Servicio de Secuenciaciéon
Automatica del Instituto de Parasitologia y Biomedicina Lopez Neyra (CSIC
Granada) utilizando un secuenciador modelo 373 STRECHT de Applied
Biosystems. Para la reaccién de extension, se utilizo la enzima AmpliTag®
FS DNA polimerasa y didesoxinucledtidos marcados con croméforos
fluorescentes de forma diferencial. En cada reaccidon de secuenciacion, se
utilizaron 300-500 ng de DNA puro y 6,4 pM de oligonucledtidos, todo ello
en un volumen final de 12 pL.

5.2.3.8 Extraccion de RNA

Para la extraccion de RNA total de cultivos celulares se utilizo el kit
comercial GeneJet RNA Purification Kit (ThermoFisher Scientific).

En este procedimiento, las muestras se tratan y homogeneizan en
un tampén que contiene tiocianato de guanidinio, el cual previene la
actividad de las RNasas enddgenas. Posteriormente, el lisado se mezcla
con etanol y se introduce en una columna de purificacién. La combinacién
de tiocianato de guanidinio y etanol facilita la unién del RNA a una
membrana de silice presente en la columna durante el paso del lisado a
través de esta. A través de varios lavados, se eliminan las impurezas
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restantes, y finalmente, el RNA puro se eluye bajo condiciones de baja
fuerza idnica utilizando agua destilada libre de nucleasas.

5.2.3.9 Cuantificacion de RNA

Se llevd a cabo siguiendo el procedimiento descrito en la seccidn
"Cuantificacidon espectrofotométrica de DNA” del apartado 5.2.3.2.

Para evaluar la pureza de la muestra, se realizaron medidas de
densidad dptica a longitudes de onda de 260 y 280 nm. A continuacion, se
calculd la relacién A260/A280. Un valor por debajo de 1,6 indica la
presencia de contaminacién con proteinas, mientras que valores
superiores a 1,8 se consideran indicativos de una muestra pura. En nuestro
caso, la relacién A260/A280 siempre resultd en valores cercanos a 2,0, lo
gue sugiere una alta pureza de la muestra.

5.2.3.10 Electroforesis de RNA en geles horizontales de
agarosa

Los métodos espectrofotométricos son utiles para evaluar la
pureza de la muestra, pero no sobre su integridad. Para evaluar la
integridad del RNA, es necesario realizar una electroforesis y analizar la
relacién entre las bandas 28S y 18S del RNA ribosomal. Se considera que el
RNA esta intacto cuando la intensidad de la banda de 28S es el doble que
la de 18S. Sin embargo, dependiendo de los experimentos que se vayan a
realizar, también pueden considerarse validos valores de dicha relacién
inferiores a dos [493].

Las electroforesis se llevaron a cabo utilizando el método descrito
por [494]. Este método implica agregar pequefias cantidades de lejia
comercial al gel de agarosa durante su preparacioén. El hipoclorito sédico
actya como un agente desnaturalizante del RNA y elimina cualquier RNasa
gue pueda estar presente en el gel.

Se prepard un gel de agarosa al 1 % (p/v) en tampdn TAE (40 mM
Tris; 0.11 % (v/v) acido acético glacial, 1 mM EDTA-Na pH 8), 2 % (v/v) de
lejia comercial (con menos del 5 % de hipoclorito sédico) y 0,25 pug/mL de
bromuro de etidio. Las muestras se prepararon mezclando 500 ng de RNA,
tampon de 6x Loading Dye (ThermoFisher Scientific) en una proporcién 5:1
(v/v) y agua destilada libre de RNasas hasta un volumen final de 6 pL.
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La electroforesis se llevd a cabo a 100 V durante 30 minutos en
tampon TAE, y los resultados se visualizaron con el procesador de
imagenes Chemidoc MP.

5.2.3.11 Retrotranscsripcion de RNA

Este proceso implica la generacion de cDNA a partir de una muestra
de RNA. Esto se logra mediante el uso de una enzima derivada de la
transcriptasa inversa de M-MulLV (Moloney Murine Leukemia Virus) y
oligonucleétidos que se unen de manera complementaria a la secuencia
del RNA.

En organismos eucariotas, el mRNA presenta colas de poliadenina
(poliA) en su extremo 3', las cuales pueden unirse a un oligonucledtido rico
en nucledtidos de timina (oligo (dT)). La accidn de la transcriptasa inversa
genera copias de todas las moléculas de mRNA presentes en la muestra.
Otra alternativa es utilizar oligonucleétidos especificos que se hibridan
solo con el MRNA producido a partir de un gen particular, permitiendo una
transcripcion inversa selectiva. También es posible emplear una
combinacion de oligonucledtidos cortos con secuencias aleatorias
(random primers), los cuales se unen a multiples regiones de los mRNA en
la muestra.

Esta técnica se realizd siguiendo las instrucciones proporcionadas
en el kit iScript™ Reverse Transcsription Supermix for RT-qPCR (Bio-Rad)
utilizando 1 pg de RNA total por muestra. La mezcla se incubd a 25 °C
durante 5 minutos, 42 °C durante 60 minutos y 95 °C durante 5 minutos en
un termociclador.

5.2.3.12 PCR cuantitativa o PCR en tiempo real

El objetivo de la qPCR es detectar y cuantificar la presencia de
ciertas secuencias de acidos nucleicos en una muestra. Para lograrlo, se
amplifica una secuencia de interés, similar a lo que se haria en una PCR
convencional (ver 5.2.3.7). Sin embargo, en la gPCR se monitorea el
progreso de la amplificacion utilizando una sonda fluorescente. La
velocidad con la que se alcanza un umbral de fluorescencia determinado
esta relacionada con la cantidad original de la secuencia de interés
presente en la muestra.

Ademads, es posible caracterizar el producto final mediante un
aumento gradual de temperatura. Esto permite crear curvas de
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disociacion, también conocidas como melting curves, que muestran un
perfil de desnaturalizacion especifico dependiente de la longitud y
secuencia de nucleétidos que conforman el producto [495].

En nuestros experimentos, llevamos a cabo las reacciones
utilizando un dispositivo CFX Connect™ de Bio-Rad, que permite la PCR en
tiempo real con deteccion de seiial fluorescente (SYBR Green) después de
cada ciclo de amplificacion. EI cDNA obtenido, como se describe en
5.2.3.12, se utilizd como molde en un volumen final de reaccién de 10 pL.
Esta reaccién incluyé 5 pL de 2x SsoAdvanced™ Universal SYBR Green
Supermix (Bio-Rad) y 500 nM de cada oligonucledtido (consultar Error!
Reference source not found.3).

La gPCR se llevé a cabo de la siguiente manera: inicialmente, se
realizd una etapa de desnaturalizacion a 95 °C durante 2 minutos, seguida
de cuarenta ciclos que constaban de dos fases: una a 95 °C durante 15
segundos y otra que variaba la temperatura entre 53 °Cy 57 °C durante 30
segundos. Posteriormente, se completd con una curva de disociacién,
donde la temperatura aumentd gradualmente a una velocidad de
aproximadamente 0,1 °C/s, abarcando desde 65 °C hasta 95 °C, y se midid
la fluorescencia en intervalos de 0,5 °C.

Se realizaron triplicados de cada muestra, y se calculd la expresion
relativa del gen utilizando el método 2ACt, empleando [-actina como gen
de referencia interno.

5.2.3.13 Vectores de expresion de MEF2D y construcciones
de genes reporteros

La secuencia codificante de MEF2D de rata se amplificé a partir de
cDNA de células musculares de rata utilizando la polimerasa Pfu y los
oligonucleétidos MEF2Df y MEF2Dr (ver Tabla 4), los cuales incluyen los
sitios de restriccion Bglll y Sall. El producto de PCR se clond en el vector
pJET 1.2 (Thermo Fisher Scientific) y luego se digirié con enzimas de
restriccidn para su insercion en el vector de expresién eucariota pEGFP-C1
(Clontech Laboratories), generando el plasmido pEGFP-MEF2D. Este
plasmido codifica una proteina de fusion GFP-MEF2D que se localiza en el
nucleo celular. Para la expresidn eucariota exclusiva de MEF2D, el mismo
inserto se clond en el plasmido pEGFP-N3, denominandose pMEF2D. Dado
que el oligonucledtido reverso utilizado para la amplificacidon contiene una
sefal de STOP, solo se traduce la proteina MEF2D a partir de este plasmido.
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Para analizar la transcripcion dependiente de MEF2D en células que
no expresan la proteina MEF2D (células CHO-k1), el pldasmido pMEF2D se
cotransfectd con pMEF2x4 Eb1 Luc (gentileza del Prof. Brian Black, UCSF,
USA), un plasmido que contiene cuatro copias del dominio de unién de
MEF2 en tandem [486]. Para desarrollar un sistema reportero de
transcripcién independiente del contexto celular (células Neuro2a y SH-
SY5Y), se utilizaron los plasmidos pCMV-BD y pFR-Luc (del kit Mammalian
Two-Hybrid Assay Kit, Stratagene). El inserto pMEF2D se digirié con Bglll y
Sall y se clond en el plasmido pCMV-BD para crear el pldsmido pCMV-BD-
MEF2D, que expresa el dominio de unién al DNA de GAL4 fusionado con
MEF2D. Para este plasmido, las células se cotransfectaron con un plasmido
pFR-Luc que contiene cuatro copias del dominio de unién de GAL4 de
levadura en tandem.

La mutagénesis dirigida en los plasmidos pEGFP-MEF2D, pMEF2D o
pCMV-BD-MEF2D se realizé segin métodos descritos previamente [496]
para introducir mutaciones en la secuencia codificante de MEF2D. Los
oligonucleétidos utilizados para la mutagénesis dirigida del sitio estan
listados en la Tabla 4. La secuencia de los plasmidos generados se confirmé
mediante secuenciacién automatica utilizando primers universales.

Un resumen de las diferentes construcciones plasmidicas se
presenta en la Tabla 2.

5.2.4. Técnicas para el analisis de proteinas

5.2.4.1 Preparacion de extractos proteicos

Las células se cultivaron hasta alcanzar la confluencia. Luego, se
retird el medio de cultivo de la placa y se lavd dos veces con PBS. Para lisar
las células, se afiadieron 30 uL de tampdn de lisis RIPA suplementado con
inhibidores de fosfatasas y proteasas (50 mM Tris-HCI, pH 8; 150 mM NaCl;
1 % (v/v) Nonidet P-40; 0,1 % (p/v) SDS; 1 % (p/v) desoxicolato sédico; 5
mM EDTA; 1 mM PMSF; 10 mM NaF; 10 mM pirofosfato sédico; 1 mM
ortovanadato sddico; 1 mM EGTA; 20 nM &acido okadaico; 10 mg/mL
aprotinina; 10 mg/mL leupeptina; 10 mg/mL pepstatinay 10 % (v/v) céctel
inhibidor de proteasas (P8340, Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia). A
continuacion, se raspd la placa y se transfirié el contenido a un tubo de 1,5
mL.

Los tubos se incubaron en hielo durante 10 minutos vy
posteriormente la suspensién de células se sometié a sonicacién con 20
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pulsos a 0.5 ciclos y 50 % de amplitud. Finalmente se centrifugd a 13000
rom durante 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante se transfirié a un nuevo
tubo.

5.2.4.2 Cuantificacion de proteinas

La concentracién de proteinas se determind mediante el método
del acido bicinconinico [497]. Para ello, se utiliz6 un reactivo A (2 % (p/v)
Na,CO0s3-H20; 0,16 % (p/v) tartrato sddico; 0,4 % (p/v) NaOH; 0,95 % (p/v)
NaHCOs3) y un reactivo B (4 % (p/v) CuSO4-5 H,0) que se mezclan en
proporcién 49:1. Con esta mezcla, se prepard una disolucién al 1 % (p/v)
de la sal disddica hidratada del 4cido bicinconinico (solucion de trabajo).

