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RESUMEN

El estrés en el reticulo endoplasmico (RE) genera sefiales hacia el nucleo y
citoplasma, reorganizando la homeostasis proteica e interviniendo en la decision de
vida o muerte celular. A pesar de ser ampliamente estudiada, aun se desconocen los
mecanismos adaptativos iniciados en la mitocondria ante esta condicion. En este
trabajo se evalud si el estrés de RE modula el acoplamiento entre la red mitocondrial y
el RE, y si el cambio en esta interaccion tiene repercusiones sobre el estado

metabdlico energético celular.

Para inducir estrés de RE, células HelLa se trataron con tunicamicina (inhibidor de
la glicosilacién en el RE) por 1, 4 y 20 h. El contenido de ATP intracelular, el poder
reductor, el potencial mitocondrial y el consumo de oxigeno se midieron para
determinar el estado metabdlico celular. La red mitocondrial y el RE se marcaron
fluorescentemente y a las imagenes de microscopia confocal se les analizé la
colocalizacién mediante los coeficientes de Manders. Para analizar la participacion del
citoesqueleto se utilizaron los agentes despolimerizadores nocodazol (microtdbulos) y

citocalasina B (microfilamentos de actina).

Tras 4 h, el estrés de RE aumentd los niveles intracelulares de ATP, el poder
reductor, el potencial mitocondrial y el consumo de oxigeno en las células HelLa. Esta
estimulacion metabdlica resulto transitoria, dado que el ATP, poder reductor y potencial
mitocondrial disminuyeron después de 20 h de estrés. A las 4 h se observé también
una redistribucion mitocondrial y reticular hacia la regién perinuclear, que llevé a un
aumento en el acoplamiento entre ambos organelos. Esta mayor cercania, asi como la

estimulacion metabdlica no se previnieron por citocalasina, pero si por nocodazol.

Se puede concluir entonces que el estrés de RE, en sus etapas tempranas indujo
una mayor capacidad funcional de la mitocondria, asociada a su mayor cercania con el
RE. Estos cambios se llevan a cabo a través del movimiento de los organelos a lo largo

de la red de microttbulos.



SUMMARY

SPATIAL COUPLING BETWEEN ENDOPLASMIC  RETICULUM  AND
MITOCHONDRIA DURING ENDOPLASMIC RETICULUM STRESS

Endoplasmic reticulum (ER) stress triggers signals to the nucleus and cytoplasm,
reorganizing protein homeostasis and intervening in the decision of life or death.
Despite being highly studied nowadays, the adaptative mechanisms initiated by
mitochondria upon this condition remain unknown. This work studies whether ER stress
modulates the spatial coupling between the mitochondrial network and the ER, and the

consequences of this interaction on the energetic cell state.

To induce ER stress in HelLa cells, they were treated with tunicamycin (inhibitor of
protein glycosylation at the ER) for 1, 4 and 20 h. Intracellular ATP content, intracellular
reducing level, mitochondrial potential and oxygen consumption were measured to
determine the metabolic cell state. The mitochondrial network and the ER were stained
with fluorescent markers. Images were taken with a confocal microscope, and
colocalization was analyzed with Manders’ coefficients. To determine cytoskeleton
participation, two depolymerizing agents were used: nocodazole (for microtubules) and

cytochalasin B (for actin microfilaments).

Upon 4 h of ER stress, ATP, reducing power, mitochondrial potential and oxygen
consumption increased in HelLa cells. This metabolic stimulation was transient due to
ATP, reducing power and mitochondrial potential diminished upon 20 h of stress. At 4 h
there was a mitochondrial and reticular redistribution towards the perinuclear region,
which lead to an increase in organelle coupling. Both enhanced interaction and

metabolic stimulation were prevented by nocodazole, but not by cytochalasin.

In conclusion, mitochondrial function is enhanced in early states of ER stress, which
is associated with enhanced spatial coupling with the ER. These changes take place by

the movement of organelles along the microtubule network.



1. INTRODUCCION

1.1. Estructuray funcion del reticulo endopldsmico

El reticulo endoplasmico (RE) es un compartimento presente en todas las células
eucariontes, siendo el organelo individual mas grande intracelularmente. Sus
dimensiones pueden abarcar mas del 10 % del volumen celular total, y constituye mas
de la mitad del contenido total de membrana de una célula animal promedio. Esta
delimitado por una membrana Unica, y forma una red tridimensional continua que se
extiende a través de toda la célula, desde la envoltura nuclear hasta regiones cercanas
a la membrana plasmatica [Alberts et al., 2008]. La Figura 1 muestra como se observa

el RE por microscopia de fluorescencia.

Figura 1. Distribucion celular del reticulo
endoplasmico. Imagen de microscopia de
epifluorescencia muestra la distribucién de una proteina
fluorescente verde (GFP) destinada a la superficie del
reticulo. Puede apreciarse la extension del organelo, asi
como los tubulos interconectados que lo conforman en

sus zonas mas periféricas (Voeltz et al., 2002).

A pesar de ser un compartimento dotado de continuidad luminal, el RE presenta
heterogeneidad a lo largo de su estructura, lo cual hace que presente diversas
regiones con funcionalidades caracteristicas. La principal caracteristica que permite
distinguir entre regiones del RE es la presencia de ribosomas unidos a su superficie.
Por un lado estd el RE rugoso, dotado de ribosomas, y por el otro esta el RE liso,
desprovisto de ellos (Figura 2). El RE liso se encuentra asociado al metabolismo
lipidico y al almacenamiento y sefializacién por calcio; mientras que el RE rugoso tiene

por funcién la sintesis y plegamiento proteico [Voeltz et al., 2002].



AR Figura 2. Regiones del reticulo endopladsmico.
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Crugoso e menos delineado (Voeltz et al., 2002).

El plegamiento proteico en el RE ha atraido poderosamente la atencion por su
importancia para diversos procesos fisiolégicos dado que en este organelo se
sintetizan todas las proteinas de transmembrana y de secrecion de la célula, las que se

dirigen luego hacia sus compartimentos de destino.

Durante el plegamiento, deben cumplirse ciertas condiciones en el lumen del RE,
asi como la participacion de proteinas que favorecen el proceso termodinamicamente y
colaboran en el control de calidad del proceso. Desde el momento en que una proteina
ingresa al lumen del RE, ésta se encuentra en un estado desplegado y debe pasar
progresivamente por distintos intermediarios de plegamiento para alcanzar su
conformacion nativa. Las proteinas llamadas chaperonas tienen por funcién estabilizar
los intermediarios de plegamiento de una proteina, para que éstos no se agreguen, y
de este modo, garantizar que el proceso de plegamiento se ejecute a cabalidad. La
actividad de las chaperonas es crucial para el proceso y requiere de ATP para
desarrollarse asi como de la presencia de altas concentraciones de calcio [Schroder &
Kaufman, 2005].

Por otro lado, las enzimas foldasas catalizan ciertos pasos del plegamiento para
hacerlo mas veloz. Ejemplos de este tipo de reacciones son la isomerizacién cis-trans
de enlaces peptidicos de prolina y la formacion o ruptura de puentes disulfuro. Esta
Gltima, de tipo oxido-reduccion, necesita de un ambiente oxidante para ocurrir, el cual
es logrado en el lumen del RE mediante glutatién. La razén glutation reducido (GSH) a

glutation oxidado (GSSG) es de 1:1 a 3:1, contrastando con el citosol, donde la razon



toma valores de 100:1 a 30:1 [Schroder & Kaufman, 2005]. Un tercer grupo de
proteinas residentes en el RE son las encargadas de la N-glicosilacién. Este proceso
es muy importante pues el oligosacérido transferido a las proteinas cumple una funcién
tanto estructural asi como de sefializacion. Una vez que el oligosacéarido se afiade a la
estructura peptidica, éste sufre modificaciones segun el estado de plegamiento de la
proteina. Asi, el oligosacarido reflejara si la proteina se encuentra bien plegada, en
transito a plegarse o terminalmente mal plegada. Las lectinas reconocen este lenguaje
y podran retener las proteinas en el lumen del RE o bien destinarlas a otros

compartimentos [Schroder & Kaufman, 2005].

Toda célula presenta una capacidad de plegamiento determinada, segun el tamafio
de su RE y las condiciones homeostaticas presentes. Cuando la capacidad de
plegamiento de la célula se ve sobrepasada, las proteinas mal plegadas comienzan a
acumularse y se inicia una sefializacion de alarma. Bajo estas condiciones, la célula
estd experimentando “estrés de RE”. Diversas son las perturbaciones que causan
estrés de RE. Ejemplos de ellas son la sintesis excesiva de proteinas, producto de una
infeccidn viral, el impedimento en la glicosilacion proteica por falta de glucosa, y la
perturbacion en la regulacién del calcio intraluminal. Cuando la célula experimenta
estrés de RE, inicia una respuesta que busca restablecer su capacidad de
plegamiento, llamada respuesta a proteinas mal plegadas (Unfolded Protein Response,
UPR) [Xu et al., 2005].

La UPR busca inicialmente restablecer la homeostasis celular, disminuyendo la
sintesis de proteinas, aumentando la expresion de chaperonas y promoviendo la
degradacién de proteinas mal plegadas. Sin embargo, si el estrés de RE es muy
intenso o prolongado en el tiempo, la célula inicia una cascada de alarma que la lleva a
la muerte celular por apoptosis [Xu et al., 2005]. Esta via apoptética, iniciada en el RE,
recluta a la mitocondria, la cual amplifica la sefial de muerte al cambiar la

permeabilidad de su membrana [Deniaud et al., 2007].

Asi, la condicion de estrés de RE constituye un buen modelo biolégico para estudiar

la conversacion cruzada entre dos organelos: el reticulo endoplasmico y la mitocondria.



Las sefales se inician en el reticulo endoplasmico, que no actia como una unidad
transduccional aislada, sino que transmite la alarma a la mitocondria, la cual tendra un

papel determinante en el desenlace de la situacion.

1.2. Estructuray funcion mitocondrial

Las mitocondrias estan delimitadas por dos membranas: una membrana externa,
permeable a pequefias moléculas, y una membrana interna, mucho mas selectiva al
paso de solutos. La membrana interna se encuentra plegada sobre si misma, formando
las denominadas crestas mitocondriales, donde se organizan los complejos
encargados de la sintesis de ATP. De esta forma, las membranas delimitan 2 espacios
al interior de las mitocondrias: un espacio intermembrana, de composicion muy similar
al citosol, y una matriz mitocondrial, de composiciébn muy selecta, que contiene entre
otras moléculas, al DNA mitocondrial [Alberts et al., 2008]. Imagenes de la mitocondria

pueden apreciarse en la Figura 3A.

Figura 3. Red mitocondrial en el espacio celular.
Panel A muestra varias mitocondrias en un corte
transversal de microscopia electrénica (Benard &
Rossignol, 2008). Su interior esta cruzado por varias
estructuras delgadas que corresponden a las
crestas mitocondriales. La matriz corresponde a la
region interior menos electrén-densa entre las
crestas. La regiéon intermembrana no es visible en
esta imagen. Panel B muestra la red mitocondrial

teflida con GFP destinada a la matriz, observandose

gue las mitocondrias no se encuentran aisladas sino
que forman una red interconectada a lo largo de

toda la célula (Benard & Rossignol, 2008).




La Figura 3B muestra una tincion de todas las mitocondrias de una célula viva,
éstas no se encuentran como entidades individuales en una célula. Existe entre las
mitocondrias una continuidad luminal, similar a la del reticulo endoplasmico. Sin
embargo, la red que forman las mitocondrias es dindmica respecto a su continuidad, la
cual estd gobernada por eventos de fusion y fision, los cuales hacen que las
mitocondrias estén mas interconectadas, o bien mas fragmentadas, respectivamente.
De este modo, cuando los eventos de fusion son preponderantes, las mitocondrias
adquieren un aspecto alargado, similar a tallarines. En cambio, cuando predominan los
fendmenos de fisién, las mitocondrias se ven mas numerosas y pequefias, similares a
balines [Chen & Chan, 2005].

