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RESUMEN

En el presente trabajo de tesis se evalu6 la interaccién entre plomo (Pb), un
contaminante ambiental conocido por su neurotoxicidad principalmente durante el
desarrollo, y etanol (alcohol, EtOH), una droga de abuso ampliamente consumida a nivel
mundial.

En el marco de la hipétesis en la cual el metabolismo oxidativo de EtOH se vera
alterado frente a la exposiciéon a ambos neurotoéxicos, propusimos evaluar el rol de la
enzima aldehido deshidrogenasa 2 (ALDH2), oxidorreductasa de localizacion
mitocondrial, en los mecanismos de toxicidad de Pb y EtOH en dos modelos
experimentales diferentes, utilizando ratas Wistar y cultivo de células de
neuroblastoma humano SH-SY5Y.

En el primer capitulo de este trabajo pudimos reproducir el modelo
experimental en ratas Wistar antes reportado por nuestro laboratorio, en donde ratas
expuestas perinatalmente a 220ppm de Pb evidencian un consumo voluntario de EtOH
mayor que sus contrapartes controles. A su vez, utilizando cianamida, un inhibidor
farmacolégico de ALDH2, pudimos poner de manifiesto el rol del acetaldehido (ACD),
el primer metabolito del EtOH y principal sustrato de ALDHZ2. Al acumularse en sistema
nervioso central (SNC) por efecto de la inyeccién in situ de cianamida, ACD ejerce
propiedades reforzantes y los animales (tanto controles como Pb) manifestaron un
aumento del consumo voluntario de la droga, evidenciando el rol clave de ALDH2 en los
efectos neurocomportamentales de la interaccion entre Pb y EtOH. A este respecto, en
areas cerebrales involucradas en el circuito de recompensa se demostré que la
expresion proteica de ALDH2 se encuentra disminuida en Corteza pre-frontal, Nucleo
Accumbens y Estriado dorsal de animales expuestos perinatalmente a Pb; efecto que se
evidencio potenciado por la administracion de cianamida.

Para la investigacion de mecanismos moleculares de esta interaccidn,
empleamos un modelo in vitro, de exposicion de células de neuroblastoma humano, SH-
SY5Y a 10uM de Pb, 200mM de EtOH o su combinacién. Dichas dosis de exposicion
fueron determinadas mediante ensayos de dosis-respuesta. En primera instancia,

evaluamos la actividad enzimatica de ALDHZ2, evidenciando una potenciacién del efecto
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inhibitorio en el grupo expuesto a Pb y EtOH, respecto a ambos toxicos por separado;
observandose también una disminuciéon en la expresion proteica de ALDH2
(determinada por Western blot). En un segundo objetivo, evaluamos parametros de la
funcionalidad mitocondrial, donde pudimos determinar en células expuestas a Pb y
EtOH, una reducida masa mitocondrial, con disminucién de la capacidad respiratoria
maximay la capacidad de reserva mitocondrial, y un aumento en el consumo de oxigeno
extra mitocondrial. A su vez, evidenciamos una disminucién en el potencial de
membrana mitocondrial (AY).

A partir de estos resultados evaluamos el perfil oxidativo en esas células,
demostrando el aumento en la generacion de especies reactivas de oxigeno (EROs)
coincidente con lo obtenido en los ensayos de consumo de oxigeno. Asimismo, la
exposicion combinada a Pb y EtOH produjo dafio por peroxidacién lipidica (evaluado
mediante la cuantificacion de T-BARS) y un aumento en la actividad y expresion
proteica de la enzima antioxidante catalasa (CAT), posiblemente como mecanismo
compensatorio frente al aumento de EROs.

Interesantemente, utilizando un activador de ALDH2, Alda-1, pudimos revertir
el aumento de EROs y la disminucion del AY. Alda-1 fue capaz de activar a ALDHZ hasta
20 veces en el grupo expuesto a Pb y EtOH respecto al grupo control, lo que pone de
manifiesto: 1) el rol antioxidante y neuroprotector de esta enzima, que metaboliza
aldehidos toxicos evitando los dafios que provoca su acumulacién; y 2) el potencial
terapéutico de activadores como Alda-1 frente a diversas patologias.