Por otra parte, se pipetearon alicuotas de las muestras por
duplicado en una microplaca de 96 pocillos, junto con volumenes
crecientes de una disolucion de BSA de concentracidn conocida para la
elaboracion de una curva estandar. Luego, se afiadieron 150 uL de la
solucidén de trabajo y se incubd a 37 °C durante 30 minutos.

Finalmente, se midié la densidad dptica a 595 nm en un lector de
placas. Los valores obtenidos para las muestras se interpolan en la recta
patrén para conocer la concentracion de proteinas.

5.2.4.3 Western blot

Es una técnica fundamental para la deteccion y andlisis de
proteinas especificas en una muestra compleja. Se basa en la separacién
de las proteinas por electroforesis en gel de poliacrilamida, su
transferencia a una membrana y la posterior deteccidn mediante
anticuerpos especificos. El protocolo se divide en varias etapas que se
describen a continuacion.

Preparacion de muestras

Para preparar las muestras, se toma un volumen correspondiente
a 30 pg de proteinas y se mezcla con tampdn de carga 2x (200 mM Tris-
HCI, pH 6,8; 2 % (p/v) SDS; 20 % (v/v) glicerol; 5 % (v/v) B-mercaptoetanol;
0,1 % (p/v) azul de bromofenol). La mezcla se calienta a 95 °C durante 5
minutos y se centrifuga a 16000 RCF durante 1 minuto. El calentamiento y
la composicion del tampdn de carga favorecen la desnaturalizacidn de las
proteinas.
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Electroforesis vertical en geles desnaturalizantes de
poliacrilamida (SDS-PAGE)

La electroforesis de proteinas se realiza generalmente en geles de
poliacrilamida, los cuales son polimeros entrecruzados que permiten la
separacion de proteinas segin su peso molecular. Estos geles constan de
dos partes: el gel de resolucidn y el gel de compactacion, cuya composicion
de ambos se detalla en la Tabla 6.

Gel de resolucion comGpilcfcj:cién
Acrilamida/bisacrilamida 10-15 % (p/v) 4% (p/v)
Tris-HCl, pH 8,8 0,375 M
Tris-HCI, pH 6,8 0,125 M
TCE 0.5 % (v/v) ---
SDS 0,1 % (p/v) 0,1 % (p/v)
APS 0,05 % (p/v) 0,05 % (p/v)
TEMED 0,05 % (v/v) 0,1 % (v/v)

Tabla 6. Composicion de geles de poliacrilamida

Uno de sus componentes clave es el SDS, un detergente cuyas
moléculas tienen carga negativa. EI SDS se une a las proteinas en
proporcién al peso molecular de la macromolécula. Al unirse, el
detergente agrega una carga neta negativa, lo que hace que la carga
intrinseca de la proteina sea insignificante. Ademas, la mayoria de las
proteinas se desnaturalizan cuando se fija el SDS adoptando una
conformacion y razén carga/masa similares. En estas condiciones, las
proteinas se separan exclusivamente segun su peso molecular.
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El gel se sumerge en tampodn Tris glicina SDS pH 8,3 (25 mM Tris;
192 mM glicina; 0,1 % (p/v) SDS), y las muestras y un marcador de peso
molecular se cargan en los pocillos del gel de compactacién. Se aplica un
voltaje de 150 V durante aproximadamente una hora, ajustando el tiempo
segun la concentracidon de acrilamida en el gel y del tamano de las
proteinas de interés.

Deteccion de proteinas en geles de poliacrilamida

El 2,2,2-Tricloroetanol (TCE) es una alternativa a la tincién
tradicional con Coomassie Brillante de Coomassie para la deteccion de
proteinas en geles de poliacrilamida. Se incorpora al gel antes de la
polimerizacidn y permite visualizar las proteinas de forma fluorescente en
menos de 5 minutos, eliminando la necesidad de pasos adicionales de
tincion y decoloracién.

Los triptofanos presentes en las proteinas reaccionan con el TCE
bajo luz ultravioleta, generando una sefial fluorescente visible. Esta
fluorescencia se puede detectar con un transiluminador de 300 nm. La
adicion de TCE permite visualizar las proteinas tanto en el gel como
después de transferirlas a una membrana durante el Western Blot, sin
interferir con la electroforesis ni con los pasos posteriores [498].

Este método también permite realizar una normalizacion por la
cantidad total de proteina presente en cada calle. La normalizacién es un
paso crucial en el Western Blot para obtener datos cuantitativos [499].

Finalizada la electroforesis, se extrae el gel de la cubeta. Se
depositan unos mililitros de agua en el centro de la bandeja de muestras
del equipo ChemiDoc MPy se coloca el gel con cuidado. Se activa la funcién
Stain-free gel durante 1 minuto. Posteriormente, se retira el gel de la
bandeja y se continta con el paso de transferencia de forma inmediata. Es
fundamental mantener el gel hidratado en todo momento y manipularlo
con guantes y pinzas limpias para evitar contaminarlo.

Transferencia de proteinas

Las proteinas se transfieren desde el gel de poliacrilamida a una
membrana de nitrocelulosa o PVDF. Este proceso se llevd a cabo utilizando
el dispositivo Trans-Blot Turbo Transfer System de Bio-Rad, siguiendo las
instrucciones del fabricante. La transferencia se realiza a 25 V/1 A durante
30 minutos. El tampdn de transferencia utilizado tiene una composicién 25
mM Tris; 0,2 M glicina; 20 % (v/v) metanol y un pH 8,3.
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Eficiencia y calidad de la transferencia de proteinas

Este paso es crucial para verificar la eficiencia de la transferencia de
proteinas antes de avanzar con el resto del protocolo.

Finalizada la transferencia, se coloca la membrana en la bandeja de
muestras del equipo ChemiDoc MP, repitiendo el procedimiento utilizado
con el gel. Se activa la funcion Stain free Blot y se captura la imagen. Si la
transferencia se ha realizado correctamente, se continla con el
procedimiento. Se retira la membrana de la bandeja y se procede con el
proceso de incubacién con anticuerpos.

Incubacion con anticuerpos

Para bloquear los sitios de unidn inespecificos, se introduce la
membrana en un tubo cénico tipo Falcon de 50 mLy se afiaden 5 mL de Ia
solucién de blogueo. Esta solucidon puede ser leche desnatada en polvo 5
% (p/v) 0 BSA 5% (p/v) en un tampon Tris salino (TBS) con Tween (50 mM
Tris-HCI, pH 7,5; 150 mM NaCl; 0.1 % (v/v) Tween 20). Se coloca el tubo en
un rotador de tubos durante una hora a temperatura ambiente.

Luego, se retira la soluciéon de bloqueo y se agrega el anticuerpo
especifico (anticuerpo primario) diluido en la proporcion adecuada en
solucién de bloqueo fresca. Se coloca el tubo con la membrana en el
rotador de tubos y se incuba durante toda la noche a 4 °C. Posteriormente,
se lava la membrana con TBS-Tween 4 veces durante 5 minutos con
rotacién continua a temperatura ambiente.

El siguiente paso consiste en incubar la membrana con el
anticuerpo secundario, el cual se une al anticuerpo primario y esta
conjugado con un fluoréforo para permitir la visualizacién de la banda
especifica. Se sumerge la membrana en una disolucién adecuada del
anticuerpo secundario en solucién de bloqueo y se mantiene en rotaciéon
durante 1 hora a 4 °C en la oscuridad. Nuevamente se lava la membrana
como se hizo tras la incubacién con el anticuerpo primario y se realiza un
ultimo lavado con TBS, en este caso sin Tween, durante 5 minutos.

Adquisicion de imagenes y analisis de datos

La imagen de la membrana se captura con el equipo ChemiDoc MP
y se analiza con el software Imagelab. Se realiza la normalizacién por la
cantidad total de proteina o con una proteina de referencia.
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5.2.4.4 Ensayo de degradacion de proteinas

La cicloheximida, un inhibidor de la biosintesis de proteinas se ha
convertido en una herramienta invaluable para estudiar la estabilidad de
proteinas en células eucariotas. Su mecanismo de accidn, que consiste en
prevenir la elongacién translacional, la convierte en un compuesto ideal
para determinar la vida media de proteinas especificas [500].

En este estudio, se utilizaron células SH-SY5Y y Neuro2a
transfectadas con plasmidos que permiten la expresién de GFP solo o en
combinacion con MEF2D de tipo salvaje (pEGFP-MEF2D) o mutado (pEGFP-
MEF2D-TOP K439R y pEGFP-MEF2D-TOP S121A).

Después de 24 horas de transfeccion, las células fueron incubadas
en DMEM suplementado con FBS al 10 % (v/v) para las células Neuro2a 'y
al 15 % para las células SH-SY5Y. Las incubaciones se realizaron en ausencia
o presencia de 0.25 mM o 1 mM de Na;WO4 y 100 uM de cicloheximida
durante un periodo de 24 horas.

Las imagenes se tomaronalas 1, 3,6, 12 y 24 horas de incubacién,
y la intensidad de fluorescencia de GFP fue cuantificada utilizando el
software Imagel.

5.2.4.5 Determinacion de la sintesis de proteinas

Las células Neuro2a se sembraron en placas de 48 pocillos, se
incubaron en medio de diferenciacién durante 24 horas (ver 5.1.3.2) y
luego se mantuvieron en medio sin FBS 16-18 horas. Posteriormente, se
reemplazé el medio por el habitual con 10 % (v/v) FBS suplementado con
0,8 mM Tyr y en presencia o ausencia de 1 mM Na;WOa,.

Las células se cultivaron en estas condiciones durante 2 horas, tras
lo cual se afiadié 1 uCi/mL de L-(ring-3,5-3H)-Tyr (Perkin Elmer). Después
de 1 hora, la reaccién se detuvo colocando las placas sobre hielo.
Inmediatamente, los pocillos se lavaron dos veces con PBS frio
suplementado con 2 mM Tyr (PBS-Tyr).

Las células se lisaron con una solucion de 0,1 mM NaOH/0,1 % (p/v)
desoxicolato sédico y las proteinas se precipitaron afiadiendo 20 % (v/v)
TCA. La mezcla se transfirid a tubos de 1,5 mL, se incubé a 4 °C durante 15
minutos y se centrifugd a 16000 RCF durante 10 minutos.
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El sedimento se lavé una vez con 10 % (v/v) TCA y las proteinas
precipitadas se resuspendieron en 0,1 mL de 1 M NaOH. Se reservd una
alicuota de 5 pL para la cuantificacidon de proteinas (ver 5.2.4.2) y el resto
se neutralizé con 1 M HCl y mezclandose luego con 4 mL de liquido de
centelleo Ready Safe (Beckman Coulter).

Las muestras se analizaron en un contador de centelleo LS 6000
(Beckman Coulter) y los datos se expresaron como dpm/ug de proteina.
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6 RESULTADOS

Nuestro equipo de investigacion ha demostrado previamente los
efectos beneficiosos del Na;WQO4 en el musculo esquelético, destacando su
capacidad para aumentar la captacién de glucosa y mejorar el recambio
proteico aumentando la sintesis proteica y disminuyendo su degradacion
[2, 3]. Considerando que el Na;WOas puede atravesar la BHE, hemos
explorado su potencial terapéutico en células del sistema nervioso. En este
contexto, evaluamos la capacidad del Na;WOs para promover la
diferenciaciéon vy plasticidad neuronal, asi como su potencial
neuroprotector. Nuestros resultados contribuyen a comprender mejor el
papel de esta molécula en la plasticidad neuronal y abren nuevas vias para
el desarrollo de tratamientos para enfermedades neurodegenerativas.