La mitocondria es el escenario donde ocurren reacciones metabdlicas clave. El
acetil-CoA producido a partir de glucosa o acidos grasos ingresa a la matriz
mitocondrial y asi, puede participar en el ciclo de Krebs. La energia quimica
almacenada en la molécula de acetil-CoA se utiliza para generar poder reductor, en
forma de NADH y FADH,. Posteriormente en la membrana mitocondrial interna, ambas
moléculas ceden sus electrones de alta energia a una serie de complejos respiratorios.
El paso de los electrones a través de distintas reacciones de oxido-reduccién va
liberando gradualmente la energia, la cual es usada para bombear protones al espacio
intermembrana. Los electrones que han transitado por la cadena respiratoria terminan
en la molécula de oxigeno como aceptor final, formandose agua en el proceso.
Finalmente, se forma una gradiente de protones hacia el interior de la matriz
mitocondrial, cuya fuerza motriz permite la sintesis de ATP a partir de ADP [Alberts et
al., 2008].

Es asi como la mitocondria se transforma en una fuente eficiente de ATP, necesario
para alimentar bombas de transporte idnico, eventos de sefializacién, procesos
mecanicos mediados por motores moleculares, sintesis y plegamiento de
macromoléculas, entre otros. Sin embargo, la mitocondria no es s6lo un importante
centro energético celular, sino que también repercute sobre la decision de vida o

muerte, escenario en que adquiere un papel central.



Apoptosis es un término para referirse a una forma de suicidio celular, que se
caracteriza por un desmantelamiento programado de las estructuras, via condensacion
del citosol, fragmentacion nuclear y vesiculaciéon de la membrana plasmatica. La
decision de entrar en apoptosis es un proceso altamente regulado, que depende tanto
de sefales del medio extracelular como de sefiales del medio interno. Es por ello que
las rutas conducentes a apoptosis se han dividido clasicamente en dos: “via intrinseca”
y “via extrinseca”, segun donde provengan las sefiales de inicio. Sin embargo, estas
rutas de sefalizacion no son completamente independientes, sino que conversan entre
si, de modo de tomar una decisién de muerte integrada [Perl et al., 2005].

La mitocondria tiene la funcién de recibir distintas sefiales, ponderandolas antes de
permitir la ejecucion a la apoptosis. Entre estas sefiales estan las proteinas de la
familia Bcl-2, que actian como un verdaderos sensores del estado general de la célula.
En esta familia existen miembros antiapoptéticos, como Bcl-2, y miembros
proapoptéticos, como Bax y Bak. Cuando las condiciones internas y externas son
propicias, los componentes antiapoptéticos antagonizan a los proapoptoticos,
protegiendo asi a la viabilidad celular. Pero cuando hay condiciones que favorecen la
muerte celular, como dafio al DNA, sefiales exdgenas, o malfuncionamiento organelar,
las proteinas proapoptéticas superan el control ejercido por las antiapoptéticas,
volviendo a la célula mas susceptible a la muerte. Un evento importante en esta
sefalizacién es la formacién de multimeros de Bak y Bax, en la superficie de la
mitocondria. Sin embargo, las proteinas no son los Unicos mensajeros que confluyen
en la mitocondria. Ceramida y calcio se van acumulando en este organelo a medida

gue los estimulos proapoptéticos van en aumento [Kim et al., 2006].

En conjunto, la sobrecarga de calcio, la ceramida y los multimeros Bax/Bak
contribuyen a la permeabilizacion mitocondrial. Durante este evento se forma un poro
en la superficie de la mitocondria, conocido como poro de transicion de permeabilidad
(Permeability Transition Pore, PTP), que altera la compartimentalizacion normal de
este organelo, permitiendo el paso de grandes moléculas hacia el citosol. Ocurre
entonces pérdida del potencial mitocondrial, generacion de especies oxidantes y

liberacién de proteinas apoptogénicas. Entre éstas Ultimas se encuentra el citocromo c,



componente de la cadena respiratoria y a la vez, una de las mas poderosas sefiales
proapoptéticas. Una vez en el citoplasma, el citocromo ¢ forma un complejo con otras
proteinas, denominado apoptosoma. Este tiene la propiedad de activar a una familia de
proteasas, las caspasas, que son las encargadas de desencadenar la apoptosis
subsecuente [Kroemer et al., 2007].

De esta manera, la mitocondria se vuelve uno de los actores mas importantes de la
escena celular, tanto por su accién en la mantencion de los procesos fisioldgicos, como

por su funcién integradora durante la sefializacién de la muerte celular programada.

1.3. Acoplamiento funcional entre reticulo endoplasmico y red mitocondrial

Como ya se ha planteado, el reticulo endoplasmico y la mitocondria son dos
organelos que poseen una rica maquinaria metabdlica y en especial, transduccional,
gque los hacen responsables de la generacién, amplificacion, reclutamiento vy
contencién de sefales. Sin embargo, el RE y la mitocondria no son centros
transduccionales aislados; al contrario, interactGan en una intensa y continua

conversacion, cuyas bases moleculares son diversas, y aun estan siendo descifradas.

Existen diversos lenguajes que estos dos organelos utilizan para comunicarse. Por
un lado, estan las proteinas, capaces de traslocarse de un compartimento al otro frente
a condiciones de estrés, como por ejemplo, la kinasa c-Abl [lto et al., 2001]. También
estan los lipidos, como la ceramida [Stiban et al., 2001] o fosfolipidos [Vance et al.,
1990] que son sintetizados en el reticulo endoplasmico y transferidos a la mitocondria a
través de contactos entre membranas. Por su parte, el ATP también es una moneda de
intercambio energético, pues sale de la mitocondria en forma canalizada, constituyendo
microdominios de alta concentracién en la superficie del reticulo endoplasmico,
sirviendo de energia para las bombas idnicas que alli se encuentran [Kaasik et al.,
2001]. Ademas, el calcio también tiene un papel clave en esta conversacion ya que
este sale del reticulo endoplasmico y es capturado por la mitocondria, modulando su
actividad a distintos niveles: favorece la generacién de ATP por estimulacién del ciclo

de Krebs [Jouaville et al., 1999], conduce a fragmentacion de la red mitocondrial



[Szabadkai et al., 2004], disminuye su motilidad a lo largo de los microtibulos [Yi et al.,
2004] o provoca la apertura del PTP y asi, a la disfuncién mitocondrial y a la apoptosis
[Hajnéczky et al., 2003].

De entre los mensajeros moleculares recién mencionados, el calcio es uno de los
gue mas llama la atencién. A pesar de tener una naturaleza ionica, su capacidad de
transmitir sefiales a través de complejos patrones espacio-temporales es asombrosa.
Ademas, el RE y la mitocondria juegan un papel fundamental en la modulacion de sus
sefales. El RE esti constantemente acumulando el calcio intracelular en su lumen, a
través de la bomba ATPasa SERCA, para luego dejarlo salir controladamente por
canales especificos, el receptor de IP3 (IP3R) y el receptor de ryanodina (RyR). De
esta forma, ante un estimulo, el calcio logra ingresar rapidamente al citoplasma,
aumentando su concentracion unas 10 veces, activa sus procesos diana, y luego es
recaptado por el mismo RE via SERCA [Berridge et al., 2000]. Por su parte, el
potencial de membrana de la mitocondria, negativo respecto al citoplasma, genera una
fuerza motriz suficiente para ingresar el catién a la matriz mitocondrial, favoreciendo su
regreso a los niveles basales. De este modo, las sefiales de calcio no son de
naturaleza unilateral: asi como el calcio modula la actividad de los organelos, son el RE

y la red mitocondrial los agentes encargados de dar forma a sus sefiales.

Debido a su capacidad captadora del calcio intracelular, las mitocondrias estan
encargadas de modular las sefiales generadas por el RE. De esta forma, actdan como
amortiguadores de los niveles de calcio, evitando la dispersion de las sefiales por el
espacio, o su prolongacion excesiva en el tiempo [Duchen et al., 2000]. Esta funcién es
lograda gracias a dos propiedades que estan constantemente siendo moduladas: la
continuidad luminal de la red mitocondrial, y su distribucidon dentro del espacio
intracelular. Por un lado, en una red mitocondrial mas fragmentada, hay un menor
ingreso de calcio, producto del blogueo en la difusién del i6bn en el espacio
intraorganelar [Szabadkai et al., 2004]. Por otro lado, aquellas mitocondrias ubicadas
en la periferia celular interactian preferentemente con la membrana plasmatica,
favoreciendo la captacién de calcio desde el medio extracelular, mientras que aquellas

en la region perinuclear son las que tienen mayor nimero de contactos con el RE



[Varadi et al., 2004].

Se ha teorizado que las regiones de estrecha proximidad entre la mitocondria y el
RE son imprescindibles para el ingreso de calcio a la matriz mitocondrial. Ello se debe
a que VDACI, el canal por el cual el calcio entra a la mitocondria, presenta baja
afinidad por este catién, requiriendo altisimas concentraciones para explicar la rapidez
con que ocurre su paso transmembrana. Estas altas concentraciones de calcio ocurren
en microdominios en la vecindad de cada canal IP3R tras su apertura, siendo los
eventos elementales en la sefalizacion de este ion [Berridge, 2006]. Gracias a ciertos
puntos de contacto con el RE, la red mitocondrial se expone a estos microdominios,
logrando asi en su superficie las concentraciones de calcio apropiadas [Rizzuto et al.,
1998].

1.4. Determinantes estructurales de la interfase reticulo endoplasmico-red

mitocondrial

El primer determinante de la interfase entre RE y mitocondria es la distribucion de
ambos en el espacio intracelular, regulando la distancia entre sus superficies. Este
pardmetro esta dado por el movimiento de los organelos a lo largo de los microtibulos
por motores moleculares [Varadi et al., 2004]. Estudios al respecto han comprobado
gue ambos compartimentos presentan una mayor confluencia cuando estan ubicados
en la region perinuclear, alrededor del centrosoma, mientras que en la regibn mas
periférica su agrupamiento es menor [Darios et al., 2005]. Sin embargo, la
sobreexpresion de la proteina dinamitina, encargada del movimiento retrégrado de la
mitocondria, la desplaza hacia la region perinuclear, aunque sin generar cambios en su
capacidad de captar calcio salido del RE [Varadi et al., 2004]. Estas evidencias
implican que la sola proximidad no es condicion suficiente para favorecer la entrada de

calcio a la matriz mitocondrial.

Otras entidades moleculares que den estructura a los contactos RE-mitocondria
ain no se conocen del todo, asi como los mecanismos que los regulan.

Recientemente, mediante microscopia electronica, se ha observado un puente proteico



gue ancla ambos organelos, tanto en las regiones del RE rugoso (mas perinuclear),
como del RE liso (més periférico) [Csordas et al., 2006]; sin embargo, la identidad de

las proteinas involucradas todavia no se conoce.

En cuanto al acoplamiento funcional que permite el traspaso de calcio, los canales
que realizan este proceso, IP3R en el RE, y VDAC1 en la mitocondria, se han
encontrado formando un complejo con la chaperona grp75 [Szabadkai et al., 2006]. La
presencia de esta proteina en el citoplasma facilita el intercambio iénico, favoreciendo
la interaccion entre los canales, estructurdndose asi dominios especializados de

sefalizacién (“hot spots”).

Estudios sobre la regulacion de la interfase RE-mitocondria, todos ellos muy
recientes, revelan que C,-ceramida, un estimulo de muerte celular, lleva a un
agrupamiento de los organelos en la regién perinuclear, concomitante con un aumento
en la transferencia de calcio entre ambos [Darios et al., 2005]. Del mismo modo, tanto
la privacion de suero como el estrés de reticulo endoplasmico llevan a un
estrechamiento de la interfase RE-mitocondria, al menos a tiempos largos [Csordas et
al., 2006].