CONCLUSION: Los resultados obtenidos aportan nuevas evidencias sobre los
mecanismos de interacciéon entre Pb y EtOH, siendo la inhibicién de la actividad y
expresion proteica de ALDH2, el dafio mitocondrial y el estrés oxidativo una
consecuencia comun a nivel bioquimico y, a nivel neuroconductual, el estado de
vulnerabilidad que desencadena una respuesta diferencial frente al consumo de alcohol

debido a la exposicién a Pb.
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En el esquema se ilustran los aportes realizados por este trabajo de tesis al
conocimiento de los efectos de Pb y EtOH sobre la funcionalidad de la enzima ALDHZ2.
Se esquematiza el efecto inhibitorio de Pb y EtOH (flechas romas) sobre ALDH2 y el
dafio a la funcionalidad mitocondrial luego de la exposicién a ambos neurotéxicos
(mitocondria traslicida). Hacia arriba se esquematizan los resultados obtenidos en el
modelo in vitro, empleando células de neuroblastoma humano SH-SY5Y. Hacia abajo, se
resumen los hallazgos en el modelo in vivo, utilizando ratas Wistar expuestas
perinatalmente a Pb. Por ultimo, a la derecha, las evidencias obtenidas luego de las
manipulaciones sobre la enzima ALDH2: activacion (utilizando Alda-1 en células SH-

SY5Y) o inhibicién (empleando cianamida en el modelo in vivo).
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INTRODUCCION

Plomo como contaminante ambiental. Aspectos generales

El Plomo (Pb) es un metal pesado que se encuentra presente en los ecosistemas
debido a su utilizaciéon en multiples aplicaciones industriales, adjudicandole diferentes
usos en la elaboracién y fabricaciéon de una gran variedad productos de consumo,
principalmente debido a sus propiedades quimicas, como baja temperatura de fusion,
maleabilidad, ductilidad, baja conductividad, resistencia a la corrosiéon y se puede
combinar facilmente con otros metales para formar aleaciones. Se ha utilizado
antiguamente en pipas, utensilios de cocina y vajilla, pigmentos ceramicos, cosméticos
y, por su sabor dulce, como aditivo y edulcorante en la producciéon del vino. Mas
recientemente, se utilizé como tinte para objetos de vidrio y en la impresion de libros
(Hernberg, 2000). Uno de sus principales usos en el pasado fue como antidetonante en
las naftas, descontinudndose a partir del afio 1996 en Argentina. Entre otros usos
comunes se encuentra su empleo como componente de colorantes en pinturas
(reglamentado a partir del afio 2004 a valores menores al 0,06%), en plastico de
juguetes y como material principal de cafierias de la red de aguas domiciliarias.

En la actualidad, la gran mayoria de los procesos que requerian de la utilizacion
de Pb han sido restringidos en favor de disminuir su liberacién al medio ambiente y la
exposicion a los seres vivos. Sin embargo, este metal se utiliza ain en la fabricacion de
baterias, municiones, electrodos para electrélisis, blindaje contra radiacién y
refrigerante de reactores, asi como en la producciéon de semiconductores y plasticos de
cloruro de polivinilo (PVC) (Caito & Aschner, 2017).

Las consecuencias de la toxicidad ejercida por Pb en los organismos vivos
representan un problema de salud publica de dimensiones globales ya que este metal
no se biotransforma y permanece acumulado en agua, suelos, aire y seres vivos. A raiz
de los avances en el conocimiento de los efectos téxicos de Pb se ha concluido que no
existen niveles seguros de Pb en sangre en humanos. Cabe destacar que este metal no
tiene ninguna funcién biolégica en los organismos y que, por el contrario, se lo asocia

con un perfil de competencia con cationes divalentes, como el calcio (Ca%*), con
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funciones asociadas a canales idnicos, segundo mensajero, entre otras, el magnesio
(Mg2*), cofactor de enzimas y el hierro (Fe?*) como componente de la hemoglobina,
interfiriendo asf con numerosos procesos fisiolégicos y alterando la bioquimica celular.

En los ultimos afios, se llegd a un consenso sobre la ausencia de un umbral para
sus efectos nocivos sobre la salud y la naturaleza permanente e irreversible de
consecuencias asociadas con la exposicion a Pb (Mathec y cols, 2021). Los Centros de
Control de Enfermedades, (CDC, EE.UU.), realizan el seguimiento epidemioldgico de la
exposiciéon a este metal de la poblacién de EE.UU. y han establecido en su udltima
revision en el afio 2012 que 5 pg/dl de Pb en sangre en la poblacién pediatrica es
considerado un nivel aceptable o de referencia (Figura 1), aunque no “seguro”, ya que
numerosas evidencias clinicas demuestran que niveles inferiores de Pb en sangre
provocan alteraciones en el desarrollo y conductuales. Por ello se lo considera un
neurotoxico ambiental que provoca una multitud de efectos adversos, especialmente

para el cerebro en desarrollo (Gassowska y cols, 2016; Neal & Guilarte, 2010).