El uso modelos in vitro ha mejorado significativamente la
neurobiologia y la neurociencia. Las células en cultivo permiten la
caracterizacion de las funciones de proteinas y genes, asi como los
mecanismos moleculares subyacentes a fendmenos especificos,
constituyendo una poderosa herramienta para comprender mejor la
patologia de las enfermedades y realizar evaluaciones preliminares de
ensayos farmacoldgicos. En neurobiologia, los modelos de cultivos
celulares mds comunmente utilizados incluyen cultivos neuronales
primarios derivados de rata y ratén y lineas celulares de neuroblastoma,
como las células de rata B35, las células de raton Neuro2a [501-503], las
células de rata PC12 y las células humanas SH-SY5Y [504-506].

Para esta investigacion, seleccionamos las lineas celulares Neuro2a
y SH-SY5Y, que tienen la capacidad de diferenciarse parcialmente cuando
se cultivan en un medio de diferenciacidon con restriccidn de FBS. Estas dos
lineas celulares se utilizaron como modelos para estudiar los efectos del
Na>WOs, sobre la proliferacién y diferenciacién de neuritas, asi como las
bases moleculares involucradas en estos procesos. Al utilizar dos lineas
celulares, evitamos los efectos que podrian deberse a la idiosincrasia
especifica de una unica linea celular. Cabe destacar que los resultados
fueron consistentes tanto en las células Neuro2a como en las SH-SY5Y.
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6.1 Efecto del Na;WOs en la diferenciacion de células
Neuro2ay SH-SY5Y

6.1.1 Efecto del Na,WOQO4 en el crecimiento de neuritas

La estimulacion del crecimiento de neuritas es un pardmetro crucial
en el desarrollo neuronal y un indicador valioso para evaluar compuestos
con actividad neurotrdfica [507, 508]. Por ello, en primer lugar, evaluamos
el efecto del Na;WOs sobre la diferenciacién neuronal en las lineas
celulares Neuro2a (Figura 24) y SH-SY5Y (Figura 25). Estas células fueron
cultivadas en un medio de diferenciacién suplementado con distintas
concentraciones de Na;WOs, observandose los cambios morfolégicos
durante 48 y 72 horas.
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crecimiento de neuritas (%)

Figura 18. EI Na,WO, aumenta el crecimiento de neuritas en las células Neuro2a.
Las células fueron cultivadas en medio de diferenciacién con concentraciones crecientes de Na, WO, durante

48 h. (A) Se realizé el recuento de neuritas a las 0, 24 y 48 h. Los datos se expresaron como el porcentaje de
células con neuritas respecto al nimero total de células. (B) Las imagenes muestran ejemplos representativos
del estado de los cultivos en los tiempos en que se realizaron los recuentos de neuritas. Los resultados
representan la media + S.E.M. (n=8). *p<0.05 comparando células incubadas con Na,WO, vs células control.
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Figura 19. El Na,WO, aumenta el crecimiento de neuritas en las células SH-SY5Y.

Las células fueron cultivadas en medio de diferenciacion con concentraciones crecientes de Na,WO, durante 72
h. (A) Se realiz6 el recuento de neuritas a las 0, 24, 48 y 72 h. Los datos se expresaron como el porcentaje de
células con neuritas respecto al nimero total de células. (B) Las imagenes muestran ejemplos representativos
del estado de los cultivos en los tiempos en que se realizaron los recuentos de neuritas. Los resultados representan
la media + S.E.M. (n=8). *p<0.05 comparando células incubadas con Na,WO, vs células control.
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Se observé que, mientras la mayoria de las células no tratadas
mostraban una forma redondeada sin extension de neuritas, las células
tratadas con Na; WO, presentaban una formacion extensa de neuritas bajo
microscopia de contraste de fases (Figura 24 Neuro2a, Figura 25 SH-SY5Y).
El crecimiento de neuritas inducido por Na;WO4 mostré una dependencia
de la concentracién en ambos tipos celulares (Figura 24 Neuro2a, Figura
25 SH-SY5Y). La dosis de Na;WO4 que mostrd una respuesta significativa
fue de 1 mM en células Neuro2a y de 0.25 mM en células SH-SY5Y.
Ademas, los tiempos de incubacidn requeridos para observar estos efectos
en el crecimiento de neuritas fueron de 24-48 horas para Neuro2ay de 72
horas para SH-SY5Y. Estas dosis y tiempos de incubacién se emplearon en
los experimentos posteriores.

6.1.2 Efecto del Na,WOQOs en el ciclo celular.

La diferenciacion neuronal, un proceso esencial para el desarrollo
del sistema nervioso, implica la salida del ciclo celular y la formacién de
neuritas [509, 510].

Para determinar si la diferenciacién observada en las células
tratadas con Na;WO; estd relacionada con cambios en la progresion del
ciclo celular, las dos lineas celulares de neuroblastoma fueron incubadas
en ausencia o presencia de este efector. La incubacion con Na;WOq4
durante 48 horas (células Neuro2a) o 72 horas (células SH-SY5Y) promovid
un aumento en la fase GO/G1 paralelo a una disminucidn en la fase G2,
indicando la entrada en el proceso de diferenciacién. Las células
progenitoras neurales experimentan un ciclo celular mds largo antes de
entrar en la diferenciacién, lo cual generalmente se atribuye a una fase G1
extendida, ya que los progenitores cambian de un modo de divisién
proliferativa a neurogénesis [511]. Ademads, en presencia de Na; WO, la
fase de sintesis se mantuvo para permitir un crecimiento activo de neuritas
(Figura 26 Neuro2a, Figura 27 SH-SY5Y).
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durante 48 h. (A) Representacion gréfica del ciclo celular en las distintas condiciones experimentales (B).
Anélisis del ciclo celular por citometria de flujo. Histogramas de fluorescencia
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Las células SH-SY5Y fueron cultivadas en medio de diferenciacion y en presencia o ausencia de 0.25 mM
Na,WO, durante 72 h. (A) Representacion gréfica del ciclo celular en las distintas condiciones experimentales
(B). Andlisis del ciclo celular por citometria de flujo. Histogramas de fluorescencia.
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6.1.3 Efecto del Na,WOsen la proliferacion celular.

De forma paralela al aumento en la formacién de neuritas,
observamos una disminucién en la tasa de proliferacion celular en las
células tratadas con Na; WO, (Figura 28 A). Este efecto no se debid a un
incremento en la muerte celular, tal y como lo demuestra la ausencia de
cambios significativos en la liberacidn al medio de la actividad de la lactico
deshidrogenasa (Figura 28 B). Es importante destacar que, en estas células
de neuroblastoma, el Na;WOs no estd implicado en ningun proceso
proliferativo no deseado que pudiera resultar en tumorogénesis.
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Figura 22. EI Na,WO, disminuye la proliferacion celular sin producir muerte celular.

Las células fueron cultivadas en medio de diferenciacion con concentraciones crecientes de Na,WO, durante 48
h Neuro2a'y 72h SH-SY5Y. (A) Ensayo de proliferacion celular, izquierda células Neuro2a, derecha SH-SY5Y.
Los resultados representan la media + S.E.M. (n=8). *p>0.05 comparando células incubadas con Na,WO, versus
células control. (B) Ensayo de citotoxicidad basado en LDH. izquierda células Neuro2a, derecha SH-SY5Y.
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Es relevante considerar que las células diferenciadas no pueden
proliferar, lo que explica parcialmente la disminucién en la proliferacion
mediada por Na;WOQOs. Ademas, exploramos otros posibles mecanismos
responsables del enlentecimiento en la proliferacion celular. La
senescencia celular se caracteriza por una detencion permanente del ciclo
celular y resistencia a la apoptosis. Un aumento de la senescencia en
células diferenciadas de tejido nervioso estd asociado con enfermedades
neurodegenerativas [10].

Por lo tanto, investigamos si los cambios inducidos por Na,WOQ4 en
el crecimiento de neuritas estaban acompafiados por una detencién
permanente del ciclo celular y senescencia en la poblacién de células no
diferenciadas. Para probar esta hipotesis, las células Neuro2a y SH-SY5Y
fueron incubadas con o sin Na;WQs, y la senescencia fue analizada
utilizando el ensayo de B-galactosidasa como marcador de senescencia. El
Na;WO4 aumento la senescencia de las células no diferenciadas, mientras
gue no afectd los niveles de senescencia de las células diferenciadas en
comparacion con las células control (Figura 29).
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Figura 23. EI Na,WO, aumenta el nimero de células SA-B-gal positivas en las células no diferenciadas.

Las células fueron diferenciadas durante 48 h en presencia o ausencia de 1 mM (Neuro2a) o 0.25 mM (SH-
SY5Y) Na,WO,. El porcentaje de células SA-B-gal positivas se analizé segin se describe en Materiales y
Métodos. Representacion grafica del porcentaje de células Neuro2a (A) y SH-SY5Y (B) SA-B-gal positivas.
Los resultados representan la media + S.E.M. (n=4). *p<0.05 comparando células incubadas con Na, WO, versus
células control.
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6.1.4 Efecto del Na,WO4 sobre marcadores de diferenciaciéon neuronal

Para investigar mas a fondo el tipo especifico de neurona resultado
de la diferenciacion mediada por Na;WQi, se analizaron marcadores
especificos de la diferenciacion neuronal (Figura 30).
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Figura 24. EI Na,WO, induce la expresion de marcadores moleculares de diferenciacion neuronal hacia un
fenotipo colinérgico.

(A) Las células Neuro2a fueron incubadas en un medio de diferenciacion en ausencia o presencia de 1 mM de
Na,WO, durante 24 h. (B) Las células SH-SY5Y fueron incubadas en un medio de diferenciacion en ausencia o
presencia de 0.25 mM de Na, WO, durante 72 h. La expresion de la acetilcolinesterasa (AChE) se midié mediante
Western blot utilizando un anticuerpo especifico contra AChE. Los resultados se normalizaron utilizando GAPDH
como control de carga. Los niveles de mRNA de los genes colina O-acetiltransferasa (ChAt), tirosina hidroxilasa
(Th) y NR4A2 se midieron mediante gPCR. Los resultados representan la media + SEM (n=6). * p<0.05 vs células
control a las 0 h. # p<0.05 entre células control y células tratadas con Na,WO, al final del tiempo de incubacidn.

Los efectos del Na,WO4 en la formacién de neuritas se reflejaron
en la sobreexpresion de marcadores moleculares de diferenciacién
neuronal hacia el fenotipo colinérgico en ambos tipos celulares. La
expresion de la acetilcolinesterasa (AChE) aumentd significativamente en
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las células Neuro2a y SH-SY5Y incubadas con Na;WQOa. Ademas, al medir la
expresion del gen colina O-acetiltransferasa (ChAt), que codifica una
enzima que cataliza la biosintesis del neurotransmisor acetilcolina, se
observd un aumento en los niveles de ChAt en las células incubadas con
Na;WOq (Figura 30).

Para confirmar que el crecimiento de neuritas inducido por
Na;WO. estaba dirigido a células colinérgicas en las células Neuro2a y SH-
SY5Y, se midié la expresion de los genes tirosina hidroxilasa (Th) y NR4A2,
gue son esenciales para el desarrollo de neuronas dopaminérgicas,
mediante RT-qPCR. La incubaciéon con Na;WO4 no modificd la expresién de
estos dos genes en ambas lineas celulares (Figura 30).