De los antecedentes mencionados surgen ciertas relaciones que dan forma a la
idea central de este proyecto. Tanto el estrés de reticulo endopldsmico como la
ceramida conducen a muerte celular a través de disfuncién mitocondrial, producto de
un ingreso excesivo de calcio a la matriz mitocondrial [Demaurex et al., 2003]. Por su
parte, la autofagia -candnicamente estimulada por la privacion de suero- es inducida
durante el estrés de reticulo endoplasmico [Yorimitsu et al., 2006] y su activacién es
dependiente del incremento en el calcio citoplasmatico [Hagyer-Hansen et al., 2007].
Este incremento puede ser evitado por la captacion mitocondrial; sin embargo, una
liberacion sostenida de calcio desde el RE (como ocurre en el estrés de reticulo
endoplasmico) conduce a disfuncién mitocondrial y, de esta forma, al vaciamiento del

i6n al citoplasma y activacién de sus efectores [Csordas et al., 2006].

Desde el punto de vista energético, tanto la condicibn de estrés de reticulo
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endoplasmico como de privacion de nutrientes, suponen para la célula un aumento en
los requerimientos de ATP, para lograr adaptarse a la situacién adversa en la que se
encuentra. Ello explica el por qué la célula activa la autofagia bajo esas condiciones,
como fuente de nutrientes. Para el caso de la privacion de glucosa (que conduce tanto
a estrés de reticulo endoplasmico como autofagia) se ha observado una estimulacién
temprana del metabolismo, con incremento en los niveles celulares de ATP [Liu et al.,
2005], asi como un aumento en la masa de la chaperona grp75 [Heal et al., 1997]. Sin
embargo, los efectos de esta condicion sobre el acoplamiento RE-mitocondria, y su

relacion con el estado metabdlico de la célula no han sido estudiados a la fecha.

De todo lo anterior se desprende la nocion de que el acercamiento entre RE y
mitocondria, y el consecuente incremento en la captacion de calcio por esta Ultima,
forman parte de una respuesta dual frente a estimulos de estrés celular: por una parte,
favoreciendo la generacién de energia como mecanismo adaptativo de sobrevida, y por
otro lado, llevando a la disfuncion mitocondrial como mecanismo de muerte celular, en

caso que la condicion de estrés no se vea aliviada.

La presente propuesta de investigacién consiste en estudiar los cambios en la
relacion espacial entre el RE y la mitocondria, como un mecanismo de adaptacion
frente al estrés de reticulo endoplasmico. Con ello se espera establecer un nexo entre
el agrupamiento perinuclear, la generacion de energia en la mitocondria y la resistencia

frente a la condicién de estrés.

En los ultimos afios, la respuesta ante el estrés de reticulo endoplasmico ha sido
blanco de numerosas investigaciones, tendientes a desentraflar sus mecanismos
transduccionales, su papel en la decision de sobrevida o apoptosis y su
entrecruzamiento con otras rutas de la fisiologia celular. Este interés se fundamenta en
la importancia que tiene el RE en la mantencién de la homeostasis tanto en procesos
fisiol6gicos como patolégicos. Su funcion ha sido relacionada con enfermedades
neurodegenerativas, diabetes mellitus, aterosclerosis, hipertrofia cardiaca,
hepatocarcinogénesis e infecciones virales, entre otros [Yoshida, 2007]. Esta tesis

apunta a caracterizar una arista aun no investigada del estrés de reticulo
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endoplasmico, para entender mejor este proceso, trasversal para la biologia de la

célula.
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2. HIPOTESIS

“‘En la etapa temprana de la respuesta a proteinas mal plegadas (UPR), la
produccion mitocondrial de ATP aumenta debido al acercamiento entre el reticulo

endoplasmico y la red mitocondrial”.

3. OBJETIVO GENERAL

Investigar si existe un acercamiento temprano entre reticulo endoplasmico y la red

mitocondrial bajo condicién de estrés de reticulo endoplasmico, lo que favorece la

produccion mitocondrial de ATP en las células HelLa.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudiar si existe acercamiento del reticulo endoplasmico y la red mitocondrial en la
region perinuclear bajo condicion de estrés de reticulo endoplasmico en células
Hela.

e Cuantificar el metabolismo mitocondrial en etapas tempranas de estrés de reticulo

endoplasmico en células Hela.
e Establecer la importancia de la confluencia del reticulo endoplasmico y la red

mitocondrial en el metabolismo mitocondrial y sobrevida celular bajo condicion de

estrés de reticulo endoplasmico.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Reactivos y soluciones

El medio de cultivo en que se mantuvieron las células corresponde a medio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con un 5 % suero fetal bovino (FBS).
El DMEM fue adquirido de Sigma Chemical Co, y el FBS de Hyclone. De Sigma
Chemical Co. también se obtuvieron: azul de tripan, nocodazol, carboxi-cianuro-3-
clorofenilhidrazona (CCCP), oligomicina y yoduro de propidio. Citocalasina B y 2-

desoxiglucosa (2DG) se obtuvieron de Calbiochem.

La tripsina se obtuvo de GIBCO. El sistema comercial para medir ATP, CellTiter
Glo®, se obtuvo de Promega. De Invitrogen se adquirieron: MTT, DiOCs, Lipofectamine
2000®, MitoTracker Green® y Tetrametilrodamina metil éster (TMRM). La tunicamicina

se obtuvo de Biomol.

El anticuerpo contra la forma fosforilada de elF2a (p-elF2a) se obtuvo de Cell
Signaling Technology. Los anticuerpos contra CHOP, JNK y JNK fosforilado (p-JNK) se
adquirieron de Santa Cruz Biotechnology. Todos los anticuerpos fueron usados en un
titulo de 1:1000.

5.2. Cultivo celular

Para el presente trabajo se usaron células HelLa (donacion del Dr Guido Kroemer,
Institute Gustave Roussy, Villejuif, Francia) entre los pasajes 15 y 40. Estas células
adherentes se mantuvieron cubiertas por medio de cultivo, en un incubador a 37°C y
atmadsfera humeda con 5% CO, y 95% aire. El cultivo se realizdé bajo condiciones de
esterilidad, manipulando las células en una campana de flujo laminar. Las células se
sembraron en placas de 100 mm a baja confluencia para permitir su proliferacién. Al
alcanzar una confluencia entre 70-90%, las células se desprendieron de la placa para

su posterior utilizacion. Para ello, el medio de cultivo se removié por aspiracion y la
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placa se lavo dos veces con 1 mL de PBS. Luego, la placa se trat6 con 1 mL de
tripsina entre 5y 10 min a 37 °C. La tripsinizacion se detuvo afiadiendo 5 mL de medio
fresco. Luego, las células se colectaron en un tubo de centrifuga. Una alicuota (20 pL)
de la suspension celular se mezclé con igual volumen de azul de tripan. La mezcla
resultante se colocd en una camara de Neubauer y se determin6 bajo un microscopio
el nimero de células vivas por unidad de volumen. Una porciéon de la suspension
celular se sembré en las placas correspondientes, segun el experimento, y otra porcion
se sembrd nuevamente a baja confluencia en placa de 100 mm, para poder repetir el

proceso en el siguiente ciclo.

5.3. Evaluacién de la red mitocondrial en células vivas por microscopia confocal

Para evaluar la red mitocondrial se utiliz6 la sonda fluorescente MitoTracker Green,
la cual se une a las mitocondrias en forma independiente de su potencial. Para este
propésito, las células se sembraron en placas de 6 pocillos con cubreobjetos de 0,17
mm de grosor, usando una confluencia entre 10-30%. Tras de someterlas a las
condiciones experimentales deseadas, el medio de cultivo se reemplazé por medio
fresco que contenia la sonda fluorescente 200 nM de MitoTracker Green®. La sonda
se incubd con las células por 20 min a 37 °C. Posteriormente, el cubreobjetos se ubico
en una camara para microscopia y se lavé con medio Krebs dos veces. Las células se
mantuvieron en la cdmara con medio Krebs y luego se montaron en el microscopio.
Las imagenes se tomaron con un microscopio confocal Zeiss LSM-5, Pascal 5 Axiovert
200, con un objetivo Plan-Apochromat 63x/1.4 Oil DIC, usando un laser de excitacién
de 488 nm, y un filtro de emisiébn BP 506-530. Por cada experimento independiente se
registro la sefial de 10 a 15 células. Para realizar la estadistica, se tomaron en cuenta

los valores de todas las células registradas.

5.4. Evaluacion de la red del reticulo endoplasmico en células vivas por

microscopia confocal

Para evaluar la red reticular se utilizé la proteina fluorescente roja (red fluorescent

protein, RFP) destinada a la superficie del reticulo endoplasmico, previa transfeccion
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con el plasmidio ER-RFP donado por el Dr. Guido Kroemer (Institute Gustave Roussy,
Villejuif, Francia). Con este objetivo, se usaron placas de 6 pocillos con cubreobjetos
para realizar la transfeccién con un plasmidio. Las células HelLa se sembraron a una
confluencia entre 50-70%. Luego, el medio de cultivo se reemplaz6 por DMEM sin
suero y sin antibiéticos y asi se mantuvieron por 2 h. Posteriormente, a cada pocillo se
le agregd una mezcla de 1 ug de plasmidio y 2 pL de Lipofectamine 2000®, en DMEM
sin suero ni antibiéticos, preparada 20 min antes de su uso. Luego de 5 h, el medio se
reemplazé por medio de cultivo fresco y las células se dejaron por 24 h para permitir la
expresion de la proteina. Pasado ese tiempo, las células se expusieron a la condicion
experimental deseada y luego se observaron en un microscopio confocal Zeiss LSM-5,
Pascal 5 Axiovert 200, con un objetivo Plan-Apochromat 63x/1.4 Oil DIC, usandose un
laser de excitacion de 543 nm y un filtro de emision LP 560. Por cada experimento
independiente se registré la sefial de 15 células. Para realizar la estadistica, se

tomaron en cuenta los valores de todas las células registradas.

5.5. Evaluacién del potencial mitocondrial en células vivas por microscopia

confocal

Las células se sembraron en placas de 6 pocillos con cubreobjetos de 0,17 mm de
grosor a una confluencia entre 10-30%. Tras someterlas a las condiciones
experimentales deseadas, el medio de cultivo se reemplazé por medio fresco que
contenia la sonda fluorescente 200 nM de tetrametilrodamina. La sonda se incubo con
las células por 20 min a 37 °C. Posteriormente, el cubreobjetos se ubicé en una cAmara
para microscopia y se lavé dos veces con medio Krebs. Las células se mantuvieron en
la cadmara con medio Krebs y luego se montd en el microscopio. Las imagenes se
tomaron con un microscopio confocal Zeiss LSM-5, Pascal 5 Axiovert 200, con un
objetivo Plan-Apochromat 63x/1.4 Oil DIC, usandose un laser de excitacién de 543 nm
y un filtro de emisién LP 560. Por cada experimento independiente se registré la sefial
de 15 células. Para realizar la estadistica, se tomaron en cuenta los valores de todas

las células registradas.
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5.6. Procesamiento de imagenes

Para analizar la distribucion mitocondrial, usando MitoTracker Green® o
tetrametilrodamina, se tomo un registro de la totalidad celular, esto es, 8 a 12 planos
focales en el eje z, todos ellos con un solapamiento del 50 % (criterio de Nyquist).
Estas imagenes se deconvolucionaron y sumadas, utilizando el programa ImageJ. Las
imagenes compilatorias obtenidas se usaron para medir area mitocondrial y perfil radial

mitocondrial.

Para analizar la red mitocondrial y el reticulo endoplasmico en su conjunto, se
analiz6 un solo plano focal en z, debido a la necesidad de optimizar las condiciones de
captura de imagen. Para ello, se incrementd el tiempo de barrido con el laser, lo que
implico disminuir el nUmero de barridos en z para evitar fotoblanqueamiento y tiempos
excesivos de captura. Las imagenes obtenidas luego se deconvolucionaron y se les
restd el ruido de fondo utlizando el programa ImageJ. Con estas imagenes se
determind el perfil de distribucion del reticulo endoplasmico, asi como la colocalizacion

entre ambos organelos.