60 pg/dl

30 pg/dl g
y
25 pg/di R..i}"
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Figura 1. Curva temporal de los niveles de Pb en sangre considerados seguros en nifios por los

CDC. En la parte superior del grafico se han ilustrado las principales fuentes de exposicion al metal.

Extraido de Mattalloni y cols, 2014.

En relacién a los estudios realizados en nuestro pais, la mayoria de los reportes
locales se focalizan en nifios que viven cerca de areas industriales y mineras y, por

consiguiente, estan expuestos a altos niveles de Pb. Al respecto existen en Argentina
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protocolos que intentan reducir la exposiciéon a Pb y monitorear las exposiciones en
nifios (Ministerio de Salud, Republica Argentina, 2013). Abordajes mas recientes estan
siendo realizados desde el afio 2009 por la Autoridad de la Cuenca Matanza-Riachuelo
(ACUMAR) a fin de implementar un plan de saneamiento ambiental integral en este
sector de intensa actividad industrial de la Provincia de Buenos Aires, donde viven
aproximadamente 5.800.000 millones de personas, que representan el 15% de la
poblacién del pais. Dentro de la agenda, se encuentra la prevencién de la exposicion a
Pb (y otros contaminantes) y el monitoreo de sus concentraciones en la poblacién, asi
como también la cuantificacion de la acumulacion del metal en aguas y suelos. Al
respecto, en un informe realizado en el afio 2020, reportan que la poblacion (sin
especificar edad ni sexo) que presento niveles de Pb en sangre por encima de los niveles
de referencia actuales (5 pg/dl) monitoreada desde 2017, presenta un descenso de la
plombemia de un 13,8% en el afio 2020. Los altos niveles de Pb en sangre en esta
poblacion se han asociado con pobreza e indigencia, necesidades basicas insatisfechas
y familias con actividades laborales asociadas a reciclado y recolecciéon de basura y
carton.

Muy pocos estudios (Disalvo y cols, 2009; Martins y cols, 2016); han explorado
los efectos de este metal en las poblaciones de Argentina que viven en areas que carecen
de una fuente industrial cercana de Pb y que estdn asociados con la exposicién a bajos
niveles del metal. En un estudio realizado en 2015, se determind que sélo el 3% de esa
poblacién presentaba niveles superiores a 5ug/dl (resultados en prensa). En particular
en la Ciudad de Cérdoba, en la poblacién infantil se determinaron concentraciones de
Pb en sangre que arrojaron un promedio de 7,70 pg/dl (Hansen y cols, 1999).
Posteriormente, Martinez y cols en 2013, determinaron en un grupo representativo de
la poblacion pediatrica, que el 16,77% present6 plombemias superiores a 5 pg/dl, con
una media poblacional de 2,3 pg/dl (Martinez y cols, 2013).

Estos datos reflejan un descenso de los niveles de Pb en sangre en las
poblaciones estudiadas, efecto que puede atribuirse a las medidas regulatorias
orientadas a disminuir la utilizacién del metal en diferentes procesos industriales

(particularmente en las naftas y pinturas), asi como las actividades de prevencién y
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concientizacion social (Bellinger & Bellinger, 2006). A continuacion, se describiran los

principales mecanismos de toxicidad atribuidos a la exposicién a Pb.

Plomo: Mecanismo de toxicidad. Toxicocinética y toxicodinamia

La principal via de ingreso del Pb al organismo en la poblacién general es por via
oral, aunque también puede ingresar por via respiratoria, siendo las principales fuentes
de exposicion el suelo, agua, aire y alimentos contaminados. Las formas quimicas
toxicas mas comunes son las sales de acetato, carbonato y cromato de Pb, asi como
oxidos y sulfuro de Pb (Gupta, 2016).

En relacién a su disposicidn en el organismo, este metal posee una alta afinidad
por los eritrocitos y es rapidamente incorporado y transportado por los mismos,
inhibiendo enzimas involucradas en la sintesis del grupo HEMO y compitiendo con los
cationes Ca2*y Fe2* (Virgolini & Aschner, 2021; Costay cols, 2021). Asi en el periodo de
aproximadamente 30 dias puede ser detectado en sangre permitiendo el diagnéstico de
una exposicion reciente o continua. En esta etapa, el Pb puede provocar anemia
microcitica e hipocrémica interfiriendo con la sintesis del grupo HEMO inhibiendo
enzimas, particularmente la delta-ALAdeshidratasa (8-ALAd). Posteriormente, es
redistribuido a 6rganos y tejidos blandos, generando alteraciones en el sistema
nervioso, hematopoyético, cardiovascular, reproductivo y renal, para finalmente,
depositarse en tejidos duros como huesos, uiias y dientes, los cuales constituyen las
matrices bioldgicas de eleccion para detectar una exposicion en el pasado. Este deposito
6seo es dinamico puesto que el Pb compite con el CaZ*, representando una amenaza
para el organismo frente a algun desafio fisiolégico, como puede ser por ejemplo el
embarazo, osteoporosis o cancer de hueso. En estos casos, el Pb depositado puede ser
nuevamente transportado por los glébulos rojos para ejercer su toxicidad en tejidos
blandos. Un pequefio porcentaje es excretado, eliminandose por sudor y heces, asi como
por leche materna (Ufelle y cols, 2019).