6.1.5 Mecanismo molecular del Na,WQOsen la diferenciacion celular.

La activacion de la via de sefializacion PI3K/Akt es fundamental para
el crecimiento neuronal [7, 8, 512]. En las células Neuro2a, la activacion de
la sefializacion ERK1/2 también es relevante para la diferenciacidon
neuronal [512-514]. Ademas, estudios previos han demostrado que el
Na;WO;, activa ERK1/2 pero no la sefializaciéon de Akt en el higado [18] y
en el musculo esquelético [2, 3].

Con estos antecedentes, nos dispusimos a estudiar el efecto del
Na;WO, sobre estas dos quinasas y analizamos los efectos del Na; WO,
sobre la sefializacion dependiente de Akt y ERK1/2 midiendo la expresidn
de las formas fosforiladas de Akt y ERK1/2 en las células Neuro2a (Figura
31 A) y SH-SY5Y (Figura 31 B) mediante Western blot después de incubar
las células con o sin NaWO4 durante 24 h. Como se muestra en la Figura
31, el NaaWOasincrementé la fosforilacién de ERK1/2 y Akt en ambas lineas
celulares. Para confirmar la activacion de las quinasas, estudiamos los
efectos del Na;WO. en periodos cortos. Nuestros resultados indican que
la activacién de ambas vias y lineas celulares por parte del Na;WO; se
produce en 15-30 minutos y la fosforilacién se mantiene después de 1
hora.
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Figura 25 . El Na,WO, activa las vias de sefializacion PI3K/Akt y ERK1/2 en células Neuro2a y SH-SY5Y.

El Na,WO;, se afiadi6 a las células Neuro2a (A) o SH-SY5Y (B) durante 24 h o de 0 a 60 min para determinar
el curso temporal de la fosforilacion. Se realizan Western blots utilizando anticuerpos especificos frente a las
formas de Akt y ERK1/2 fosforiladas y totales. Los resultados representan la media £ SEM (n=6). *p<0.05 vs

células no tratadas.
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Para determinar si la activacidon de estas quinasas por Na;WO4
estaba involucrada en la regulacién de la neuritogénesis, se preincubaron
células Neuro2a con inhibidores de la activacion de Akt (20 uM LY294002)
y de ERK1/2 (10 uM PD98059) (Figura 32).
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Figura 26. La neuritogénesis inducida por Na,WO, es mediada por las vias de sefializacion PI3K/Akty ERK1/2
en células Neuro2a.

Las células Neuro2a fueron pretratadas con PD98059 10 uM o LY294002 20 uM y luego tratadas con 1 mM
de Na,WO, durante 24 h. Los inhibidores se mantuvieron durante el experimento. (A) El porcentaje de células
diferenciadas se determind analizando la morfologia celular. (B) Las imagenes muestran ejemplos
representativos del estado de los cultivos en los tiempos en que se realizaron los recuentos de neuritas. Los
resultados representan la media + SEM (n = 4). *p<0.05 vs células no tratadas; # p<0.05 vs células tratadas con
Na, WOy, sin inhibidores.

La inhibicidon selectiva de la activacién de ambas quinasas fue
confirmada mediante Western blot. Nuestros resultados (Figura 33)
indican que, en ausencia de Na;WOQa, el crecimiento de neuritas requiere
la activacidon de la via de sefializaciéon Akt independientemente de la
sefializacion ERK1/2. Por el contrario, los efectos positivos del Na;WO4
sobre el crecimiento de neuritas requieren que ambas vias de sefializaciéon
permanezcan activas, proporcionando una fuerte evidencia de Ia
implicacion sinérgica de ambas vias de sefalizacion en el crecimiento de
neuritas inducido por Na;WOa.
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Figura 27. El Na,WO, induce la neuritogénesis en células Neuro2a a través de la activacion sinérgica de las
vias de sefializacion PI3K/Akt y ERK1/2.

Las células Neuro2a fueron pretratadas con PD98059 10 pM o LY294002 20 pM y luego tratadas con 1 mM
de Na;WO, durante 24 h. Los inhibidores se mantuvieron durante el experimento. La activacion de ERK1/2 y
Akt se midié mediante Western blot. Los resultados representan la media + SEM (n = 4). *p<0.05 vs células
no tratadas; # p<0.05 vs células tratadas con Na, WO, sin inhibidores.

6.1.6 Efecto del Na,WO4 en el metabolismo neuronal

Para la formacién de neuritas, es necesario que se produzcan una
serie de adaptaciones metabdlicas que proporcionen a la célula los
combustibles metabdlicos necesarios y aumenten la sintesis de proteinas
[515]. Dado que ya comprobamos que el Na;WO; favorece la
diferenciacién, decidimos profundizar en su impacto sobre la a sintesis de
proteinas.

El Na;WOs tuvo un efecto significativamente positivo sobre la
sintesis de proteinas (Figura 34 A). Dado que mTOR es un elemento central
en este proceso, evaluamos los efectos del Na;WOQs sobre la fosforilacion
de esta quinasa (Figura 34 A).) Observamos un aumento en la fosforilacidn
de mTOR en las células tratadas con Na;WOQO.. Ademas, analizamos el
estado de activacion de la quinasa de la proteina ribosomal S6 (S6K1 por
su nombre en inglés ribosomal protein S6 kinase) implicada en la
regulacidn del inicio de la traduccion del mRNA, y observamos que el
Na;WO4también incrementaba su fosforilacidn (Figura 34 A).
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Durante la diferenciacion neuronal, es necesario un aumento en el
metabolismo de la glucosa basado en una mayor captacién de glucosa
mediada por el transportador GLUT3. En las neuronas, la glucdlisis
aerdébica es esencial para mantener la elongacion axonal y Ia
sinaptogénesis. Esta via proporciona energia para la sintesis de proteinas
e intermediarios, como acetil-CoA, que contribuyen a la sintesis de lipidos
y a la expansion de la membrana durante el crecimiento de neuritas. Esta
reprogramacion metabdlica estd mediada por la activacién del eje
PI3K/mTOR [153, 516, 517]. Nuestros resultados (Figura 34 B) indican que
el Na;WO0s; aumenta la captacion de glucosa y la expresiéon del
transportador GLUT3 en células Neuro2a para mantener la neuritogénesis
y la supervivencia celular.
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Figura 28. La neuritogénesis inducida por Na;WO, se acompafia de un aumento en la sintesis de proteinasy la
captacion de glucosa en las células Neuro2a.

Las células Neuro2a se incubaron con 1 mM de Na,WO, durante 24 h. Luego se midié la sintesis de proteinas
(A) y la captacion de 2-desoxiglucosa (B) asi como los niveles de GLUT3. El estado de fosforilacion de mTOR
y S6K1 se midié después de 30 minutos de incubacién con 1 mM de Na, WO, Los resultados representan la
media = SEM (n = 4). *p<0.05 vs células no tratadas.

Estos cambios metabdlicos se ven reflejados en el aumento de la
longitud de las neuritas. Como se muestra en la Figura 35, la incubacién
con Na; WO, resultd en un aumento significativo en la longitud media de
las neuritas en comparacion con las células control. Este efecto sugiere una
activacion coordinada de las vias de sefializacion clave involucradas en la
neuritogénesis, como las vias PI3K/Akt y mTOR, previamente descritas. El
aumento progresivo en la extensidn de las neuritas bajo la influencia de
Na,WOQO, indica una potenciacion del proceso de diferenciacion neuronal,
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lo que apunta a un papel esencial de este compuesto en la promocién del
crecimiento axonal y la reorganizacion del citoesqueleto.
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Figura 29 El Na,WO, promueve la elongacion de neuritas en las células Neuro2a.

Las células Neuro2a se incubaron con 1 mM de Na,WO, durante 48 h. Luego, se midi6 la longitud de las
neuritas. (A) Se midid la longitud de las neuritas a las 0, 24 y 48 h. Los datos se expresaron como la longitud
media de neuritas. (B) Las imagenes muestran ejemplos representativos del estado de los cultivos en los tiempos
en que se midieron la longitud de las neuritas. Los resultados representan la media = S.E.M. (n=6). *p<0.05
comparando células incubadas con Na, WO, vs células control.

6.2 Efecto del Na;WO4 sobre el factor de transcripcion
MEF2D

La familia de factores de transcripcién MEF2 desempeiia un papel
crucial en la supervivencia y diferenciacién neuronal. Estudios previos han
demostrado que MEF2D, en particular, protege a las neuronas del dafio y
modula la respuesta inflamatoria [11, 370, 371]. Ademas, la expresién de
MEF2 depende de la transduccion de sefiales de Akt y ERK1/2 que son
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fundamentales para la neuritogénesis [318]. Por tanto, analizamos la
participacién de MEF2D en los efectos del Na;WOa sobre la neuritogénesis.

Para investigar como el Na, WOz influye en la expresion de MEF2D,
realizamos estudios en células Neuro2a. Se observd que el tratamiento con
Na;WOs produjo un claro incremento en la actividad transcripcional y en
la cantidad de proteina (Figura 36).

Para entender los mecanismos subyacentes del aumento de
MEF2D inducido por Na;WOa, se evaluaron los niveles de mRNA de
MEF2D. A pesar del incremento en la expresion y actividad transcripcional
de MEF2D, no se observd un aumento correspondiente en los niveles de
MRNA de MEF2D en células Neuro2a (Figura 36). Esto podria sugerir la
existencia de mecanismos de regulacién postranscripcional, como un
aumento en la traduccion de la proteina o una disminucién en su
degradacion.
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Figura 30 El Na,WO, aumenta la expresion de MEF2D en células Neuro2a.

Las células Neuro2a se incubaron con 1 mM de Na,WO, durante 24 h, y se midieron los niveles de expresion
de la proteina (A) y el mRNA de MEF2D (B). La actividad transcripcional dependiente del promotor MEF2 se
evalud utilizando pMEF2x4 Eb1 Luc, un sistema reportero de luciferasa que contiene sitios de union para MEF2
(C). Los resultados representan como la media £ SEM (n = 4). *p<0.05 frente a células no tratadas en el tiempo
0 h. #p<0.05 comparado con las células no tratadas en el tiempo 24 h.
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Para determinar si el Na;WOg afecta a la estabilidad de MEF2D, se
investigd su impacto en la vida media de la proteina. Para ello, utilizamos
un plasmido de expresion eucariota que codifica para la proteina MEF2D
de rata. Esta proteina es altamente homdloga a las proteinas de ratén y
humano y mantiene todas las secuencias reguladoras [307]. Se
transfectaron células CHO-k1 (que no expresan MEF2D) y células Neuro2a
(que expresan MEF2D) con un plasmido que codifica para la proteina verde
fluorescente eucariota (eGFP) o eGFP fusionada con la proteina MEF2D de
rata en su forma silvestre, bajo el control de un promotor de
citomegalovirus (CMV), por lo que en ambos casos los niveles de
transcripcién son similares. A continuacion, realizamos un ensayo de
degradacién de proteinas utilizando cicloheximida como inhibidor de la
sintesis de proteinas [500, 518], lo que nos permitié medir la estabilidad
de la proteina en estado estacionario. Dado que eGFP es una proteina
relativamente estable, en las células no tratadas o tratadas con Na;WOa,
la fluorescencia asociada con las células no disminuyd después de 24
horas. Por el contrario, la fluorescencia de las células transfectadas con el
plasmido que codifica la proteina de fusion eGFP-MEF2D disminuyd
significativamente durante las 24 horas en las células no tratadas, mientras
que en las células tratadas con Na;WOQ,, los valores de fluorescencia
permanecieron sin cambios durante todo el tratamiento (Figura 37). Estos
resultados apoyarian la teoria de que Na;WOQOs; aumenta los niveles de
MEF2D al disminuir la degradacion de la proteina.