5.7. Evaluacion del poder reductor mitocondrial mediante ensayo MTT

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos a una confluencia del 50 a 70 %.
Luego de exponerlas a las condiciones experimentales deseadas, el medio de cultivo
se removio por aspiracion y los pocillos se lavaron con 100 uL de PBS. Tras remover el
PBS, se agregaron 100 yL de solucion de MTT por pocillo y la placa se dejé en un
incubador a 37°C durante 4 h. Transcurrido el tiempo, la solucién de MTT se reemplazé
por 100 pL de isopropanol. La placa se incub6 a 37 °C por 10 min y se determiné la
absorbancia de cada pocillo en un espectrofotbmetro de placa. Los resultados

obtenidos corresponden a la razon entre las absorbancias a 550 y 655 nm.
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5.8. Evaluacién de viabilidad celular e integridad mitocondrial por citometria de
flujo

Las células se sembraron en placas de 24 pocillos a una confluencia entre 50-70%.
Tras de someterlas a las condiciones experimentales deseadas, el medio de cultivo se
extrajo y se conservé aparte, mientras que los pocillos vacios se lavaron dos veces con
100 pL de PBS. Luego, los pocillos se trataron con 100 uL de tripsina, tras lo cual la
placa se incub6 durante 5 a 10 min a 37 °C. La tripsinizacion se detuvo con 10 pL de
FBS y las células resuspendidas se centrifugaron a 235 g por 5 min junto con el medio
extraido en pasos anteriores. El sobrenadante se descart6 y la pella se resuspendié en
200 a 400 pL de medio de cultivo conteniendo la sonda fluorescente DiOCg (40 nM). La
suspension se incubd a 37 °C por 20 min. Para los casos en que se us6 yoduro de
propidio, este reactivo se agregé a una concentracion final de 10 yg/mL después de la
Gltima incubacion, por un periodo de 1 a 5 min. Finalmente, la fluorescencia de las

células se leyo en un citbmetro FACS Canto Il, BD Biosciences.

5.9. Evaluacion del potencial mitocondrial por citometria de flujo

Las células se sembraron en placas de 24 pocillos a una confluencia entre 50-70%.
Tras someterlas a las condiciones experimentales deseadas, el medio de cultivo se
extrajo y se conservo aparte, mientras que los pocillos vacios se lavaron dos veces con
100 pL de PBS. Luego, los pocillos se trataron con 100 pL de tripsina, tras lo cual la
placa se incubd durante 5 a 10 min a 37 °C. La tripsinizacion se detuvo con 10 pL de
FBS y las células resuspendidas se centrifugaron a 235 g por 5 min junto con el medio
extraido en pasos anteriores. El sobrenadante se descarté y la pella se resuspendié en
200 a 400 L de medio de cultivo conteniendo la sonda fluorescente tetrametilrodamina
(200 nM). La suspension se incubd a 37 °C por 20 min. Finalmente, la fluorescencia de

las células se leyé en un citbmetro FACS Canto Il, BD Biosciences.

5.10. Medicién de ATP

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos a una confluencia del 50 a 70 %.
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Tras someterlas a las condiciones experimentales deseadas, el medio de cultivo se
removid por aspiracion, y los pocillos se lavaron con 50 pL de PBS. Luego de aspirar el
PBS del lavado, se agregaron 20 uL de PBS por pocillo, tras lo cual se afiadi6 igual
volumen de reactivo CellTiter Glo®. La placa se incubé entonces a temperatura
ambiente con agitacion por 5 a 10 min y se determind su luminiscencia en un

luminémetro de placa Topcount NXT, Perkin Elmer (Waltham, MA).

5.11. Determinacion del consumo de oxigeno en células vivas

Para este experimento, las células se sembraron en placas de 60 mm a una
confluencia entre 70-90%. Tras someterlas a las condiciones experimentales
deseadas, el medio de cultivo se removié por aspiracion y los pocillos se lavaron dos
veces con 1 mL de PBS. Luego, las placas se trataron con 1 mL de tripsina e incubaron
por 5-10 min a 37 °C. La tripsinizacién se detuvo con 100 pL de FBS y las células
resuspendidas se centrifugaron a 200 g por 5 min. Después de descartar el
sobrenadante, la pella se resuspendié en PBS. La suspensién se colocé en una
cadmara a 25°C, acoplada a un electrodo de Clark 5331 (Yellow Springs Instruments).
Los datos obtenidos correspondieron a la cantidad de oxigeno remanente en la camara
a lo largo del tiempo. Para calcular la velocidad con que las células consumian el

oxigeno de la camara, éstas se incubaron durante 20 min.

5.12. Western blot

Las células se sembraron en placas de 60 mm a una confluencia del 70-90%. Tras
someterlas a las condiciones experimentales deseadas, las placas se lavaron tres ve-
ces con PBS 1X frio, y se lisaron con 100 uL de tampodn de lisis RIPA. Los homogenei-
zados fueron centrifugados a 8000 g por 10 min. Los sobrenadantes (extracto de pro-
teinas totales) fueron rescatados y su concentracion fue medida por el método de
Bradford. Los extractos de proteinas fueron desnaturadas en tampén SDS-PAGE 4x

por 5 min a 100°C, y las muestras posteriormente fueron almacenadas a —20°C.

La separaciéon de proteinas obtenidas de los extractos totales se realizé en condi-

ciones desnaturantes en geles de SDS-PAGE al 12%. Una vez realizada la electrofore-
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sis, las proteinas se electrotransfirieron a una membrana de nitrocelulosa de 0,2 um

durante 90 min a 0,45 A en tampon de transferencia 1X.

Las membranas de nitrocelulosa se incubaron por 1 h a temperatura ambiente con
una solucion de bloqueo consistente en leche descremada al 5% en solucién salina de
TBS-Tween-20 (0,01% v/v) (TTBS). Luego las membranas se incubaron toda la noche
a 4°C con los anticuerpos correspondientes. Posteriormente, las membranas se lava-
ron tres veces por 15 min con TTBS y luego se incubaron por 2h a temperatura am-
biente con un anticuerpo secundario anti IgG conjugado a peroxidasa, disuelto en la
misma solucion de bloqueo. Al término de la incubacién, las membranas se lavaron
exhaustivamente y se detectaron las proteinas por un método quimioluminiscente
(ECL) el cual consiste en incubar por 1 min la membrana en 1 mL de la mezcla de re-
accion “Western Lightning” (Perkin Elmer) y exponerla en peliculas Kodak-BioMax. Las

intensidades de las bandas resultantes se determinaron por densitometria.
5.13. Analisis estadistico

Los resultados se presentan como promedio + error estdndar (Standard Error of the
Mean, SEM). Se realizaron al menos tres experimentos independientes para
comprobar la hipétesis estadistica. Los datos se analizaron por ANOVA de una via o
de dos vias, segun corresponda, seguido por un post-test de Bonferroni. Mediante esta
prueba se determind la significancia estadistica de los resultados, considerandose

como significativo un valor p < 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1. Durante las etapas tempranas de estrés de RE se estimula el metabolismo

mitocondrial

El uso de tunicamicina como agente inductor de estrés de RE estd ampliamente ex-
tendido. Este alcaloide inhibe la glicosilacién de proteinas en el RE, llevando asi a la
acumulacion de intermediarios de plegamiento proteico y a la saturacion de la capaci-
dad plegadora del organelo. La tunicamicina induce estrés de RE a partir de concen-
traciones tan bajas como 0,1 ug/mL. En el Laboratorio se comprobdé que células HelLa
sometidas a tunicamicina muestran marcadores de estrés de RE a partir de tiempos

tan tempranos como 6 h (Figura 4).
Tunicamicina Figura 4. Induccién de estrés de RE por
Ctrl 0,1 10 (ug/mL)
o2

tunicamicina. Células HelLa se sometieron a

condicion control o con tunicamicina 0,1 y 1,0 pg/mL

durante 6 h. Luego, se analizaron los niveles de
e

CHOP proteinas marcadoras de estrés de RE por Western
e p-INK blot: elF2a fosforilado, CHOP y JNK fosforilado. Se

S N\ K presenta en la figura una imagen representativa de

los niveles proteicos obtenidos.

A modo de exploracion inicial, las células HelLa se trataron con concentraciones ba-
jas de tunicamicina (0,1, 0,5y 1,0 uyg/mL) por 1, 4 y 20 h, de modo de obtener un barri-
do tanto temporal como de intensidad del estrés. Para conocer a grandes rasgos los
cambios metabdlicos inducidos por el estrés de reticulo, se midieron dos parametros

celulares: el poder reductor, mediante un ensayo de MTT, y la cantidad de ATP.

Los resultados obtenidos indican que a tiempos tempranos (1 y 4 h) ocurre un in-

cremento tanto en el poder reductor como en el ATP celular de alrededor del 20%.
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Posteriormente, a las 20 h, hubo una disminucion respecto al control no tratado de

aproximadamente un 20%. Este comportamiento se aprecié con las tres concentracio-

nes usadas, pero sélo con 0,5 pg/mL se obtienen diferencias estadisticamente signifi-

cativas en todos los tiempos analizados. Las Figuras 5 y 6 muestran las cinéticas de

los cambios obtenidos.

2,07

Poder reductor
(unidades relativas)

o
3}

0,0

Tunica (pg/mL)

e
[$2]
M

=
[=}

0,1 0,5 1,0
*
*
0 1 4 20 0 1 4 20 0 1 4 20
Tiempo (h)

Figura 5. Cambios en el poder
reductor celular por estrés de
RE. Células HelLa se trataron
con tunicamicina por los
tiempos y  concentraciones
indicadas en el gréafico, y se
midi6 el poder reductor por
ensayo de MTT. Puede
observarse para cada

concentracion una elevacion

temprana del poder reductor, que da pie luego a una caida a las 20 h. Los resultados

corresponden al promedio + SEM (n = 5). *indica una diferencia significativa respecto

al control (p<0,05).

2,0 .

Niveles de ATP
(unidades relativas)

0,0

154

1,0 4

0,5 -

Tunica (ung/mL)

0,1 0,5 1,0
* %
pr— * pr—
0 1 4 20 0 1 4 20 0 1 4 20
Tiempo (h)

Figura 6. Cambios en el con-
tenido celular de ATP por
estrés de RE. Células HelLa se
trataron con tunicamicina por
los tiempos y concentraciones
indicadas en el gréfico, y se les
midié el contenido de ATP por
ensayo de luciferasa. Hay un
aumento temprano (1 y 4 h) del

ATP para cada concentracion

usada, que luego da lugar a una caida a las 20 h. Los resultados corresponden al pro-

medio + SEM (n =5). * indica una diferencia significativa respecto al control (p<0,05).
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Luego de realizar estos ensayos preliminares, en los siguientes experimentos en

gue se utilizé tunicamicina, esta se ocup6 a la concentracion de 0,5 ug/mL.

Para descartar que la caida en el ATP y en el poder reductor se deba a muerte ce-
lular, se midio6 la viabilidad mediante citometria de flujo, sin encontrarse cambios signi-

ficativos a ninguno de los tiempos evaluados (datos no mostrados).

Posteriormente, para discernir si el incremento de ATP se debe a un aumento en el
metabolismo mitocondrial, o bien, a un incremento en la actividad glicolitica en el cito-

plasma, se usaron una serie de inhibidores de ambos procesos.

Para descartar que la glicélisis anaerédbica fuese responsable del incremento en el
ATP, se utilizé un analogo de la glucosa, la 2-desoxiglucosa (2DG) a una concentra-
cién 20 mM. Esta ingresa a la célula y se fosforila por la hexokinasa, pero debido a la
falta del grupo hidroxilo en posicion 2, no puede proseguir la ruta glicolitica, actuando

asi como un inhibidor de ésta.