Es importante resaltar sus efectos neurotdxicos y teratogénicos, resultado de su
capacidad de atravesar las barreras hematoencefadlica (BHE) y placentaria. Se ha
reportado evidencia que la exposiciéon materna al Pb durante el embarazo ocasiona
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exposicion fetal al metal y puede afectar negativamente la salud de la madre y el nifio
dependiendo del nivel y tiempo de exposicion materno (Patrick, 2006). En relacién a
los mecanismos celulares y moleculares de toxicidad, se ha descripto que el Pb
particularmente en el cerebro interfiere con la liberacién de neurotransmisores,
mimetiza los efectos de otros cationes divalentes, compitiendo por sus sitios, produce
disfuncién mitocondrial, desbalance redox y neuroinflamacion, siendo el efecto final la
interaccién entre todos estos factores, lo que determinaria la confluencia en un
mecanismo multifactorial de accion tdéxica (Sanders y cols, 2019; Virgolini y Aschner,

2021).

Plomo como neurotoxico del desarrollo

Debido a que en la actualidad los episodios de intoxicaciéon aguda son poco
frecuentes, los efectos toéxicos mas conocidos y estudiados del Pb estan relacionados
con la exposicién crénica a bajos niveles, lo que trae como consecuencia alteraciones
sutiles, particularmente en el cerebro de organismos en formacién, por lo que es
considerado un neurotéxico del desarrollo (Rossi, 2008; White y cols, 2007).

El cerebro en la etapa prenatal y postnatal temprana experimenta fases criticas
y esenciales que involucran principalmente la proliferacién y diferenciacién de sus
diversos tipos celulares, asi como también se establecen las primeras conexiones que
daran origen a las sinapsis. A grandes rasgos, puede decirse que el desarrollo del
cerebro es un proceso con ciclos de divisiéon celular, migracién, sinaptogénesis, poda
celular y mielinizacion. Estas etapas ocurren a ritmos variables y cambian también de
acuerdo a la regiéon cerebral, persistiendo hasta la nifiez. Por esta razédn, se ha
demostrado que el Pb interrumpe la correcta formacidn de las sinapsis, la migracion de
neuronas y la formacién de interacciones neurona-glia, lo cual puede provocar que no
se establezcan las conexiones adecuadas entre las estructuras conduciendo a déficits
funcionales (Caito & Aschner, 2017). Durante estos eventos de desarrollo, el cerebro se
encuentra en un importante estado de vulnerabilidad frente a téxicos ambientales,

especialmente metales pesados como el Pb (Kim y cols, 2011).
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La poblacién pediatrica es especialmente vulnerable a los efectos téxicos de Pb,
ya que absorbe un 30% mas que los adultos y retiene un 29% mas frente a una misma
dosis, teniendo como consecuencia un aumento de los niveles de almacenamiento en
los huesos durante la edad adulta (Cassarett, 2019).

La exposicion a Pb en la etapa fetal y pos-natal temprana estd asociada con un
desarrollo neuroconductual deteriorado, un coeficiente intelectual mas bajo y una
velocidad de conduccién nerviosa disminuida (CDC, 1991). Es importante destacar que
los efectos adversos, como la reduccion del coeficiente intelectual y la disminucién en
el rendimiento académico, se producen incluso a niveles inferiores a 10 pg/dl (Jusko y
cols, 2008). A este respecto se ha demostrado que las sinapsis representan un sitio
blanco de la toxicidad ejercida por Pb. Uno de los efectos mas destacados de la
exposicion en los nifios, incluso en dosis bajas (con concentraciones de Pb en sangre
por debajo de 10 pg/dl), es la disminucién de la capacidad de aprendizaje y memoria
con un efecto adverso sobre el desarrollo cognitivo e intelectual (Kazi y cols, 2013;
Surkan y cols, 2007). Se ha descripto también que la exposicion a este metal afecta la
liberacién de neurotransmisores pre-sinapticos tanto en modelos in vivo como in vitro,
principalmente mediante un mecanismo competitivo con Ca2* (White y cols, 2007; Xiao
y cols, 2006). Ademas, su efecto sobre las alteraciones de las proteinas sindpticas ha
sido informado en una variedad de modelos de toxicidad aguda y crénica (Neal y cols,
2012). A pesar de estas evidencias, el mecanismo preciso por el cual Pb interrumpe la
transmisidn sinaptica no esta completamente esclarecido.