La expresion y la actividad transcripcional de la familia MEF2 estan
reguladas mediante fosforilacidon, sumoilacién y acetilacion en humanos y
rata. La proteina MEF2D es sumoilada en la lisina 439, lo que desencadena
su degradacién. La fosforilacién de la serina 444, altamente conservada
entre las proteinas MEF2, regula esta sumoilacion y posterior degradacion
proteica [314].

Para explorar el papel de Na,WOs en la regulacion de la actividad
transcripcional y la sumoilacién de la proteina MEF2D, se llevaron a cabo
varios experimentos. Primero, analizamos la actividad transcripcional
dependiente de MEF2D en células CHO-k1 utilizando el plasmido reportero
pMEF2x4 Eb1 Luc, que contiene sitios de unidn para MEF2. Estas células se
cotransfectaron con plasmidos que expresan diferentes mutantes de
MEF2D: MEF2D K439R, que impide la sumoilacién, y MEF2D S444A que
bloquea la fosforilacién en la serina 444 que regula la sumoilacion.
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Figura 31. EI W aumenta la expresion de MEF2D disminuyendo su degradacion.

Las células CHO-k1 (A) o Neuro2a (B) fueron transfectadas con plasmidos que codifican para eGFP o una
proteina fusion entre eGFP y MEF2D. Las células transfectadas, tratadas sin o con 1 mM Na,WO,, fueron
incubadas con 100 pM de cicloheximida durante 24 h, y se midio la fluorescencia de eGFP segln lo descrito en
Materiales y Métodos. Los resultados representan la media + SEM (n = 4). *p<0.05 vs células no tratadas.

Nuestros resultados muestran que, el Na;WOs aumenta
significativamente la actividad transcripcional dependiente de MEF2 de
tipo salvaje. Sin embargo, no hubo diferencias significativas en la actividad
de MEF2D entre células tratadas y no tratadas cuando se expresaban los
mutantes MEF2 K439R o MEF2 S444A (Figura 38).

Aunque los experimentos iniciales indicaron que los efectos de
Na,WO, sobre los niveles de proteina MEF2D podian deber la regulacién
de la sumoilacién, se llevaron a cabo experimentos adicionales para validar
estos hallazgos en un contexto de linea celular de neuroblastoma.

Dado que estas células expresan MEF2D enddgeno, se disefié una
estrategia para evitar la influencia de la proteina enddgena de tipo salvaje
en el analisis de las versiones mutadas de MEF2D. Para este propdsito, se
utilizé un plasmido reportero (pFR-Luc) que contiene copias de la
secuencia de union de GAL4 [519]. Las células Neuro2a se cotransfectaron
con pFR-Lucy plasmidos que codifican proteinas de fusién entre el dominio
de unién al DNA de GAL4 y MEF2D de tipo salvaje o sus versiones mutadas
(GAL-MEF2D K439R y GAL-MEF2D S444A). Los resultados de la actividad
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transcripcional en células Neuro2a fueron consistentes con los obtenidos
en células CHO-k1 (Figura 38 A).

Ademas, la vida media de eGFP-MEF2 K439R en células Neuro2a
confirmd que el residuo en la posicidon 439 es crucial para la regulacion de
los efectos del Na;WOQs. (Figura 38 B).
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Figura 32. EI Na,WO, modula la estabilidad de la proteina MEF2D.

(A) Las células CHO-k1 fueron transfectadas con un plasmido que expresaba proteinas MEF2D mutantes o de
tipo salvaje, junto con un plasmido que codificaba un sistema reportero de luciferasa con sitios de union para
MEF2. (B) Las células Neuro2a fueron cotransfectadas con un plasmido que expresaba MEF2D mutante o de
tipo salvaje fusionado al dominio de unién al DNA de GAL4, y un plasmido que codificaba un sistema
reportero de luciferasa bajo el control de 4 sitios de unién a GALA4. Las células CHO-k1 y Neuro2a fueron
incubadas con 1 mM de Na, WO, durante 24 horas y se evalug la actividad transcripcional. Ademas, las células
CHO-k1 (A) y Neuro2a (B) fueron transfectadas con plasmidos que codificaban eGFP o una proteina de fusion
entre eGFP y MEF2D de tipo salvaje o mutante. Las células transfectadas fueron tratadas o no tratadas con 1
mM de Na,WOQ,, luego incubadas con cicloheximida durante 24 horas, y se midié la fluorescencia de eGFP
segun lo descrito en la seccion de Materiales y Métodos. Los resultados representan la media £ SEM (n = 4).
*p<0.05 vs células no tratadas.
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6.3 Efecto del Na2WOs en la neuroproteccion

El estrés oxidativo y la neuroinflamacidn inducidos por los AGEs son
factores clave en la neurodegeneracién. Con el objetivo de evaluar el
potencial neuroprotector del Na,WQa,, decidimos investigar sus efectos
sobre el crecimiento de neuritas en un modelo in vitro,de estrés oxidativo
inducido por AGEs.

En las células Neuro2a (Figura 39) y SH-SY5Y (Figura 40), Na;WO4
aumenté el crecimiento de neuritas en comparacion con las células control
no tratadas y, como era de esperar, la incubacién con AGEs en ausencia de
Na;WO: redujo significativamente el crecimiento de neuritas. Por el
contrario, la incubacién de las células con Na;WQ, en presencia de AGEs
restablecid la formacién de neuritas a niveles similares a los observados en
células tratadas con Na;WOa.
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Figura 33. Na,WO, revirtid los efectos de los AGEs en la formacién de neuritas.

Las células Neuro 2a se incubaron con 100 pg/mL de AGEs en ausencia o presencia de Na,WO,. (A) Porcentaje
de crecimiento de neuritas en células Neuro 2a. Los resultados representan la media + SEM (n = 4). *p<0.05 vs
células no tratadas; #p<0.05 vs células tratadas con AGEs. (B) Las imagenes muestran ejemplos representativos
del estado de los cultivos en los tiempos en que se realizaron los recuentos de neuritas.
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Figura 34. Na,WO;, revirtio los efectos de los AGEs en la formacién de neuritas.

Las células SH-SY5Y se incubaron con 100 pg/mL de AGEs en ausencia o presencia de Na,WO,. (A) Porcentaje
de crecimiento de neuritas en células SH-SY5Y. Los resultados representan la media £ SEM (n = 4). *p<0.05
vs células no tratadas; #p<0.05 vs células tratadas con AGEs. (B) Las imagenes muestran ejemplos
representativos del estado de los cultivos en los tiempos en que se realizaron los recuentos de neuritas.

En las neuritas, los AGEs, a través de su interaccidn con su receptor,
provocan una reentrada en el ciclo celular, bloqueando la diferenciacidn
de neuritas e incrementando la proliferacion celular[520, 521]. La Figura
41(Neuro2a) y Figura 42 (SH-SY5Y) muestran el ciclo celular en células
tratadas con AGEs. El Na;WQ4 promovié un aumento en la fase GO/G1 en
comparacion con la fase G2, indicando su entrada en el proceso de
diferenciacién. La incubacidon con AGEs durante 48 o 72 horas disminuyo
el porcentaje de células en la fase GO/G1 y aumentd el de la fase G2,
sugiriendo una reentrada en el ciclo celular que impide la diferenciacion
de neuritas [522, 523]. Por el contrario, la incubaciéon con Na; WO, en
presencia de AGEs aumenté el porcentaje de la fase GO/G1, situando a las
células en un estado similar al observado solo con Na;WOj,.
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Figura 35.. ElI Na,WO, revirti6 los efectos de los AGEs en el ciclo celular en células Neuro2a. Las células
Neuro2a fueron cultivadas en medio de diferenciacion y en presencia o ausencia de 100 pg/mL de AGEsy 1
mM Na,WO, durante 48 h. (A) Representacion grafica del ciclo celular en las distintas condiciones
experimentales (B). Andlisis del ciclo celular por citometria de flujo. Histogramas de fluorescencia.

168



RESULTADOS

A € 1297 == G1/G0

o

S 100 — G2

[

o = S
5o 754
>3
@3
T .
wng

'S

3 254

2

a ©0-

X o b & B
' & .bo v.(’(o :?0
xe:b Qx é@
< AV P
AV &
W7
0

Oh 72 h, Control 72 h, Na,\WWQ,

Channels (PE-A

72 h, AGES + Na,WO,

Figura 36. El Na;WO, revirtio los efectos de los AGEs en el ciclo celular en células SH-SY5Y.

Las células SH-SY5Y fueron cultivadas en medio de diferenciacion y en presencia o ausencia de 100 pg/mL de
AGEs y 0.25 mM Na,WO, durante 72 h. (A) Representacion gréafica del ciclo celular en las distintas condiciones
experimentales (B). Andlisis del ciclo celular por citometria de flujo. Histogramas de fluorescencia.

169



RESULTADOS

A continuacidn, dado que Na;WO. aumenta la expresién de MEF2D
en neuritas, evaluamos los niveles de proteina del factor de transcripcidon
en presencia de AGEs y Na;WOa. Estudios previos han relacionado la edad
y los depésitos de AGEs con una disminucidn de los factores de crecimiento
neuronal [520]. Confirmando estos resultados, nuestros experimentos
indican que la incubacién con AGEs en células Neuro2a y SH-SY5Y se
traduce en una disminucién de la expresion de MEF2D. En contraste, la
incubacién con Na; WO, previno los efectos negativos de los AGEs (Figura
43).
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Figura 37. EI Na, WO revierte la disminucion de la expresién de MEF2D inducida por AGEs.

Las células fueron cultivadas en medio de diferenciacion y en presencia o ausencia de 100 pg/mL de AGEsy 1
mM Na; WO, durante 48 h células Neuro2a y 0.25 mM Na,WO, durante 72 h células SH-SY5Y. (A) Expresion
de MEF2D en células Neuro2a y SH-SY5Y. (B) Los resultados representan medias + SEM (n = 4). *p<0.05 vs
células no tratadas; #p<0.05 vs células tratadas con AGESs.

de GLUT3 en células Neuro2a y SH-SY5Y. (B) Los resultados representan medias = SEM (n = 4). *p<0.05 vs
células no tratadas; #p<0.05 vs células tratadas con AGESs.
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Ademads, considerando la relevancia de la captacidon de glucosa
mediada por GLUT3 en las neuronas y su influencia en la mejora del
envejecimiento [517], medimos los niveles de este transportador en
presencia de AGEs y en combinacion con Na;WO. (Figura 44). La
incubacién con AGEs disminuyd la expresion de GLUT3, como se ha
descrito anteriormente [524]. Nuevamente, la incubacién en presencia de
Na;WOs bloqued los efectos negativos de los AGEs en ambas lineas
celulares.
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Figura 38 El Na,WO, revierte la disminucién de MEF2D inducida por AGEs.

Las células fueron cultivadas en medio de diferenciacion y en presencia o ausencia de 100 pg/mL de AGEs y 1
mM Na; WO, durante 48 h células Neuro2a y 0.25 mM Na,WO, durante 72 h células SH-SY5Y. (A) Expresion
de GLUT3 en células Neuro2a y SH-SY5Y. (B) Los resultados representan medias £ SEM (n = 4). *p<0.05 vs
células no tratadas; #p<0.05 vs células tratadas con AGEs.
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Finalmente, la incubacién con AGEs aumenté la apoptosis en
neuronas [520]. Este efecto es parcialmente mediado por la activacién
proteolitica de la caspasa 3 [521]. En células Neuro2a, medimos la
activacion de la caspasa 3 mediante western blot y, como era de esperar,
la incubacidén solo con AGEs aumentd la cantidad de caspasa procesada. En
contraste, este procesamiento fue prevenido por la incubacién en
presencia de Na,; WO (Figura 45).
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Figura 39. EI Na,WO; revierte la disminucion la apoptosis inducida por AGEs.