El uso de 2DG no impidié que ocurra el incremento de ATP inducido por tunicamici-
na, sugiriendo que la glicolisis en el citoplasma no es un actor fundamental en esta
estimulacion metabdlica. Sin embargo, como puede observarse en la Figura 7, la 2DG
por si sola indujo un aumento de ATP. Esta observacion puede explicarse por el hecho
que la 2DG, al ser un andlogo de la glucosa, interfiere no sélo con la glicélisis, sino
también con la glicosilacion de proteinas, induciendo estrés de RE y generando una
respuesta similar a la tunicamicina. Ademas, en otros tipos celulares, la privacion de
glucosa induce un aumento temprano en los niveles de ATP [Liu y cols., 2005], evento

gue en este caso estaria siendo imitado por la 2DG.
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2,0 1 Figura 7. Glicolisis anaerdbica y contenido

* celular de ATP durante estrés de RE. Se

&g 151 trataron células HeLa con 2DG por los tiem-

j% pos indicados en el grafico, en ausencia (A)

; % 101 o presencia () de tunicamicina. Posterior-

g :E mente, se midié el contenido de ATP por en-

S sayo de luciferasa. La linea punteada repre-

senta el aumento de ATP que ocurre por tuni-

o 0 1 4 20 camicina sola. Los resultados corresponden
Tiempo (h)

al promedio + SEM (n =5). * indica una dife-
rencia significativa (p<0,05) respecto al con-

trol (tiempo O h).

Por otro lado, para comprobar que la mitocondria era responsable del incremento
de ATP, se usaron dos inhibidores de la actividad de este organelo: el agente desaco-
plante de la cadena respiratoria, CCCP 20 uM; y oligomicina 1 pg/mL, inhibidor de la
ATP sintasa mitocondrial. Como puede observarse en las Figuras 8 y 9, tanto CCCP
como oligomicina inhibieron el aumento de ATP inducido por tunicamicina. Este resul-
tado sugiere a la mitocondria como principal responsable de esta estimulacién metab6-

lica temprana por estrés de RE.

2,0 1 Figura 8. Potencial mitocondrial y ATP ce-

lular durante estrés de RE. Células HelLa se

o g 151 trataron con CCCP por los tiempos indicados
E% en el gréafico, en ausencia (A) o presencia
z g 10 (®) de tunicamicina. Posteriormente, se midié
E g el contenido de ATP por ensayo de luciferasa.
“ B La linea punteada representa el aumento de
ATP que ocurre por tunicamicina sola. Los

00 0 1 4 20 resultados son promedio + SEM (n=5).
Tiempo (h) *indica una diferencia significativa (p<0,05)

respecto al control (tiempo O h).
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2,0 1

Niveles de ATP
(unidades relativas)

0,0

1,51

1,0 1

0,5 1

1
Tiempo (h)

20

Figura 9. ATP sintasa mitocondrial y ATP
celular durante estrés de RE. Células HelLa
fueron tratadas con oligomicina por los tiem-
pos indicados en el gréfico, en ausencia (A) o
presencia (#) de tunicamicina. Posteriormen-
te, se midi6 el contenido de ATP por ensayo
de luciferasa. La linea punteada representa el
aumento de ATP que ocurre por tunicamicina
sola. N=5. Los resultados son promedio *
SEM.

Para tener mas evidencias de la participacion mitocondrial en la estimulacion me-

tabdlica, se midieron los cambios en el potencial mitocondrial y en el consumo de oxi-

geno. Para ello, se recurri6 a citometria de flujo y electrodo de Clark, respectivamente.

Para determinar el potencial mitocondrial (Figura 10), se calculd la razén entre la

fluorescencia de 2 sondas mitocondriales: tetrametilrodamina (TMR), que indica el po-

tencial mitocondrial, y Mitotracker Green® (MTG), que indica la masa mitocondrial. Asi

se obtiene una medida de la eficiencia de las mitocondrias para los tiempos en estudio.

Como se ve en la gréfica, hay un incremento temprano en la eficiencia mitocondrial

(4h), gue coincide con el aumento de ATP observado con similar temporalidad.

Razén de Fluorescencia
TMR/MTG

0,0

1,5 4

1,0 4

0,5 4

1h an 20
*

. T

R s 8 R

€ € € < € <

8 F 8 F 8 F

Figura 10. Cambios en el potencial mito-
condrial durante estrés de RE. Las barras
blancas muestran células HelLa sin tratar,
mientras que las negras (Tunica) representan
a las células tratadas con tunicamicina por los
tiempos indicados. El potencial mitocondrial se
determiné por citometria de flujo, usando la
razén entre la fluorescencia de tetrametilro-
damina (TMR) y Mitotracker Green® (MTG).

Los resultados corresponden al promedio *
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SEM (n =5). * indica una diferencia significativa respecto al control (p<0,05).

En cuanto a los cambios ocurridos con el consumo de oxigeno, éstos se midieron
s6lo a las 4 h de exposicion a tunicamicina, ya que en este tiempo ocurrieron los even-
tos de interés. Como se observa en la Figura 11, el consumo de oxigeno por parte de

las células se incrementa alrededor de un 10% producto de la adicion de tunicamicina.

1,21 Figura 11. Cambios en el consumo de oxigeno durante
o * estrés de RE. La barra blanca muestra células HelLa sin
gg Lo tratar, mientras que la negra (Tunica) representa a las célu-
§ ‘%" ' las tratadas con tunicamicina por 4 h. A las muestras se les
2 5 determiné la velocidad del consumo de oxigeno mediante
%:E 0.8 un electrodo de Clark. Los resultados corresponden al pro-
§§/ medio £ SEM (n = 3). *indica una diferencia significativa

respecto al control (p<0,05).
0,6

Control 4
Tunica

6.2. Durante las etapas tempranas de estrés de RE ocurre remodelado organelar

Primeramente, para describir los cambios morfolégicos que tienen lugar durante el
estrés de RE, se analizd la distribucién espacial de la mitocondria por microscopia con-
focal. Para ello, se analizaron imagenes de células HeLa cargadas con Mitotracker
Green®, en condicién control o tratadas con tunicamicina durante 1, 4 y 20 h. A cada
espécimen se registro la fluorescencia a lo largo de 8 a 12 planos en el gje z, a fin de
captar la totalidad de la célula. Ademas, se registré la luz transmitida, de modo de ob-
tener una visualizacién de los contornos de la célula. Las imagenes fluorescentes de la
sonda mitocondrial se deconvolucionaron previo al analisis, y posteriormente sumadas,
para obtener en una sola imagen la compilacién de toda la red mitocondrial de las célu-
las.
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El primer andlisis desarrollado fue la estimacion de cuan extendida esta la red mito-
condrial sobre la superficie celular. Para ello, se midi6 el area que ocupa la red mito-
condrial (en um?) y se relativizé por el area de la célula (Figura 12). Asi, se obtuvo el
porcentaje del espacio celular sobre el cual se extienden las mitocondrias.

Figura 12. Analisis de extension de la red mitocondrial. La fotografia izquierda re-
presenta la imagen de la luz transmitida de una célula. La fotografia central muestra la
imagen compilatoria de la fluorescencia del Mitotracker Green® de la misma célula. La
imagen derecha muestra la fluorescencia verde junto con el trazado del contorno celu-
lar, obtenido de la imagen de luz transmitida. Para el caso de esta célula, la red mito-

condrial ocupa un 58% del area total. Longitud de la barra: 10 pm.

El andlisis indica que la ocupacion mitocondrial promedio en estado basal es cerca-
na a un 80%, la cual disminuye a un 65% tras 4 h de estrés de RE, para luego retornar
a los valores basales a las 20 h (Figura 13). Resulta importante notar que la temporali-
dad de estos cambios morfolégicos coincide con los cambios en el metabolismo mito-

condrial, lo que sugiere una interrelacién entre ambos procesos.

Como control de que este cambio se deba a una retraccién en las mitocondrias y no
a un aumento en tamafio celular, éste Ultimo se compar6 en las distintas condiciones.
Mediante un ANOVA de 2 vias seguido por un test de Bonferroni (dato no mostrado) se
observé gque no existen diferencias significativas. En consecuencia, esta menor ocupa-

cion es un proceso que tiene lugar en la mitocondria misma.
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Figura 13. Efecto del estrés de RE en la redistribucion mitocondrial. El grafico
muestra el porcentaje del area celular ocupado por la red mitocondrial en condicion sin
tratar (Control) y tratadas con tunicamicina (Tunica) por los tiempos indicados. Los
datos corresponden a la razon area mitocondrial:area celular, determinadas por
microscopia confocal como se muestra en la Figura 12. Los valores corresponden al
promedio £ SEM (n = 3). Se analizaron entre 25 y 45 células por condicién. * indica una
diferencia significativa respecto al control (p<0,05). En tanto, las fotografias de la
derecha muestran una célula en condicién control, con una ocupacién mitocondrial del
80% (superior), y otra tratada con tunicamicina por 4 h (inferior), con un 58% de
ocupacién mitocondrial. Longitud de la barra: 10 ym.

Ademas de este tipo de estudio basado en los contornos de la red mitocondrial, se
desarrollé un segundo andlisis que examina la distribucién de la intensidad de fluores-
cencia a lo largo de la masa mitocondrial. Para ello, se midi6 el perfil de fluorescencia
radial de cada célula, desde el centro del ntcleo hacia la periferia, en 360° (Figura 14).
Con ello, se obtiene una gréafica de la distribucién mitocondrial, cuyo eje X representa la
distancia radial, y el eje Y indica la cantidad de masa mitocondrial presente en aquella
posicion. La forma de la curva es similar para todas las células: en las regiones mas
cercanas al 0 hay escasa poblacion mitocondrial, que corresponde a la ubicada en los

planos por sobre y bajo el nicleo; luego viene una sefial intensa que decae a medida
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que se aleja radialmente.

1,0 -

- T — 1 1
0 10 20 30

Intensidad de fluorescencia

Distancia radial (um)

Figura 14. Analisis radial. La foto de la izquierda muestra la imagen compilatoria de la
red mitocondrial de una célula. La cruz indica el origen del analisis, y la circunferencia
indica hasta donde éste se extiende (r = 200 px = 28,6 ym). Longitud de la barra:
10 um. El perfil radial consiste en la sumatoria de la intensidad de fluorescencia de
todos los pixeles ubicados a una distancia dada del origen de analisis. La grafica de la

derecha muestra el perfil de intensidad radial obtenido para la foto de la izquierda.

Para relativizar la posicion mitocondrial respecto al tamafio de cada célula, la dis-
tancia radial se expresa en funcion de la extension radial media de la célula, calculada
a partir del area de ésta. La extension radial media (rms) corresponde a una estimaciéon
de la distancia media que existe entre el centro del nlcleo y los contornos de la célula

(en um).

Como indicador de redistribucién mitocondrial, se midi6 la distancia entre el origen y
el peak de intensidad de sefial. La Figura 15 muestra que la posicion donde se encuen-
tra la maxima masa mitocondrial no varié ante estrés de RE luego de 1 h. En cambio, a
las 4 h, ésta disminuyé significativamente respecto al control. Esta diferencia desapa-
rece luego a las 20 h. De este resultado podemos concluir que a las 4 h de estrés de
RE hay una retraccién mitocondrial hacia la regién perinuclear, que no ocurre sélo por
movimiento de las mitocondrias en la periferia de la célula. Ocurre mas bien una rees-

tructuracion general de la red, tanto a nivel de su extensién como de su posicion.
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08 ¢ N 4h 20h Figura 15. Maxima intensidad mitocondrial.

M Células HelLa se sometieron a condicion control

g 06 - (barras blancas) o tratadas con tunicamicina
g (barras negras) por los tiempos indicados. Se
< 04 - grafica la posicion relativa del peak del perfil
2 radial mitocondrial, como el obtenido en la Figu-
& 02 ra 14. Los datos corresponden al promedio +
SEM (n = 3). *indica una diferencia significativa

0,0

respecto al control (p<0,05).

Control 4
Tunica
Control 4
Tunica
Control 4
Tunica

Para caracterizar esta redistribucién en el perfil mitocondrial, la distancia radial se
dividié en intervalos de 0,3 unidades relativas (rg), y se cuantifico la integral de la curva
para cada célula en cada uno de los intervalos (Figura 16). El area total bajo la cada
curva se normalizé con un valor de 100 %, de modo que las integrales parciales indi-

guen el porcentaje de la masa mitocondrial que se ubica en el intervalo.