Se puede concluir entonces que ningun nivel de exposicién al Pb parece ser
"seguro” e incluso los niveles de exposicion considerados "bajos" en los nifios,
actualmente, estan asociados con déficits en el desarrollo neurolégico. Los cambios
neuroquimicos y neuroconductuales persisten incluso luego de que la exposicion al
metal ha cesado, dejando una huella biol6égica que predispone al organismo expuesto a
un estado de vulnerabilidad a posteriores eventos desafiantes en el futuro, que incluye

una alterada respuesta a drogas de abuso.
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Interaccion entre plomo y etanol

Desde la perspectiva clinica se ha descripto, una relacién entre la exposicion a
Pb y el consumo de alcohol (etanol, EtOH), que es dependiente tanto de la dosis o
concentracion, como del tiempo total y etapa del desarrollo donde ocurre la exposicion
a ambos toxicos.

Se han informado niveles mas altos de Pb en sangre en trabajadores alcohoélicos
expuestos a Pb en comparacion con los no alcoholicos, con valores de 1,93 pumol/1
contra 0,14 pmol/l respectivamente, con un valor medio poblacional de 1,93 umol/]; lo
que indica que estos trabajadores podrian ser mas propensos a los efectos toxicos del
metal que los no alcohélicos (Cezard y cols, 1992). Se ha documentado también, en la
interaccién entre ambos neurotéxicos, que al ser el EtOH un compuesto volatil que
puede atravesar la BHE, podria facilitar también la entrada de Pb al cerebro
aumentando asi su neurotoxicidad, ya que compite con el Ca2* intracelular (Flora &
Tandon, 1987). En concordancia con lo anterior, un estudio posterior del mismo grupo
de investigacion determiné que las concentraciones de Pb en sangre, higado, rifién y
cerebro fueron significativamente mayores en ratas expuestas simultineamente
durante 8 semanas a Pb (10 mg/kg) y EtOH (10% v/v en el agua de bebida) en
comparacién con el grupo expuesto so6lo a Pb, alcanzando niveles (expresados en pug de
Pb por g de tejido o por ml de sangre) de 66,2 vs 116,72 en sangre; 7,79 vs 12,16 en
higado; 11,31 vs 12,93 en rinén y 2,58 vs 4,13 en cerebro (Flora y cols, 1999).

Ahamed y cols, en 2005, demostraron en un modelo experimental de ratas con
exposiciéon combinada a Pb (50 mg/kg de peso/dia) y EtOH (3 g/kg/dia) durante 8
semanas, que la administracion intragastrica de ambos téxicos resulté en un
detrimento del metabolismo energético, ya que las mitocondrias aisladas de cerebro
demostraron una menor capacidad de generar adenosin trifosfato (ATP), menor
capacidad de consumo de oxigeno y alteraciones en los complejos de la cadena
respiratoria mitocondrial, con la consecuente generacion de especies reactivas del
oxigeno (EROs) y radicales libres. Estos efectos se manifestaron (y en algunos casos se
vieron potenciados) con respecto a los grupos sélo tratados con Pb o EtOH (Ahamed y

cols, 2005). Flora y cols, (2012) también exploraron los efectos dosis-dependientes de
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la ingestion de EtOH durante la co-exposicidon con Pb en ratas. En este caso, el Pb se
administré por via oral, una vez al dia a una dosis de 10 mg/kg, mientras que el EtOH
se administré en el agua de bebida a 3 dosis diferentes: 1%, 2% y 5% v/v. La exposicion
continu6 durante 3 meses, después de los cuales se realizaron diversos ensayos
bioquimicos. Los resultados muestran un mayor estrés oxidativo en animales co-
expuestos al Pb y al EtOH en comparacién con cada téxico por separado. También se
reportaron disminuciones en la actividad enzimatica de SALA-d, las reservas de
glutation (GSH) y en la actividad de la enzima antioxidante catalasa (CAT), aunque un
aumento significativo de EROs, GSH oxidado, peroxidacion lipidica y del Ca2*
intracelular. Estas determinaciones fueron realizadas en sangre, higado y rifién de ratas
(Flora y cols, 2012). Ademas, demostraron que la actividad de la enzima alcohol
deshidrogenasa (ADH) disminuy¢ significativamente en animales expuestos a Pb o0 a
EtOH, pero se observd un efecto mas pronunciado en las ratas expuestas a la
combinacién de ambos tdxicos. Estos resultados podrian sugerir una alteracién en el
metabolismo de EtOH, principalmente a nivel de higado, viéndose disminuida su
capacidad para degradarlo.