Las células Neuro2a fueron cultivadas en medio de diferenciacion y en presencia o ausencia de 100 pg/mL de
AGEs y 1 mM Na,WO, durante 48 h. Expresion de caspasa 3 en células Neuro2a. Los resultados representan
medias = SEM (n = 4). *p<0.05 vs células no tratadas; #p<0.05 vs células tratadas con AGEs.
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7 DISCUSION

El Na;WQ4 es una molécula bioactiva con un amplio espectro de
actividades bioldgicas, destacando su capacidad para regular la
homeostasis glucémica y promover la pérdida de peso. Es por ello, que la
mayoria de los esfuerzos se han dirigido al analisis de sus propiedades
antidiabéticas. En este aspecto, la mayoria de los estudios se han centrado
en la regulacion de la homeostasis glucidica en el higado, musculo
esquelético y pancreas. Por el contrario, se ha prestado poca atencién a su
efecto en otros tejidos y en otras situaciones patolégicas. Un aspecto
particularmente notable del Na;WOs es su capacidad para atravesar la
BHE, lo que lo convierte en un compuesto atractivo para la modulacién de
procesos fisioldgicos y patoldgicos en el SNC [22]. Esta caracteristica, junto
con sus efectos beneficiosos en el metabolismo de la glucosa vy lipidico,
amplia significativamente su potencial terapéutico mas alla de la diabetes.

El NaWOs promueve la homeostasis glucémica al disminuir la
absorcién intestinal de glucosa, estimular la captacién de glucosa por
tejidos periféricos (musculo y tejido adiposo) y modular el metabolismo
hepatico, favoreciendo la sintesis de glucégeno y suprimiendo la
gluconeogénesis. Ademas, el Na,WO1 mejora la funcion de las células beta
pancreaticas, aumentando tanto su nUmero como su capacidad secretora
de insulina, especialmente en respuesta a niveles normales o elevados de
glucosa, evitando asi episodios de hipoglucemia.

Los efectos antiobesogénicos del Na;WOs estdn mediados, en
parte, por la modulacién de la sefalizacién de la leptina y la inhibicidon de
la lipogénesis y adipogénesis en el tejido adiposo. Un aspecto clave en la
acciéon del Na;WOq es la activacion de la via de sefalizacion de ERK1/2, que
parece ser esencial para la mediacién de sus multiples efectos biolégicos

[1].

Nuestro equipo de investigacién ha centrado sus estudios en los
efectos del Na;WOs en el musculo esquelético. Experimentos in vivo en
ratas diabéticas inducidas por inyeccidn de estreptozotocina demuestran
que el tratamiento con Na;WQO4 normaliza en gran medida la reduccion de
la captacién de glucosa en el musculo [20]. Esta normalizacidn se debe a
un mecanismo dual: un aumento en la expresién del transportador de
glucosa dependiente de insulina GLUT4 y un incremento en su
translocacion a la membrana plasmatica. Por otro lado, el Na;WO4 no

175



DISCUSION

altera la expresién ni la localizacion del transportador basal GLUT1 en la
membrana plasmatica, lo que contribuye a evitar episodios de
hipoglucemia.

A nivel molecular, en cultivos de miotubos de rata L6 [2], se ha
demostrado que el Na;WOs mantiene su accién dual sobre el
transportador GLUT4, incrementando su sintesis a nivel transcripcional y
favoreciendo su translocacidon a la membrana plasmatica a través de un
mecanismo dependiente de ERK1/2, mediado por proteinas quinasas C
atipicas y fosfolipasa D. Ademas, la activacion de la transcripcidon del gen
GLUT4 inducida por Na;WO4 se encuentra regulada por la modulacién de
factores de transcripcién especificos del tejido, particularmente de la
familia MEF2.

Nuestros hallazgos en modelos de miotubos L6 sugieren que
Na;WOs ejerce efectos pleiotrépicos en la fisiologia muscular, mas alla de
su accién sobre la captacion de glucosa. Al activar la via de mTOR vy al
inhibir la via de la ubiquitina-proteasoma, el Na,WQ4 promueve la sintesis
de proteinas y previene su degradacion, lo que contribuye a mitigar la
pérdida de masa muscular asociada a la diabetes. Ademas, nuestros datos
en cultivos celulares de musculo esquelético sugieren que la disminucién
de la autofagia podria ser un mecanismo adicional involucrado en la
protecciéon muscular mediada por Na; WO, frente a diferentes agentes
como la dexametasona [3].

Hasta este punto, se ha identificado a ERK1/2 como la via de
sefializacion mediada por Na; WO, en higado, musculo esquelético, tejido
adiposo y pancreas que es capaz de estimular dianas moleculares
especificas como transportadores de membrana, factores de
transcripcidn, quinasas y hormonas, y que el compuesto tenga una amplia
biodistribuciéon con una baja toxicidad hace que esta molécula sea
interesante para la busqueda de nuevas funciones relevantes en procesos
patoldgicos en otros tejidos.

La neurodegeneracion, caracterizada por la progresiva pérdida de
la estructura y funcién de las neuronas, incluye enfermedades como AD,
PD y ELA, entre otras. La resistencia a la insulina y el metabolismo de la
glucosa juegan un papel crucial en la neurodegeneracion. La hiperglucemia
crénica, comun en la diabetes tipo 2, induce estrés oxidativo y dafio
mitocondrial, exacerbando la degeneraciéon neuronal. En el cerebro, la
insulinay los factores de crecimiento similares a la insulina (IGF) como IGF-
1 y IGF-2 regulan el metabolismo de la glucosa y tienen efectos
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neuroprotectores [5]. La desensibilizacién de los receptores de insulina en
el cerebro, agravada por la edad, contribuye a la disfuncion sindptica y la
muerte neuronal, factores implicados en las enfermedades
neurodegenerativas [4, 6].

La hiperglucemia y la resistencia a la insulina provocan
complicaciones como la acumulacién de proteinas y la disfuncién
mitocondrial [525]. En las enfermedades neurodegenerativas, se observa
la acumulacién de B-amiloide, APP, Tau, a-sinucleina y Huntington (HTT).
Inicialmente, estas proteinas desempenan roles cruciales en el crecimiento
neuronal, la reparacion celular y la estabilizacién de los microtubulos. Sin
embargo, cuando estas proteinas sufren mutaciones o estan sometidas a
estrés fisioldgico, pierden su funcién normal, incluyendo la autofagia
neuronal, lo que contribuye a la progresion de la neurodegeneracién [526,
527].

Como antecedente, se ha descrito que el Na;WQ, es capaz de
inhibir la fosforilacion de la proteina tau mediada por GSK3B. Este efecto,
gue podria tener un papel neuroprotector frente a AD, esta mediado por
la via de sefializacién de ERK 1/2. Dado que GSK3B juega un papel crucial
en la sefializacién de la insulina, se espera que la inactivacién de GSK3p
inducida por Na;WOQOs pueda reducir la resistencia a la insulina en el
cerebro. La proteina Tau, asociada a los microtubulos, es un sustrato
importante de GSK3B en las neuronas, y su hiperfosforilacion esta
implicada en la patogénesis de AD. La capacidad de Na;WO4 para inactivar
GSK3p y desfosforilar la proteina Tau, a través de la via de sefializacién
ERK1/2 resalta su potencial terapéutico en el contexto de esta enfermedad
neurodegenerativa [1].

Una estrategia prometedora para combatir la neurodegeneracion
es estimular la plasticidad neuronal, un proceso esencial durante el
desarrollo, en el cual el crecimiento de neuritas es necesario para construir
redes neuronales eficientes [479]. Ademas, la capacidad de formacién de
neuritas es un paso clave en el proceso de la regeneracién neuronal [480].
Este crecimiento estd principalmente regulado por dos vias de
sefializacion: las vias PI3K/Akt y MAPK/ERK [7, 8]. Ambas rutas de
sefalizacion promueven la activacion de factores de transcripcion,
destacando la familia de MEF2. La sobreexpresion de MEF2 regula
procesos celulares como la supervivencia, diferenciacién, morfogénesis y
apoptosis [9]. Ademas, inhibe la activacién de la microglia, reduce los
niveles de citoquinas y protege a las neuronas contra la privacién de
oxigeno y glucosa [11, 371]. Estas observaciones sugieren que MEF2D
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desempefia un papel crucial en la modulacién de las respuestas
inflamatorias y en la neuroproteccién en el contexto de dafio cerebral. Por
tanto, la posibilidad de modular la sefializacion mediada por ERK y MEF2
utilizando compuestos bioactivos permeables a la BHE, como el Na;WOa,,
es una hipodtesis atractiva para esta Tesis Doctoral.

Para evaluar el potencial del Na;WO4 en la regeneracién neuronal,
investigamos sus efectos sobre la diferenciacion de las lineas celulares
Neuro2a y SH-SY5Y. Nuestros resultados demuestran que el Na;WO4
induce una marcada formacion de neuritas de manera dosis-dependiente
en ambos tipos celulares (Figuras 24 y 25).

El desarrollo del SNC es un proceso altamente regulado que implica
una proliferacién inicial de células progenitoras seguida de su
diferenciacién. Esta diferenciacion conlleva un crecimiento vy
diversificacion celular en las distintas regiones del SNC. Un evento crucial
en este proceso es el crecimiento de neuritas, donde las neuronas en
desarrollo extienden y refinan sus dendritas y axones, iniciado con la
emision de prolongaciones primarias desde el soma celular. La salida de la
fase quiescente GO del ciclo celular es un punto de inflexion que
desencadena la diferenciacion celular y activa un nuevo programa de
expresion génica, conduciendo asi a la formacién de tipos celulares
especializados [509, 510].

Teniendo en cuenta estos antecedentes, el siguiente paso en
nuestra investigacion fue explorar la posible relacién entre Ia
diferenciacién neuronal inducida por el Na,WOa4y la progresiéon del ciclo
celular en estas células. Al incubar las dos lineas celulares en ausencia y
presencia de Na;WOs4, observamos que el tratamiento con Na; WO,
durante 48 horas (células Neuro2a) o 72 horas (células SH-SY5Y) promovid
un aumento en la fase GO/G1 acompafiado de una disminucion en la fase
G2. Este desplazamiento sugiere la entrada de las células en el proceso de
diferenciacién. Las células progenitoras neurales experimentan un ciclo
celular mas largo antes de iniciar su diferenciacion, caracterizado
principalmente por una fase G1 extendida durante la transicién de un
estado proliferativo a uno neurogénico [511]. Ademas, en presencia de
Na;WO0., la fase de sintesis se mantuvo para permitir un crecimiento activo
de neuritas (Figuras 26 y 27).

Ademads, examinamos los efectos del Na,WOa sobre la proliferacion
celular. El tratamiento con Na;WO4 mostrd una parada significativa en la
proliferacidon celular en ambas lineas celulares analizadas (Figura 28 A).

178



DISCUSION

Dado que este efecto podria deberse a la toxicidad inducida por el
Na;WOQO., produciendo muerte celular, realizamos un analisis de
citotoxicidad. Para ello, empleamos un método comun de determinacion
de citotoxicidad basado en la medida de la actividad de la enzima LDH, una
enzima citoplasmatica estable presente en todas las células que se libera
rdpidamente en el sobrenadante del cultivo celular cuando la membrana
plasmatica esta dafiada, lo cual es una caracteristica clave de las células
sometidas a apoptosis, necrosis y otras formas de dafio celular.