B Figura 16. Segmentacién del
P Region Nuclear _ ) )

perfil mitocondrial. En la parte
Brcgion Perinuclear  SUPErior se muestra la imagen
compilatoria de la red mitocon-
I Region Central drial de una célula, tefiida con

Mitotracker Green. La imagen
Region Radial

se dividid en distintas regiones,
1,0 - relativas al tamafio celular. La
gréafica inferior muestra el perfil
de fluorescencia de la misma
célula, apreciandose como se

distribuye la sefial en las regio-

nes sefaladas.

0.5 1.0 15
Distancia radial relativa (rg)

Intensidad de fluorescencia
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Se analizo la distribucion del perfil mitocondrial a los tres tiempos de interés (1, 4y
20 h); sin embargo, la Figura 17 muestra solo los cambios que ocurren a las 4 h, pues
en los otros dos tiempos, los cambios respecto al control son muy sutiles, o inexisten-
tes. Como puede verse en la gréfica, la fluorescencia mitocondrial se incrementa en las
dos primeras regiones (denominadas nuclear y perinuclear). Por otro lado, la fluores-
cencia se pierde un poco en la tercera region celular (central). Por su parte, no se
aprecian cambios en las regiones siguientes (radial, exteriores), probablemente debido

a la poca cantidad de sefial que hay en ellas.

80 ; Figura 17. Distribucion del per-

fil mitocondrial. Se muestra el

601 porcentaje de fluorescencia emiti-

da en cada una de las regiones
40 , .
ya designadas. En blanco estan

las barras de células control,

Fluorescencia (%)

20 1 . z
mientras que en negro estan las

de las tratadas con tunicamicina

Rww Ree Ree Rra Rexa Rexe Rexs por 4 h. Los datos estan expresa-
dos como promedio £ SEM (n = 3). * indica una diferencia significativa respecto al con-
trol (p<0,05).

Para confirmar este resultado, se realizd el mismo analisis, pero esta vez con célu-
las tefiidas con tetrametilrodamina, de modo de visualizar preferentemente a aquellas
mitocondrias metabdlicamente activas. Este andlisis se llevé a cabo solo para el tiempo
de 4 h, y, como se muestra en la Figura 18, arroja resultados similares a aquellos obte-
nidos con Mitotracker Green®. Se aprecia que la fraccion de mitocondrias metabdlica-
mente activas se ve enriquecida en la region perinuclear, de manera estadisticamente
significativa.
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809 Figura 18. Distribucion del perfil
de las mitocondrias metabélica-

[o2]
o
L

mente activas. Se muestra en la
[ gréfica el porcentaje de fluorescen-
cia emitida en cada una de las re-

giones celulares. Blancas son las
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barras de las células control, y ne-

gras las células tratadas con tuni-

R Ree Ree Rra Rea Ree Rexs camicina por 4 h. Los datos estan
expresados como promedio £ SEM (n = 3). * indica una diferencia significativa respecto
al control (p<0,05).

Una vez descritos los cambios en la red mitocondrial, gracias al desarrollo de los
analisis morfologicos ya explicados, se procedi6é a estudiar las caracteristicas del RE
en conjunto con la mitocondria. Para ello, se analizaron por microscopia confocal célu-
las HelLa incubadas con Mitotracker Green® y transfectadas con proteina fluorescente
roja (Red Fluorescent Protein, RFP) destinada a la superficie del reticulo endoplasmi-
co. En esta ocasidn, las células estuvieron sin tratar o tratadas con tunicamicina por 4 h
solamente, y a cada espécimen se registré la fluorescencia de un solo plano en el eje
Z, siempre a la misma altura respecto al cubreobjetos. Ademas, se registré la luz
transmitida, de modo de obtener una visualizacion de los contornos de la célula. Las

imagenes fluorescentes roja y verde se deconvolucionaron previo al analisis.

Primeramente, se analizé si concomitantemente con los cambios en la red mitocon-
drial, ocurren cambios en la distribucion del RE. Para ello, se realiz6 el analisis de la
distribucion del perfil de fluorescencia segln regiones, tal como se ejemplifica en la
Figura 16. Se muestra en la Figura 19 la distribucién del RE, y cdmo ésta cambia con
el estrés de RE, enriqueciéndose en la regién perinuclear en desmedro de las regiones
mas exteriores. De este modo, durante el estrés de RE, tanto la mitocondria como el

RE experimentan desplazamientos, hacia la misma region celular.
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80 ; Figura 19. Distribucion del per-

fil del reticulo endopladsmico. El
601 N gréafico muestra el porcentaje de

fluorescencia del marcador reti-
40 1 .
cular en cada una de las regio-

« i
i
*
i
nes celulares. En blanco estan
20 Ll
M las barras del control, y en negro
. | |-_ las de las células tratadas con
Ryu Ree Ree Rra

tunicamicina por 4 h. Los datos

Fluorescencia (%)

estan expresados como promedio + SEM (n =4). *indica una diferencia significativa
respecto al control (p<0,05).

Posteriormente, para comprobar que este desplazamiento esta asociado con un
mayor acoplamiento RE-mitocondria, se procedié a medir la colocalizacion entre las
sefales emitidas por ambos organelos. Como medida de colocalizacion se eligio a los
coeficientes de Manders, que miden la fraccion de pixeles de una estructura que colo-
caliza con la otra estructura. Las Figuras 20 y 21 muestran los coeficientes de Manders

obtenidos en condicién control y sometido a 4 h de tunicamicina.
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Figura 20. Coeficientes de Manders del reticulo endoplasmico. La gréafica de la
izquierda muestra los coeficientes de Manders correspondientes al RE (M1), es decir la

fraccion del total de RE que esta colocalizando con la red mitocondrial. Por su parte, la
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grafica de la derecha muestra los coeficientes de Manders del RE (M1), pero esta vez
correspondientes a cada una de las regiones predefinidas. En blanco estan represen-
tadas las células sometidas a la condicion control, y en negro las sometidas a tunica-
micina por 4 h. Los datos estan expresados como promedio = SEM (n = 4). * indica una
diferencia significativa respecto al control (p<0,05).
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Figura 21. Coeficientes de Manders de la red mitocondrial. La grafica de la izquier-
da muestra los coeficientes de Manders correspondientes a la mitocondria (M2), esto
es, la fraccion del total de mitocondria que esta colocalizando con el RE. Por su parte,
la grafica de la derecha muestra los coeficientes de Manders de la mitocondria (M2),
pero esta vez correspondientes a cada una de las regiones predefinidas. Las barras
blancas representan las células control, en tanto que las negras representan las células
tratadas con tunicamicina por 4 h. Los datos estan expresados como promedio + SEM

(n = 4). * indica una diferencia significativa respecto al control (p<0,05).
Entonces, tenemos que durante el estrés de RE hay no sélo un desplazamiento, si-

no también un estrechamiento en los contactos entre reticulo endoplasmico y mitocon-

dria, el cual ocurre principalmente en la regién perinuclear.
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6.3. Involucramiento del citoesqueleto en el remodelado organelar

Una vez descritos los eventos que ocurren durante el remodelado organelar en el
estrés de RE, se decidié establecer si éstos son responsables de la estimulacion me-
tabdlica que ocurre también a tiempos tempranos. Para ello, se intervino en el citoes-
queleto, debido a que es esta estructura la que sostiene y permite el movimiento tanto
del RE como de la mitocondria.

Primeramente, se analiz6 la importancia de los microfilamentos de actina en el re-
modelamiento de los organelos. Asi, se utilizé citocalasina B por su capacidad de im-
pedir la polimerizacién de la actina. El tiempo seleccionado para el andlisis fue nueva-
mente 4 h. La citocalasina se us6 tanto sola como con tunicamicina, para comprobar si
es capaz de impedir la reorganizacion del RE y de la mitocondria. Las Figuras 22 y 23
muestran que para ambos organelos, la presencia de citocalasina por si sola no afecta
la distribucién de fluorescencia, mientras que en presencia de tunicamicina, sigue ocu-
rriendo el remodelado sin problemas. De ello se desprende que el citoesqueleto de
actina no es responsable de los cambios organelares que se observan producto de
estrés de RE.

80 ; Figura 22. Distribucién del RE
en presencia de citocalasina B.
Se muestra la fluorescencia del
RE en las distintas regiones celu-
lares. En blanco estan las células

control, en negro las tratadas con

Fluorescencia (%)

tunicamicina durante 4 h, en gris

claro las tratadas con citocalasina

Rnu Ree Ree Rra B, y en gris oscuro las tratadas
con citocalasina y tunicamicina. Los datos corresponden al promedio £ SEM (n = 3).

* indica una diferencia significativa respecto al control.
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801 . Figura 23. Distribucion mito-
|*_| condrial en presencia de citoca-

S m lasina B. Se grafica la sefial mito-
§ condrial segun las regiones celu-
% 1 lares. Las barras blancas repre-
§ sentan el control no tratado, ne-
S gras representan el tratado con
O_D.Di_ tunicamicina, en gris claro el tra-

Rnu Ree Ree Rra tado con citocalasina B, y en gris
oscuro el tratado con citocalasina y tunicamicina. Los datos corresponden al promedio

+ SEM (n = 3). * indica una diferencia significativa respecto al control.

Posteriormente, a las imagenes de RE y mitocondria ya analizadas se les midi6 la
colocalizacion. Ello, para determinar cudl es el efecto de la citocalasina sobre el aco-
plamiento de los organelos, mas allAd de su capacidad de desplazarse. Como puede
apreciarse en la Figura 24, la presencia de citocalasina por si sola no tuvo efecto sobre
la colocalizacién de ambos organelos. En cambio, en presencia de citocalasina B y
tunicamicina, de todas formas ocurre el acercamiento RE-mitocondria en la regién pe-
rinuclear que es inducido por el estrés de RE, descartando asi la participacion de mi-

crofilamentos de actina en la formacién de la interfase interorganelos.

Figura 24. Citocalasina B no
afecta la interfase entre organe-

los. La grafica muestra los coefi-
0,44

cientes de Manders correspon-

0,34 dientes a la mitocondria (M2), esto

es, la fraccién del total de mito-
0,2+

Coeficiente M2

condria que estd colocalizando

0,14 con el RE, para cada una de las

regiones preestablecidas. En
0,0
Rnu Ree Ree Rra blanco estan las células no trata-

das, en negro las tratadas con tunicamicina por 4 h, en gris claro, las tratadas con cito-
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calasina B sola, y en gris oscuro, las tratadas con tunicamicina y citocalasina. Los da-
tos corresponden al promedio + SEM (n = 3). * indica una diferencia significativa res-
pecto al control.

Para comprobar el efecto de citocalasina B sobre el metabolismo, se procedi6 a
medir el consumo de oxigeno en presencia y ausencia de este inhibidor. Nuevamente,
el tiempo elegido para el andlisis fue de 4h. Para esta determinacion hubiese sido lo
Optimo medir mas bien la cantidad de ATP celular, para tener asi una idea general del
metabolismo energético. Sin embargo, citocalasina B tiene como efecto aparte, la in-
hibicion de la entrada de glucosa a la célula a través de sus transportadores. Es por
ello que la adicion del inhibidor afecta de por si el metabolismo general, y se debi6é op-
tar por una medicién mas especifica de la mitocondria. La Figura 25 muestra los resul-
tados del experimento, en que se ve que la citocalasina no afecta los niveles basales
de respiracion mitocondrial, mientras que en presencia de tunicamicina, la citocalasina

es incapaz de afectar la estimulacion metabdlica producida.

1,2 1 * * Figura 25. Citocalasina B no afecta la es-
timulacion metabdlica producida por el
o ~
i § estrés de RE. Se muestra la velocidad relati-
2.2 101 ..
3 s va de consumo de oxigeno, para las distintas
[ red
2 2 condiciones: control no tratado, células con
ET . - . : .
> S 0,8 tunicamicina por 4 h (Tunica), citocalasina B
c C
82 (Cyto), o bien tunicamicina y citocalasina en
conjunto (Tunica + Cyto). Los datos corres-
0,6

ponden al promedio £ SEM. (n = 3). * indica

Control 1
Tunica
Cyto

una diferencia significativa respecto al con-

trol.