En relacién a estudios conductuales en animales, se ha reportado que ratas
expuestas cronicamente a niveles altos de Pb durante la edad adulta, mostraron mayor
numero de palanqueos por EtOH en una prueba de autoadministracidn, lo cual esta
asociado a una mayor ingesta de EtOH en comparacion con sus controles y a una mayor
busqueda de la droga (Nation y cols, 1986). En un estudio realizado en 1999 por Flora
y cols, se report6 un incremento en la actividad locomotora y comportamiento agresivo
en animales expuestos a Pb y EtOH en comparacién a la exposiciéon a ambos téxicos por
separado (Flora y cols, 1999).

En consonancia con estos datos, en resultados previos de nuestro grupo de
investigacion se demostro que la exposicion perinatal a niveles bajos de Pb aumenta la
ingesta de EtOH en una sesion diaria de 2 h en un protocolo de 28 dias de libre eleccion
entre EtOH y agua. Ademas, producto de este mayor consumo de EtOH se evidenci6
también un aumento en la actividad locomotora de estos animales inmediatamente
después de la tltima sesiéon de consumo (Mattalloni y cols, 2013;2017). Conjuntamente,

los animales expuestos al Pb también mostraron mayores tasas de respuesta en un
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esquema de autoadministracion, utilizando una escala de comportamiento de razon fija
progresiva evidenciando un punto de quiebre (breaking point) a tasas mas altas de
palanqueo en comparacién con los controles, demostrando una mayor motivacién para
autoadministrarse EtOH (Mattalloni y cols, 2013). Estos resultados sefialan la mayor
vulnerabilidad al consumo de EtOH que presentan ratas adolescentes expuestas
durante toda la gestacién y lactancia a dosis bajas de Pb (Virgolini y cols, 1999;
Mattalloni y cols, 2013, 2017). A este respecto, se demostré también que la exposicion
a Pb y EtOH afecta las enzimas involucradas en el metabolismo de EtOH.
Particularmente se evidencié un aumento en la expresidon proteica (determinada
mediante inmunohistoquimica y Western blot) y en la actividad de la enzima CAT,
(principal enzima metabdlica de EtOH) en areas del circuito mesocértico-limbico
cerebral, favoreciendo asi la acumulacién de los metabolitos producto de la oxidacion
de EtOH y sus efectos neurotoéxicos. Esta tematica sera abordada y desarrollada con
profundidad en el Capitulo 1 de este trabajo de tesis.

Sin embargo, los mecanismos de interacciéon entre EtOH y Pb hasta ahora no
estdn completamente dilucidados y contintian siendo objeto de estudio. Las evidencias
in vitro de los efectos resultantes de la exposicién combinada a Pb y EtOH seran
presentadas y discutidas en el Capitulo 2 y subsiguientes.

A continuacién, se abordaran conceptos referidos al metabolismo de EtOH, lo

cual podria ser responsable, en parte, de sus caracteristicas de droga de abuso.

Etanol

El alcohol (etanol, EtOH) es una droga presente en las bebidas alcohélicas cuya
ingesta se ve promovida por la aceptacion social, el facil acceso proporcionado por un
bajo costo relativo y la publicidad asociada a las bebidas alcohélicas. Es una droga
sedante e hipndtica que posee un efecto estimulante motor a dosis bajas y moderadas,
mientras que a dosis mayores produce ataxia y sedacion, respondiendo a un mecanismo
de accidn bifasico. Sus efectos farmacologicos dependen de su concentracién en sangre
y en cerebro, las que estan determinadas por su toxicocinética. Considerando su amplia

distribucién en el organismo y sobre todo en el sistema nervioso central (SNC)
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posterior a su consumo, el EtOH interacttia con numerosas proteinas,
neurotransmisores y otros blancos moleculares en neuronas y sinapsis dentro del
cerebro por lo que se lo identifica como una droga con mecanismo de accién no
especifico, multifactorial.