Los resultados de este ensayo mostraron que el Na;WOs; no
causaba muerte celular (Figura 28 B), lo que sugiere que la reduccidonen la
proliferacién celular no es consecuencia de la citotoxicidad. Por lo tanto,
es plausible que la disminucion en la proliferacidon celular observada se
deba a la diferenciacion celular inducida por el Na;WQ4, dado que las
células diferenciadas pierden su capacidad para proliferar. Esta ausencia
de una proliferacion aumentada es importe ya que, en estas células de
neuroblastoma, el Na;WOs no estd implicado en ningln proceso
proliferativo no deseado que pudiera resultar en tumorogénesis.

La senescencia celular, un estado de detencién del ciclo celular
asociado al envejecimiento, se ha relacionado con diversas enfermedades
neurodegenerativas. La acumulacion de células senescentes en el tejido
nervioso contribuye a la inflamacién cronica, al estrés oxidativo y a la
disfuncidn sindptica, acelerando asi la progresidon de estas enfermedades.
Ademas, enfermedades metabdlicas como la diabetes mellitus tipo 2
pueden exacerbar la senescencia neuronal, subrayando la importancia de
este proceso en la patogénesis de las enfermedades neurodegenerativas

El envejecimiento es uno de los principales factores de riesgo para
el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas. Los cambios
moleculares y celulares que ocurren con la edad, como la acumulacién de
dafio en el DNA, el acortamiento de los telémeros, las alteraciones
epigenéticas, la pérdida de proteostasis y la disfuncion mitocondrial,
contribuyen a la vulnerabilidad neuronal. la senescencia celular y el
agotamiento de las células madre afectan la capacidad del cerebro para
regenerarse y mantener su funcionalidad [17].

La senescencia celular se caracteriza por una detencién
permanente del ciclo celular y una resistencia aumentada a la apoptosis,
contribuye a la inflamacidn crénica, el estrés oxidativo y a la disfuncién
sindptica, acelerando asi el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas [10].Enfermedades metabdlicas como la diabetes
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mellitus tipo 2 pueden exacerbar la senescencia neuronal, subrayando la
importancia de este proceso en la patogénesis de las enfermedades
neurodegenerativas [528].

Por lo tanto, investigamos si los cambios inducidos por el Na,WO4
en el crecimiento de neuritas estaban acompanados por una deteccién
permanente del ciclo celular y senescencia en las células no diferenciadas.
Para probar esta hipotesis se analizdé la senescencia en ambas lineas
celulares utilizando el ensayo de la B-galactosidasa. El Na;WOQOs aument? la
senescencia de las células no diferenciadas mientras que no afecto a los
niveles de senescencia de las células diferenciadas (Figura 29). Estos
hallazgos sugieren que el Na;WOs podria inducir la senescencia como un
mecanismo alternativo cuando no se alcanza la diferenciacién neuronal.
Aunque se requieren mas estudios para elucidar los mecanismos
moleculares subyacentes, nuestros resultados aportan nuevas evidencias
sobre la relacion entre senescencia y diferenciacidn celular, y sugieren que
la modulacién de la senescencia podria ser una estrategia terapéutica
prometedora para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas,
0 en procesos tumorales.

En conjunto estos resultados indican que el Na;WQO4 aumenta la
diferenciaciéon neuronal sin producir proliferacion no deseada y su
actividad podria ser de interés para inducir la regeneraciéon y plasticidad
neuronal.

Para investigar mas a fondo la diferenciacidn celular mediada por
Na;WO0s, se analizaron marcadores especificos de la diferenciacidon
neuronal (Figura 30). Los efectos del Na;WOs se reflejaron en la
sobreexpresion de marcadores moleculares hacia el fenotipo colinérgico
en ambas lineas celulares, evidenciado por el significativo aumento de la
expresion de la acetilcolinesterasa (AChE) y del gen que codifica para colina
O-acetiltransferasa (ChAt), una enzima clave en la biosintesis del
neurotransmisor acetilcolina.

Dado que los neuroblastos pueden diferenciarse en diversos tipos
neuronales, como neuronas dopaminérgicas [529, 530] y colinérgicas
[531], se utilizd gPCR para medir la expresidon de genes especificos.
Nuestros resultados indican que las células tratadas con Na;WOQ. se
diferencian en neuronas colinérgicas, reflejado en el aumento de Ia
expresion de ChATy no en el de tirosina hidroxilasa (Th) ni NR4A2, que son
marcadores de neuronas dopaminérgicas (Figura 30). No obstante, hay
gue realizar una consideracion, las lineas celulares tienen preferencia a
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diferenciarse a neuritas colinérgicas y por tanto el efecto del Na;WOa4
puede estar influenciado por la propia naturaleza celular. Habria que
realizar experimentos en lineas celulares con tendencia a la diferenciacién
dopaminérgica, como la linea BE (2)-M17 [532] para confirmar si el
Na;WOa puede favorecer la diferenciacién dopaminérgica en estas células.

El aumento en la diferenciaciéon de neuritas en la linea celular
Neuro2a ha sido utilizado cldsicamente como un modelo in vitro de
formacion de memoria a largo plazo [533]; por lo tanto, este resultado
justifica un estudio adicional para dilucidar el mecanismo molecular de
accién del Na;WOa en el proceso de crecimiento de neuritas.

Se ha demostrado que la activacion de la via de sefializacién
PI3K/Akt juega un papel clave en el crecimiento neuronal [7, 8, 512]. En las
células Neuro2a, la activacion de la sefalizaciéon ERK1/2 también es
relevante para la diferenciacién neuronal. Por ejemplo, el acido alfa-lipoico
[513], el litio [514] y el HMB [512] participan en el crecimiento de neuritas
activando esta via de sefializaciéon. Ademas, estudios previos han
demostrado que el Na;WO; activa ERK1/2 pero no la sefializacion Akt en
el higado [18] o en el musculo esquelético [2, 3]. La activacién de la via
ERK1/2 por Na;WO. estimula el transporte de glucosa y la sintesis de
glucdgeno en las células musculares y hepaticas, y mejora el recambio
proteico.

El andlisis de la fosforilacion de ERK1/2 y Akt reveld que el Na;WO4
induce una activacion rapida y sostenida de ambas quinasas en ambas
lineas celulares (Figura 31). De manera notable, la activacién de Akt, que
no se habia descrito previamente en respuesta a este compuesto en otros
tejidos, sugiere un papel tejido especifico de esta via mediada por Na;WO4
en la regulacién de procesos neuronales.

Para determinar el papel de estas vias en la neuritogénesis inducida
por Na;WOa, utilizamos inhibidores especificos. Nuestros resultados
indican que, en ausencia Na;WOQs, la via Akt es suficiente para promover el
crecimiento de neuritas. Sin embargo, en presencia de Na;WOs, la
activacion simultdanea de ambas vias es necesaria para una neuritogénesis
Optima (Figura 32 y 33). Estos hallazgos sugieren que tanto ERK 1/2 como
Akt desempeiian roles complementarios y sinérgicos en la promocién de
la diferenciacidn neuronal inducida por Na;WOa.

Para el crecimiento de neuritas es necesaria una reprogramacion
metabdlica para satisfacer las necesidades metabdlicas y de biosintesis
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[515]. Estudios previos han demostrado que las vias de senalizacion
MAPK/ERKy PI3K—Akt y mTOR desempefian roles cruciales en este proceso
regulando la sintesis proteica [8, 534, 535]. La activacién de mTOR a
menudo desencadenada por factores de crecimiento como IGF-1, es
esencial para la reprogramacién metabdlica neuronal, estimulando la
captacion de glucosa a través del transportador principal de tejido
nervioso GLUT3 y promoviendo la sintesis de lipidos y proteinas necesarios
para el crecimiento neuronal [153, 154, 536].

A la vista de estos antecedentes, evaluamos el efecto del Na; WO,
sobre la neuritogénesis y el metabolismo neuronal. Nuestros resultados
presentados en la Figura 34, indican que el tratamiento con Na;WO,
induce un aumento significativo en la sintesis de proteinas y en la
fosforilacion de mTOR y S6K en células Neuro2a, sugiriendo una activacion
de esta via de sefializacion clave. Ademas, observamos un incremento en
la captacion de glucosa y en la expresiéon de GLUT3 en presencia de
Nax;WOsq,

En enfermedades neurodegenerativas, ciertas poblaciones
neuronales adultas mueren gradualmente. La familia de factores de
transcripcion MEF2 participa en la supervivencia y diferenciacién de varios
tipos de neuronas. Estudios en ratones han demostrado que la eliminacion
especifica en el cerebro de MEF2A/C/D conduce a una letalidad postnatal
temprana y un aumento de la apoptosis neuronal, lo que resulta en una
respuesta neuroinflamatoria intensificada y dafio cerebral. Por otro lado,
la sobreexpresiéon de MEF2D ha mostrado efectos neuroprotectores al
inhibir la activacién microglial, reducir los niveles de citoquinas y proteger
a las neuronas contra la privacion de oxigeno y glucosa. Estas
observaciones sugieren que MEF2D es fundamental en la modulacion de
las respuestas inflamatorias y en la neuroproteccién en caso de dafio
cerebral [11, 370, 371]. Ademas, la expresiéon de MEF2 esta regulada por
las vias de sefializacion de Akt y ERK1/2, destacando su importancia en la
transduccion de sefiales necesarias para la funcién neuronal adecuada
[318].

Nuestros resultados indican que el Na;WOQO, incrementa tanto la
actividad transcripcional como los niveles de proteina MEF2D en células
Neuro2a (Figura 36), sugiriendo que este compuesto puede tener un papel
significativo en la promocidn de la neuritogénesis y la neuroproteccién.
Este hallazgo es consistente con estudios previos que han demostrado una
correlacién positiva entre los niveles de MEF2D y la longitud de las neuritas
[537]. Aunque ya habiamos descrito que el Na;WO. es capaz de
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incrementar la expresiéon de la familia MEF2 en musculo esquelético [2],
hasta ahora no se habia establecido cudl es el mecanismo molecular
responsable de esta expresién incrementada.

Nuestros resultados sugieren que el Na,WO, influye en la
regulacion postranscripcional de MEF2D, lo que se manifiesta por un
aumento en la expresién y actividad transcripcional de MEF2D sin un
incremento de los niveles de mRNA de MEF2D en células Neuro2a (Figura
36). Esta observacion sugiere la presencia de mecanismos que incluyen un
aumento en la traduccidon de la proteina o una disminucién en su
degradacion.

Para investigar estos mecanismos, realizamos experimentos para
analizar el impacto del Na,WO, en la vida media de MEF2D. Utilizamos un
plasmido de expresion eucariota que codifica para la proteina MEF2D de
rata, la cual es altamente homdloga a las proteinas de raton y humano, y
gue mantiene todas las secuencias reguladoras [307]. Transfectamos
células CHO-k1 (que no expresan MEF2D) y células Neuro2a (que expresan
MEF2D) con un plasmido que codifica la proteina verde fluorescente
eucariota (eGFP) o eGFP fusionada con la proteina MEF2D de rata en su
forma silvestre, bajo el control de un promotor CMV. Posteriormente,
realizamos un ensayo de degradacion de proteinas con un inhibidor de la
sintesis de proteinas.

Nuestros experimentos revelaron que la fluorescencia de GFP
permanecia constante en presencia o ausencia de Na,WO, durante 24
horas, lo cual era esperado dado que GFP es una proteina estable. Sin
embargo, en células transfectadas con GFP-MEF2D, observamos una
disminucién de la fluorescencia en ausencia de Na,WQ,, mientras que en
presencia de Na,WQy,, la fluorescencia se mantuvo constante durante las
24 horas de incubacion (Figura 37). Estos resultados apoyan la hipétesis de
que Na,WQO, aumenta la expresion de MEF2D al disminuir su degradacién.