Tunica + Cyto

Ya determinado el rol de los microfilamentos en el acoplamiento RE-mitocondria, se
procedié a estudiar cdmo los microtibulos intervienen en el fenédmeno. Para ello, se
observé nuevamente la redistribucion de los organelos inducida por tunicamicina, pero

esta vez en presencia 0 ausencia de nocodazol, un inhibidor de la polimerizacion de la
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tubulina.

Como puede observarse en las Figuras 26 y 27, a diferencia de la citocalasina, el
nocodazol si afecta la distribucion de los organelos. Por parte del RE (Figura 26), éste
no se ve afectado por el hocodazol solo; sin embargo, en presencia de tunicamicina, el
nocodazol abolid la reorganizacion inducida por estrés de RE (Figura 19). Para la mito-
condria, en cambio, el efecto del nocodazol es mas drastico. Se ve en la Figura 27 que
el nocodazol por si solo altera la distribucién mitocondrial, disminuyendo su presencia
en la regién perinuclear y aumentandola en regiones mas periféricas. El tratamiento de
las células tanto con nocodazol como tunicamicina perturba la distribucién mitocondrial
de igual manera que el nocodazol solo. Esto significa que los microtabulos son impor-
tantes no solo para la distribucion de la red mitocondrial, sino que también para la reor-

ganizacion que ocurre en ella producto del estrés de RE.

80 1 Figura 26. Distribucion del RE
en presencia de nocodazol. Se
601 muestra la fluorescencia del RE
segun region celular. En blanco
se presentan las células no trata-

das, en negro las tratadas con

Fluorescencia (%)

tunicamicina por 4 h, en gris claro

las tratadas con nocodazol, y en
Rnu Ree Ree Rra gris oscuro las tratadas con noco-
dazol y tunicamicina. Los datos corresponden al promedio £ SEM (n = 3). * indica una

diferencia significativa respecto al control.
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Fluorescencia (%)
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L |

Rnu Ree

Ree
tratado con nocodazol y tunicamicina. Los datos corresponden al promedio + SEM

Rra

Figura 27. Distribucién de la
mitocondria en presencia de
nocodazol. Se muestra la fluo-
rescencia mitocondrial en las dis-
tintas regiones celulares. En blan-
co esta el control no tratado, en
negro el tratado con tunicamicina
por 4 h, en gris claro el tratado

con nocodazol, y en gris oscuro el

(n = 3). *indica una diferencia significativa respecto al control.

Luego, se midi6 cédmo la colocalizacién entre los organelos es afectada por el no-

codazol, dada su capacidad de alterar su distribucion. La Figura 28 muestra los coefi-

cientes de Manders de la mitocondria con el RE, y puede observarse que el nocodazol

de por si ya tiene la capacidad de alterar el acoplamiento entre ambos organelos. La

inhibicion de la polimerizacion de microtibulos hace que la cercania RE-mitocondria

aumente en las regiones mas periféricas. Este mismo fendmeno se aprecia en células

tratadas con nocodazol y tunicamicina, perdiéndose el estrechamiento perinuclear que

ocurre durante el estrés de RE.

Coeficiente M2

Rnu Ree

*

1

*

*

1

1
Ree

*
Rra

Figura 28. Efecto del nocodazol
en la interfase entre organelos.
Se encuentran graficados los co-
eficientes de Manders correspon-
dientes a la mitocondria (M2). Esto
es, la fracciéon del total de mitocon-
dria que esta colocalizando con el
RE, para cada una de las regiones
designadas. En blanco estan las

células no tratadas, en negro las

tratadas con tunicamicina por 4 h, en gris claro, las tratadas con nocodazol, y en gris
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oscuro, las tratadas con tunicamicina y nocodazol a la vez. Los datos corresponden al

promedio £ SEM (n = 3). * indica una diferencia significativa respecto al control.

Ya sabido que el nocodazol altera la distribucion mitocondrial, asi como el acopla-
miento mitocondria-RE, la ultima tarea fue comprobar el efecto de nocodazol sobre la
estimulacion metabdlica celular. Para ello, se midié la cantidad de ATP en células tra-
tadas con nocodazol en presencia y ausencia de tunicamicina (Figura 29). Los resulta-
dos indican que a tiempo largo (20 h), el nocodazol provoca una caida de ATP, proba-
blemente debido a cambios en la viabilidad celular. A tiempos cortos, el nocodazol solo
no altera el contenido de ATP celular, al igual que en presencia de tunicamicina. Ello
quiere decir que el nocodazol impide el incremento de ATP que se induce producto del
estrés de RE. Por lo tanto, los microtubulos serian una parte importante en la estimula-

cién metabdlica, probablemente a través del acercamiento entre los organelos.

2,0 1 Figura 29. Nocodazol y el incremento de

ATP durante estrés de RE. (A) indica aque-

N llas células tratadas con nocodazol por 4 h,
e 2 : .
< s mientras que (@) representa a las células
5% 10
88 ” tratadas tanto con nocodazol como tunicami-
<]
2 2 cina. La linea punteada representa el aumento
S 05+ : -
de ATP que ocurre por tunicamicina sola.
N = 4. Los resultados corresponden al prome-
0’0 i i b b . . . . . .
0 1 4 20 dio + SEM (n =5). *indica una diferencia sig-
Tiempo (h)

nificativa respecto al control (p<0,05).
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7. DISCUSION

La relevancia de la presente tesis para el estado actual del conocimiento, es que
expone el acercamiento de los organelos como una parte de su fisiologia relacionada
con la adaptacion a las condiciones adversas, y por tanto, a la sobrevida. Ello, debido a
la capacidad mitocondrial de suplir a la célula de la energia necesaria, y del RE para
sefializar a través del calcio. Sin embargo, en los Ultimos afios, la interfase RE-
mitocondria ha sido estudiada principalmente como una via de ejecucién de la

apoptosis, debido al papel que tiene la mitocondria en la decision de vida y muerte.

Uno de los trabajos mas relevantes para analizar, en el contexto de esta tesis, es el
de Chami et al., 2008, en el cual se explora el acoplamiento estructural y funcional del
RE y mitocondria. EI modelo de estudio que utilizan es el estrés de RE inducido en
células HelLa por brefeldina A, un compuesto que inhibe el trafico vesicular entre el RE
y el aparato de Golgi, llevando asi al acumulamiento de proteinas en el RE, saturando
su capacidad de plegamiento. Esta aproximacion es similar a la usada en este trabajo,
dado que el inductor de estrés no perturba la homeostasis del calcio celular. En este
escenario, los autores observan un incremento temprano en la cercania RE-
mitocondria (a las 3 h), lo cual seria similar a las observaciones realizadas en este
trabajo. Junto con ello, los investigadores encontraron un incremento en la
transferencia de calcio hacia la mitocondria, que ocurre mas bien a tiempos tardios (16
h). Estos acontecimientos los atribuyen a una proteina del RE S1T, una isoforma
truncada de SERCAL, que aumenta los contactos RE-mitocondria gracias a la

liberacién de calcio que genera, al actuar como una especie de canal.

S1T es una proteina que es inducida por el estrés de RE en una forma bifasica: a
un tiempo bastante temprano (1 h) aumenta su masa, pero vuelve rapidamente a sus
niveles basales; luego, a un tiempo mas tardio (16 h) vuelve a inducirse por segunda
vez. Esta nueva apariciébn seria, al parecer, responsable en gran medida de la

comunicacion proapoptotica hacia la mitocondria. Estos datos se complementan con
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los obtenidos en el presente trabajo, permitiendo formular un modelo integrado sobre el
comportamiento celular frente al estrés de RE. Primeramente, la célula incrementa los
contactos RE-mitocondria, y favorece la transferencia de calcio entre ambos organelos,
como una medida pro-vida, que conduce a la generacion de energia y a sobreponerse
a la condicion de estrés. Si la condicién de estrés se vuelve cronica, entonces la
entrada de calcio a la mitocondria se vuelve sostenida y excesiva, llevando a la

permeabilidad mitocondrial y asi a la apoptosis.

Dado este modelo, se postula en este trabajo que la comunicacion RE-mitocondria
gue ocurre en las etapas tempranas del estrés de RE es a través de la transferencia de
calcio. Ello se ve fuertemente apoyado por el hecho que el calcio es uno de los
estimuladores del ciclo de Krebs [Jouaville et al., 1999], y asi, permitiria el aumento en
el ATP y en el consumo de oxigeno aqui observados. Ademas, es un hecho conocido
gue durante el estrés de RE hay un incremento en el calcio mitocondrial, que se vuelve
proapoptético a tiempos tardios. Sin embargo, aun falta por demostrarse que sea el
calcio la via de sefializacion que ocurre durante los tiempos tempranos de estrés de
RE. Para ello, se requeriria de nuevos experimentos, como por ejemplo, comparar las
sefales de calcio mitocondrial generadas desde el RE tanto en condicion control como
ante estrés de RE. Se esperaria que la eficiencia de la transferencia de calcio se vea
incrementada durante las etapas tempranas de estrés de RE. Otro experimento
necesario sera observar si la estimulacion metabdlica que ocurre por estrés de RE se
ve abolida al inhibir el ingreso de calcio a la mitocondria. De esta forma, se podria
discernir si es realmente el calcio el responsable de la activacibn energética que

experimenta la mitocondria.

La posibilidad de que el calcio esté involucrado tanto en la promocién de la
apoptosis como de la supervivencia celular no es para nada extrafia. Después de todo,
el calcio es un i6n usado por todas las células para entregar una cantidad bien diversa
de mensajes. En ese sentido, podemos considerar al calcio como un mensajero
intracelular, pero los verdaderos responsables de qué mensaje sera codificado, son las
proteinas encargadas de producir las sefiales y también aquellas encargadas de

ejecutar las acciones evocadas por el ion. En ese sentido, se puede suponer que el
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calcio es un actor que participa en la sefializacion temprana del estrés de RE, debido al
hallazgo de Chami et al., 2008. El hecho que la proteina S1T varie en cantidad a
tiempos cortos sugiere que los mecanismos encargados de la homeostasis del calcio
estan siendo remodelados, y por tanto, los mensajes que el calcio transmite también

varian a lo largo del tiempo.

Sin embargo, no son sélo proteinas las que determinan la forma de las sefiales de
calcio. Este también esta moldeado por aspectos espacio-temporales, que son los que
finalmente daran coherencia al mensaje transmitido. Es por ello que, en la
transferencia de calcio RE-mitocondria, si se varia el acoplamiento espacial entre
ambos organelos, se espera por supuesto una remodelacién en la eficiencia con que
ocurre esta conversacion. Sin embargo, para que el remodelado transduccional tenga
sentido, tanto las proteinas como los aspectos espacio-temporales deben actuar en
forma conjunta. Esa es la situacion que se espera para la condicién de estrés de RE,
en la cual, por un lado hay un estrechamiento en la interfase RE-mitocondria, que es

concomitante con el aumento de S1T, encargada de liberar calcio hacia la mitocondria.

Uno de los aspectos abordados en esta tesis, que han sido poco considerados hoy
en dia es la distribucion radial con que ocurren los cambios subcelulares. Esto es, el
uso de regiones radiales para evaluar tanto la posicion como la colocalizacién de los
organelos. Esta aproximacion permite darse cuenta que los eventos dentro de la célula
presentan una heterogeneidad espacial, de los cuales a veces no es posible percatarse
si se analiza la célula como un todo. Ejemplo de ello ocurrié al evaluar colocalizacion
entre organelos (Figuras 20 y 21). Al analizar los coeficientes de Manders de la célula
total se aprecia que existe un aumento en el acoplamiento interorganelar; sin embargo,
al analizar las regiones radiales, uno puede darse cuenta que este enriquecimiento en
acoplamiento espacial ocurre con preferencia en cierta region. No so6lo eso, esta
aproximacion entrega un indicador cuantitativo del aumento en asociacion, aspecto que
es muy valioso, pues los métodos mas populares usados hoy en dia para analizar
espacialidad de distribuciones subcelulares son poco rigurosos, pues se basan en

criterios cualitativos evaluados a simple vista.
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Este andlisis radial, a pesar de ser ésta la primera vez que es usado, ha arrojado un
resultado que tiene asidero en la literatura. En este trabajo se ha encontrado que el
acoplamiento RE-mitocondria se ve favorecido en la regidon perinuclear ante la
condicion de estrés de RE, similar a lo encontrado en Darios et al.,, 2005, donde
también se encontré6 un acercamiento perinuclear frente a una condicién adversa,

como lo es la exposicién a ceramida.