Una caracteristica comun de las sustancias adictivas, incluido el EtOH, es su
capacidad para activar el sistema mesocortico-limbico cerebral. Este sistema esta
conformado por cuerpos celulares dopaminérgicos que se encuentran en el area
tegmental ventral (ATV), proyectando sus axones hacia el ntiicleo accumbens (NAc) y la
corteza prefrontal (CPF). Estas proyecciones dopaminérgicas también estan
involucradas en los efectos reforzantes de las recompensas naturales, como la comida
y la actividad sexual. Imperato y Di Chiara en 1986 demostraron que la administracion
de EtOH activa el sistema mesolimbico de ratas, aumentando la liberacién de dopamina
(DA) en el NAc. A su vez, el metabolismo de EtOH tiene un rol crucial en sus efectos en
el SNC. Varios estudios han demostrado que el primer metabolito producto de su
oxidacion, el acetaldehido (ACD), a pesar de los efectos de aversién que se producen
por su acumulacién periférica, cuando es generado en el cerebro tiene acciones
reforzantes positivas en el SNC (Imperato y Di Chiara, 1986; Israel y cols, 2015). Al
respecto, se ha demostrado que las ratas se autoadministran ACD en el ATV en
concentraciones micro molares, confirmando sus efectos reforzantes positivos y
sugiriendo que estd involucrado en las acciones motivacionales de EtOH,
probablemente aumentando la liberacién de DA de las proyecciones hacia NAc (Rodd y
cols, 2005). A continuacidn, se desarrollaran aspectos involucrados en el metabolismo

oxidativo de EtOH.

Metabolismo oxidativo del Etanol

Una vez ingerido, el EtOH se distribuye y equilibra rapidamente en el organismo.
El higado es el sitio principal de su metabolismo en tejidos periféricos, realizando su
oxidacion a ACD por la enzima alcohol deshidrogenasa de clase 1 (ADH1
principalmente) y en menor medida por las enzimas del sistema microsomal citocromo

P450 (CYP2E1, inducible por altas concentraciones de EtOH) y CAT, cuyo rol es
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considerable durante el metabolismo en periodos de ayuno (Handler & Thurman,
1990). El primer metabolito, ACD, clasificado por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) como carcinégeno de clase I, ha demostrado ser altamente hepatotéxico y ha
sido descripto que retrasa o deteriora la replicaciéon de los hepatocitos tanto in vivo
como en cultivos celulares (Scheer y cols, 2016). Debido a esto, el consumo crénico de
EtOH no solo causa dafio y muerte celular, sino que también deteriora la capacidad del
higado para reemplazar las células dafiadas y responder adecuadamente a las lesiones
y al metabolismo de otras sustancias.

En cerebro, se encuentran altos niveles de expresion de ADH de clase 3 (ADH3),
que no es capaz de oxidar a EtOH (Galter y cols, 2003) y ha sido reportada una baja
actividad enzimatica y expresion de ADH1 (Estonius y cols, 1993), por lo que el EtOH
que difunde libremente hacia el SNC es metabolizado a ACD principalmente por la
enzima CAT cerebral (Svanas & Weiner, 1985; Peana y cols, 2016).

La BHE limita la difusién de ACD al cerebro, de modo que sus concentraciones
son consistentemente mas bajas en el liquido cefalorraquideo y los tejidos cerebrales
que en la sangre periférica (Jamal y cols, 2003; Quertemont y cols, 2004). Sin embargo,
la difusién de ACD a través de la BHE es favorecida por sus propiedades fisicoquimicas,
como su alta lipofilicidad y pequefio tamafio molecular, lo que debiera permitir que
penetre muy facilmente en el SNC. No obstante, la difusién de ACD es limitada por la
presencia de la enzima aldehido deshidrogenasa 2 (ALDH2) en la microvasculatura del
cerebro, creando una barrera metabdlica eficaz (Eriksson & Sippel, 1977; Zimatkin,
1990, 1991).

La presencia de ACD en el SNC se origina in situ y proviene de la via mediada por
CAT en un 60% (Zakhari & Li, 2007; Tambour y cols, 2007), que a su vez esta limitada
en su actividad por la disponibilidad de peréxido de hidrégeno (H202), formando ambos
una unidad catalitica que se conoce como compuesto [ (Aragon y cols, 1991; Zimatkin
& Buben, 2007). Por otra parte, el 20% del EtOH que llega a cerebro se metaboliza
mediante la enzima CYP2E1 (Heit y cols, 2013; Zimatkin y cols, 2006). Se ha
determinado que CYP2E1 se expresa en cerebro, principalmente en la corteza frontal,
bulbo olfatorio, hipocampo y cerebelo y que es inducible por el consumo de EtOH

(Kawalek y cols, 2003).
29 | 202



Romina Deza Ponzio

Independientemente de su origen (central o periférico), el ACD es rapidamente
convertido a acetato por la enzima ALDH2 de localizacién mitocondrial. Esta enzima
es considerada una oxidorreductasa porque cataliza la transferencia de electrones
desde un donante, el ACD, a un aceptor: el cofactor nicotin adenin dinucle6tido oxidado
(NAD*). La disponibilidad de NAD* resulta ser el paso limitante de la reacciéon de
oxidacion mediada por ALDH2. Interesantemente es en la mitocondria donde el nicotin
adenin dinucléotido reducido (NADH) es re-oxidado a NAD* por el complejo I (CI) de la
cadena respiratoria mediante la enzima NADH ubiquinona oxidorreductasa.