La expresion y la actividad de la familia MEF2D estan reguladas
mediante fosforilacién, sumoilacién y acetilacién. En humanos y rata, la
proteina MEF2D es sumoilada en la lisina 439, lo que inicia un proceso de
degradacién proteica. Un residuo de serina fosforilable en la posicion 444,
altamente conservado entre las proteinas MEF2, regula la sumoilacién, vy,
en consecuencia, la degradacién proteica. Cuando Cdk5, una quinasa
dependiente de ciclina fosforila la serina 444, la actividad transcripcional
de MEF2D disminuye y se estimula la sumoilacién [314].Un esquema de
estos sitios de regulacion se ilustran en la Figura 46.
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Figura 40. Regulacién de la actividad de MEF2D por modificaciones covalentes: sumoilacion y fosforilacion.

Nuestros resultados sugieren que el Na,WOQO, tiene un impacto
significativo en la regulacién postranscripcional de la proteina MEF2D,
influyendo en su actividad transcripcional y sumoilacion (Figura 38). En
células CHO-k1 que no expresan MEF2D, utilizamos el plasmido reportero
PMEF2x4 Eb1 Luc, el cual contiene sitios de union a MEF2, para evaluar la
actividad transcripcional dependiente de MEF2D. Al cotransfectar estas
células con plasmidos que expresan las versiones mutadas MEF2D K439R
(la mutaciéon que previene la sumoilacion al eliminar el sitio de
sumoilacién) y MEF2D S444A (una mutacion que bloquea la fosforilacion
en S444 y por tanto la regulaciéon de la sumoilacién en posicién 439),
observamos que Na,WO, aumenté la transcripcidon dependiente de MEF2
en el tipo silvestre pero no en las versiones mutadas, sugiriendo que la
sumoilacién y fosforilacién en estas posiciones son cruciales para la
regulacién de MEF2D por Na,WQO,.

La fluorescencia de eGFP en células transfectadas con el mutante
eGFP-MEF2 K439R no mostré cambios tras la incubacion con Na,WO,
durante 24 horas, lo que refuerza la idea de que la estabilizacién de MEF2D
por Na,WO, se debe a la inhibicion de su degradacién mediada por
sumoilacidn. Este hallazgo es consistente con estudios previos que indican
la importancia de la sumoilacién en la regulaciéon de la estabilidad y
actividad de MEF2D.

Para confirmar estos efectos en un contexto neuronal, realizamos
experimentos adicionales en células Neuro2a, que expresan MEF2D
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endégeno. Utilizando el plasmido reportero pFR-Lucy cotransfectando con
pldsmidos que codifican proteinas de fusidn entre el dominio de unién al
ADN de GAL4 y MEF2D (tanto tipo silvestre como mutantes K439R y
S444A), observamos resultados similares a los obtenidos en células CHO-
k1. Esto indica que la regulacion de MEF2D por Na,WQO, es consistente en
diferentes tipos celulares y que la posicidon 439 es crucial en la regulacion
de los efectos del Na,WQ, (Figura 38).

La regulacion de la sumoilacion de MEF2D por Na,WO, destaca la
importancia de las modificaciones postraduccionales en la funcién y
estabilidad de los factores de transcripcion. Aunque hemos demostrado
qgue Na,WQ4 aumenta los niveles de MEF2D en el musculo [2], este estudio
amplia estos hallazgos a las neuronas, sugiriendo un mecanismo molecular
conservado y relevante en distintos tejidos.

Queda por identificar las quinasas reguladas negativamente por
Na,WO, que son responsables de la fosforilacion en S444. La elucidacion
de estas quinasas podria proporcionar nuevas dianas terapéuticas para
enfermedades neurodegenerativas, donde la regulacion de MEF2D juega
un papel protector.

En resumen, nuestros datos proporcionan una comprension mas
profunda de cémo Na,WO, regula MEF2D a nivel postranscripcional,
destacando la importancia de la sumoilacién y fosforilaciéon en la
estabilidad y actividad de MEF2D. Este conocimiento puede abrir nuevas
vias para el desarrollo de estrategias terapéuticas dirigidas a la modulacidn
de MEF2D en enfermedades neurodegenerativas.

Una segunda parte de este estudio ha sido estudiar si el Na;WO4
posee un efecto neuroprotector.

El estrés oxidativo, resultado de un desequilibrio entre la
produccién de ROS y la capacidad antioxidante del organismo, aumenta
con la edad y es un factor clave en la neurodegeneracidn. Las neuronas son
especialmente susceptibles al dafio oxidativo debido a su alta demanda
energética y su limitada capacidad de regeneracion. Ademas, la
neuroinflamacidn, caracterizada por la activacién crénica de la microglia y
la liberacién de citocinas proinflamatorias, contribuye a la progresién de
las enfermedades neurodegenerativas [538-540].

Los AGEs son moléculas altamente reactivas que se originan de la
unién no enzimatica de azulcares a proteinas y lipidos. Su acumulacién en
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el cerebro, acelerada por procesos como el envejecimiento y la diabetes,
se vincula estrechamente con el daiio oxidativo, la inflamacién y la muerte
neuronal, contribuyendo significativamente a la patogénesis de
enfermedades neurodegenerativas [24, 25]. Por el contrario, y como ya
hemos indicado MEF2D, desempena un papel protector al modular la
respuesta inflamatoria y promueve la resistencia al estrés. Estudios previos
han demostrado que la sobreexpresion de MEF2D protege a las neuronas
de la muerte celular inducida por diversos estimulos, incluyendo el estrés
oxidativo y la privacidn de oxigeno y glucosa [11, 370-373].

Partiendo de la hipdtesis de que Na,WOQO, al modular
positivamente MEF2D, podria proteger a las neuronas del dafo inducido
por AGEs, evaluamos su efecto sobre el crecimiento neuronal en presencia
de AGEs. En primer lugar, nuestros resultados mostraron que, mientras los
AGEs inhibieron significativamente la formacién de neuritas, la
coincubacion con Na,WOj, revirtio completamente este efecto (Figuras 39
y 40). Estos hallazgos respaldan nuestra hipdtesis inicial y sugieren que
Na, WO, posee un potente efecto neuroprotector.

Los AGEs, al interactuar con sus receptores, desencadenan una
cascada de sefalizacion que induce la reentrada de las células en el ciclo
celular, inhibiendo asi la diferenciacion neuronal y promoviendo la
proliferacion [520, 521]. Por el contrario, nuestros resultados indican que
el Na,WO,; induce una programacion del ciclo celular hacia la
diferenciacién y nos propusimos investigar si el Na,WO, era capaz de
contrarrestar los efectos de los AGEs, restableciendo la diferenciacion
neuronal.

Nuestros resultados mostraron que los AGEs inducen una
reentrada en el ciclo celular, lo que se manifiesta en un aumento de la
proporcién de células en fase Sy G2/M. Por el contrario, el tratamiento
con Na,WQ, incrementod significativamente el porcentaje de células en
fase GO/G1, indicando una mayor proporcion de células en reposo o
diferenciadas (Figuras 41 y 42). Estos hallazgos sugieren que Na,WO,
podria contrarrestar los efectos de los AGEs al restaurar el equilibrio del
ciclo celular y promover la diferenciacién neuronal.

Nuestros experimentos revelan que los AGEs disminuyen
drasticamente la expresién de MEF2D, lo que sugiere que la reduccién de
MEF2D podria contribuir al bloqueo de la diferenciacién inducido por los
AGEs. El Na,WO, aumenta los niveles de MEF2D en presencia de AGEs
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promoviendo la diferenciacion neuronal, y también podria conferir
proteccién frente a los efectos téxicos de los AGEs.
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Figura 41. Mecanismo molecular del Na:WO: en la diferenciacion neuronal.

Las flechas azules indican las acciones especificas del Na-WO., mientras que las flechas rojas sefialan los efectos
de los AGEs en este proceso. EI Na-WO, revierte los efectos producidos por los AGES. restableciendo la
neuritogénesis, modulando el ciclo celular, aumentando los niveles de GLUT3 y MEF2D, disminuyendo la
apoptosis celular.

Nuestros resultados demuestran que la disminucion de la
expresion de GLUT3 inducida por los AGEs podria explicar, al menos en
parte, la inhibicién de la diferenciacion neuronal observada en estas
condiciones. La glucosa es el principal sustrato energético para el cerebro
y su captacidn a través de GLUT3 es esencial para satisfacer las altas
demandas metabdlicas de las neuronas en crecimiento [515]. Al reducir la
expresion de GLUT3, los AGEs comprometen la capacidad de las neuronas
para obtener la energia necesaria para la elongaciéon axonal y la
sinaptogénesis (Figura 44). Esto sugiere que la disfuncién metabdlica
inducida por los AGEs podria contribuir a la neurodegeneracidon. Por otro
lado, nuestros hallazgos muestran que Na,WOQ, es capaz de prevenir la
disminucién de GLUT3 inducida por los AGEs (Figura 44), lo que sugiere
que este compuesto podria restaurar la capacidad de las neuronas para
captar glucosa y satisfacer sus necesidades energéticas.
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Los AGEs inducen apoptosis neuronal a través de la activacién de la
caspasa 3, una proteasa clave que desencadena una cascada de eventos
qgue culminan en la fragmentacién del ADN y la condensacion de la
cromatina. Nuestros resultados corroboran estudios previos y sugieren
qgue la disminucién de MEF2D, un regulador esencial de la supervivencia
neuronal podria exacerbar la susceptibilidad neuronal a la apoptosis
inducida por los AGEs [124, 259, 309]. El Na,WO, inhibe la activacion de la
caspasa 3 (Figura 45), lo que sugiere una accién neuroprotectora
multifactorial. Esta capacidad de Na,WQ,4 para modular tanto la expresion
de MEF2D como la actividad de la caspasa 3 podria estar relacionada con
su capacidad para restaurar la homeostasis celular y prevenir la muerte
neuronal.

Nuestros resultados sugieren que el Na,WO,; podria ser una
herramienta terapéutica prometedora para el tratamiento de
enfermedades neurodegenerativas. Al modular la expresién de factores de
transcripcion clave, restaurar la homeostasis energética y prevenir la
apoptosis, el Na,WQ, ejerce un efecto neuroprotector multifactorial. Dado
qgue el Na;WO, es un agente bien conocido por su capacidad de normalizar
la glucosa y cruzar la BHE, su potencial terapéutico en el SNC es
considerable. Sin embargo, se necesitan estudios adicionales en modelos
animales para elucidar los mecanismos moleculares subyacentes a su
accion y evaluar su eficacia en enfermedades neurodegenerativas
especificas.
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8 CONCLUSIONES

1. El Na;WOs promueve la diferenciacién neuronal en las lineas
celulares Neuro2a y SH-SY5Y, incrementando la fase GO/G1 del
ciclo celular y manteniendo la fase S, lo que favorece la
elongacién de neuritas y la adquisicién de un fenotipo neuronal
colinérgico.

2. La activacion de las vias de sefializacion Akt y ERK1/2 resulta
esencial para el proceso de diferenciacién mediado por
Na;WOa. Esta activacion produce efectos significativos sobre el
metabolismo celular, aumentando tanto la sintesis proteica
como la captacién de glucosa.

3. El factor de transcripcién MEF2D, un regulador clave de la
diferenciacidén neuronal, se encuentra aumentado en las células
tratadas con Na;WO; al prevenir su degradacién mediada por
sumoilacion.

4, lLos AGEs ejercen negativos sobre la diferenciacion vy
supervivencia neuronal. En los ensayos en estas lineas
celulares, el Na;WO. es capaz de revertir estos efectos
negativos de los AGEs, restableciendo la neuritogénesis,
modulando el ciclo celular, aumentando los niveles de GLUT3 y
MEF2D, y disminuyendo la apoptosis celular.
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