Otro aspecto de la biologia celular que se aborda en la presente tesis es la
relevancia del citoesqueleto en la distribucion del RE y de la mitocondria. Del primero,
se conoce ya que descansa sobre los microtibulos, aunque mantiene su estructura
hasta cierto punto en forma independiente. Ademas, su movimiento (extension-
retraccion) también esta dado por los microtibulos como guias [Terasaki et al., 1986].
Por su parte, la mitocondria en células eucariontes también utiliza los microtibulos
para dirigir su movimiento, tanto para alejarse del centro celular (movimiento
anterogrado), como para dirigirse hacia él (movimiento retrogrado). Ademas, la
mitocondria se vale en cierta medida de los microfilamentos de actina para lograr su
desplazamiento, usandolos como guias de desplazamiento o como puntos de anclaje
[Frederick & Shaw, 2007]. En este trabajo se observd que la disrupcién del
citoesqueleto de actina durante 4 h no afecta visiblemente la distribucién de los
organelos. Ello seria indicativo de que la distribucion organelar depende principalmente
de los microtibulos, apoyando lo que ya se sabe por literatura, mientras que los
microfilamentos tendrian un rol que puede ser compensado por los microtabulos, o
bien, que atafie a otros aspectos de la topologia subcelular. Por ejemplo, podemos
decir que el andlisis realizado se centra en la distribucién radial de los organelos, esto
es, su posicion basada en la distancia al nucleo. Por ello, se escapan de este andlisis
los eventos relacionados con la distribucién lateral del RE y la mitocondria, como por
ejemplo la ramificacion de los tibulos del RE, o el movimiento mitocondrial no dirigido
en el eje nulcleo-periferia. Entonces, no se puede descartar por completo la
participacién de la actina en la interfase RE-mitocondria, aunque claramente son los

microtUbulos las grandes estrellas en cuanto a su establecimiento.

La disrupcion de los microtabulos de por si condujo a cambios en la distribucién
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mitocondrial, desplazandola hacia la regién periférica. Del mismo modo, los contactos
RE-mitocondria se vieron enriquecidos en las zonas periféricas. Sin embargo, estos
contactos probaron no ser Utiles para aumentar la generacion de energia, como ocurrié
con el estrechamiento perinuclear. Esto debe ser consecuencia de que el RE presenta
heterogeneidad en su estructura, y por tanto las regiones periféricas que la mitocondria
contacté no tienen la misma actividad transduccional que las regiones perinucleares,
perdiéndose asi la estimulacion metabdlica observada. Frente a este resultado, surgen
dos nuevas preguntas: ¢por qué las mitocondrias migran hacia la region periférica?, y
épor qué en esas zonas se contactan de todas formas con el RE?. En cuanto a la
primera interrogante, tenemos por un lado que las mitocondrias se distribuyen gracias
a los microtubulos, y ademas, que éstas estdn concentradas en la region perinuclear
en forma basal (Figura 17). Entonces, al desorganizar la red de microtibulos, se pierde
este enriquecimiento normal en la region perinuclear, y las mitocondrias se distribuyen
en forma mas homogénea dentro de la célula (Figura 27). Respecto al enriquecimiento
periférico de los contactos RE-mitocondria, se debe pensar que este estrechamiento no
ocurre por simple cercania entre membranas, sino que existe un conjunto de proteinas
y mensajeros que organizan la interfase. Asi, con el estrés de RE, los complejos de
acoplamiento se van ensamblando en la superficie de los organelos a lo largo de toda
la célula. Entonces, las zonas de contacto entre RE-mitocondria se forman donde los
organelos se encuentren, y como las mitocondrias se han enriquecido en las regiones

periféricas, es alli donde se va a observar el mayor aumento en contactos.

El hecho que sean las regiones perinucleares las involucradas en la generacion de
energia en vez que las regiones periféricas puede dar una pista acerca de cual es el
principal destino de ese ATP. Por un lado esta el plegamiento proteico en el RE, que
como ya se establecié, requiere energia. Por tanto, una opcién para explicar el
movimiento mitocondrial a la region perinuclear seria para dispensar ATP a las zonas
del RE rugoso, donde toma lugar el plegamiento de las proteinas nacientes. Ademas,
durante el estrés de RE, la sintesis proteica se ve disminuida, lo que haria que la
demanda de ATP sea menor. De esta forma, la mitocondria aporta mayor energia,
mientras el RE disminuye sus requerimientos en forma simultanea, lo que produce que

el ATP se acumule, que es el efecto observado finalmente. Sin embargo, el
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plegamiento de proteinas clientes del RE no es el Gnico proceso que podria dar cuenta
del requerimiento aumentado de ATP en la region perinuclear. Durante el estrés de RE
se producen una serie de cambios en la expresion génica, dando pie a la expresion de
chaperonas, proteinas de respuestas a estrés, proteinas involucradas en la decision de
vida o muerte y factores de crecimiento. Todo este proceso transcripcional en el nlcleo
y posteriormente traduccional en las regiones perinucleares podria contribuir a las

necesidades aumentadas de ATP.

Reconocer a qué fendbmenos atribuir el mayor requerimiento de ATP es una de las
proyecciones de esta tesis. Para poder discernir cual de las posibilidades tiene mas
peso, se puede realizar una inhibicidon de los procesos de transcripcion y traduccion,
resolviendo asi si éstos son importantes consumidores de ATP durante el estrés de
RE, o estdn mas bien apagados frente a condiciones adversas. Otra aproximacion
interesante seria realizar el andlisis radial para ver en qué zonas efectivamente es
donde la cantidad de ATP aumenta, como por ejemplo la region perinuclear o el nucleo
celular mismo. Para ello se requiere de un indicador de ATP que sea sensible por
microscopia, como por ejemplo una luciferasa que se distribuya a lo largo de toda la

célula, a la vez de poseer un equipo optico adecuado.

Desde un punto de vista mas fisioldgico, esta tesis aborda no sélo el remodelado
subcelular frente a una condicion de estrés, sino que estudia el comportamiento de una
linea celular tumoral sometida a un ambiente adverso. Desde esta éptica, la condicion
de estrés de RE cobra un sentido bastante valioso. Es sabido que los tumores sélidos
al crecer en forma exagerada en condiciones no apropiadas, ven reducida su irrigacion
sanguinea. Asi, el aporte de nutrientes se ve disminuido, asi como la remocién de
desechos, lo que finalmente llevara a la condicién de hipoxia [Denko, 2008]. Por su
parte, es sabido que la hipoxia es un agente inductor de estrés de reticulo, pues afecta
las condiciones de plegamiento en el reticulo endoplasmico. Asi, al usar una linea
celular cancerigena para estudiar los mecanismos de defensa contra el estrés de RE,
se estan estudiando las vias que tiene el cancer para adaptarse a sus etapas

tempranas como tumor.
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Resulta entonces contradictorio de este trabajo el hecho de que la mitocondria esté
implicada en la adaptacion de la célula tumoral. Ello, debido a que los tumores mas
agresivos, esto es, los mas eficientes en cuanto a proliferacion, son los que tienen su
actividad mitocondrial disminuida. Como mecanismo de defensa contra la hipoxia, se
establece una situacion en que se favorece la obtencién de energia a través de la
glicélisis anaerdbica en el citoplasma, en desmedro de la fosforilacion oxidativa en la
mitocondria [Denko, 2008]. De esta forma, los tumores logran disminuir el consumo de
oxigeno, y asi, proliferar en forma mas eficiente e independiente de este gas. Este
paradigma, ampliamente aceptado, ve en este trabajo una nueva arista inexplorada. La
mitocondria, si bien puede estar relegada a un segundo plano, retiene su capacidad
plastica, y se adapta a las necesidades de la célula. La arquitectura organelar es capaz
de moldearse para dispensar energia en lugares estratégicos durante las etapas
tempranas del estrés de RE. Posteriormente, la mitocondria pierde protagonismo, lo
cual se aprecia en lo transitoria que es la estimulacion mitocondrial (Figuras 6 y 10). Lo
gque probablemente ocurra sea que esta inicial remodelacién RE-mitocondria aporte la
energia para realizar cambios generales en la célula, a nivel de expresion génica,
permitiendo asi la reestructuracibn metabdlica necesaria para mantener el

funcionamiento a largo plazo ante condiciones adversas.
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8. CONCLUSIONES

Del presente trabajo se pueden concluir ciertos aspectos de la fisiologia celular que
permanecian inexplorados hasta ahora. Primeramente, se describié un incremento en
el metabolismo celular que ocurre tempranamente ante la condicion de estrés de RE.
Esta estimulacion energética tiene por responsable a la mitocondria, que aumenta su
potencial, produccion de ATP y consumo de oxigeno, probablemente para compensar
la mayor demanda homeostatica impuesta por la condicion de estrés. Sin embargo, los
experimentos realizados no pueden descartar que la glicélisis anaerdbica haga cierta
contribucién al fendémeno. Para explorar esta posibilidad, se vuelven necesarios nuevos

experimentos, usando otros inhibidores de la glicdlisis.

Ademéas de los cambios energéticos, la adaptacion al estrés trae consigo un
remodelado intracelular que involucra tanto al RE como a la mitocondria. Ambos
organelos, gracias a su capacidad plastica y de desplazamiento, presentaron un
desplazamiento hacia la region perinuclear, alejAndose de los extremos celulares. Este
enriquecimiento alrededor del nudcleo, no corresponde s6lo a la masa de ambos
compartimentos, sino también a los contactos que establecen entre si. Asi se evidencio
por los coeficientes de Manders aplicados a regiones radiales, que es un método de

analisis desarrollado especialmente para esta tesis.

Junto con explorar la interfase entre RE y mitocondria, se estudiaron sus
determinantes del citoesqueleto, y su importancia para la estimulacion metabdlica
descrita inicialmente. Se observé que al alterar los filamentos de actina no se ve
comprometida ni la estimulacion metabdlica ni el desplazamiento ni el acoplamiento
entre organelos, descartandose asi como un componente imprescindible para la
estructuracion de los contactos RE-mitocondria. Los microtibulos formados por
tubulina, en cambio, demostraron ser de importancia capital para la estructuracion de
los organelos. La disrupcion de los microtibulos con nocodazol impidié la activacion

metabdlica impuesta por el estrés de RE. Ademas, su uso alterd la distribucion de la
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mitocondria, llevandola hacia las zonas mas periféricas de la célula. Del mismo modo,
los contactos entre los organelos se vieron desplazados también hacia los contornos
celulares, contrario a lo que ocurre normalmente frente a estrés de RE. Ello se puede
explicar por el hecho que los microtibulos son importantes para el anclaje de los
organelos [Estrada de Martin et al., 2005; Frederick & Shaw, 2007], por lo tanto, al
desorganizarlos, se desorganiza también la arquitectura celular, y con ello, la interfase

RE-mitocondria.
De esta forma, se ha descrito como varia la cercania entre dos de los organelos
mas importantes de la célula, como esta cercania es importante para la respuesta

celular al estrés de RE, y como depende del soporte brindado por los microtdbulos.

La Figura 30 muestra un esquema de las conclusiones obtenidas en este trabajo.
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Figura 30. Cercania RE-mitocondria y generacién de ATP. En condiciones basales
(parte superior) la produccién de ATP por parte de la mitocondria obedece a las nece-
sidades basicas de la célula. Ante estrés de RE (parte inferior), la distancia entre la

mitocondria y el RE se estrecha, para permitir una mayor produccion de ATP en la mi-
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tocondria, acorde con los mayores requerimientos energéticos de la célula. El despla-
zamiento de los organelos ocurre a lo largo de los microtibulos, hacia la region perinu-
clear. Se postula que el acercamiento de los organelos ocurre para favorecer la trans-
ferencia de calcio desde el RE a la mitocondria, el cual tiene actividad estimulante so-
bre el ciclo de Krebs.
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