El Mg+ es otro cofactor requerido en la reaccion, cuya funcién es estabilizar el
fosfato de NAD para aumentar la velocidad de reaccion total. Asi, la capacidad de
metabolizar ACD in vivo depende no sélo de las propiedades cinéticas de ALDH2 sino
de la capacidad del CI de re-oxidar el NADH a NAD*. La Figura 2 ilustra el metabolismo
oxidativo del EtOH.

X CYP2E1
Bgo., AT
R ADH ALDH2
EtOH ¢e=——————p ACD ——>)  AcD /<—>\ACETAT0
. NAD* NADH
NAD* NADH

Cofactor limitante en la reaccion de
metabolismo de etanol

90000000064

MEMBANA
INTERNA

D00000000ed

MATRIZ
MITOCONDRIAL

NADH  NAD* FADH,

FAD
+2H* +

2H*

T
Cadena de transferencia de electrones

Figura 2. Metabolismo oxidativo del EtOH. EtOH es metabolizado a ACD por la enzima ADH
(mayormente en el higado), por CAT (principalmente en SNC) y en menor medida por la enzima inducible
CYP2EL1. Este ACD difunde a la mitocondria para ser oxidado a acetato mediante la enzima ALDH2, cuyo

cofactor NAD* se genera en el CI de la Cadena de transferencia electrénica (CTE) mitocondrial.

Ademas, es conocido que la acumulacién de ACD en la periferia produce un

patrén de efectos cominmente definido por el término "sensibilidad al alcohol" (o
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flushing en inglés), porque estos sintomas se observan con mayor frecuencia cuando las
personas con actividad deficiente de ALDH2 (portadores de ALDH2*2 u otras
mutaciones) beben alcohol (Eriksson, 2001). Estos efectos fisiolégicos tipicos incluyen
vasodilatacion, lo que da como resultado un aumento de la temperatura de la piel y
enrojecimiento facial, aumento de la frecuencia cardiaca y respiratoria, palpitaciones
cardiacas, presion arterial baja, bronco constriccion, nduseas, dolor de cabeza, mareo y
malestar general, entre otros (Lai y cols, 2013). De manera opuesta, reportes indican
que la fraccion de ACD generado en el cerebro a partir de la acciéon de CAT es en realidad
reforzante puesto que modula algunos de los efectos neurofarmacolégicos de EtOH.

En ratas se evidencié la adquisicion de la conducta de autoadministracion de
ACD y se demostré que el ACD es un reforzador 1.000 veces mas potente que el EtOH
cuando se entrena a ratas para autoadministrarse ACD en VTA. Estos estudios
mostraron que ratas criadas como bebedoras de alcohol (Cepa P) se autoadministran
ACD en concentraciones (6 a 20 x 10-¢ M) que son 3 6rdenes de magnitud mas bajas que
aquellas para la autoadministracién de EtOH (17 x 10-3 M) en ATV (Rodd-Henricks y
cols, 2002). Se ha sefialado, ademas, que la administracién intracerebral de dosis bajas
de ACD induce efectos comportamentales, psicoestimulantes y reforzantes similares a
los generados por consumo de EtOH y que son caracteristicos de drogas con capacidad
adictiva (Quertemont, 2007; Peana y cols, 2017).

En este contexto, las enzimas involucradas en el metabolismo del EtOH han sido
claves para la comprension de los efectos de esta droga y sus metabolitos (tanto en la
periferia como a nivel central), asi como también el desarrollo de farmacos para el
tratamiento de los trastornos por el consumo de alcohol (en inglés: Alcohol use
disorders, AUDs), que se focalizan en politicas de reduccién del dafio, ayudando al
paciente a lograr la abstinencia o minimizar la frecuencia y cantidad de ingesta de
alcohol. El tratamiento farmacoldgico actual para los AUDs se basa en el uso de tres
medicamentos aprobados por Food and Drug Administracién (FDA, EE.UU.):
acamprosato, naltrexona y disulfiram (DIS), los dos primeros relacionados con las bases
neurales de sus efectos, mas precisamente con los neurotransmisores que encuentran
alterados por las acciones de esta droga y el dltimo relacionado con el metabolismo

oxidativo de EtOH.
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Es asi que algunos abordajes terapéuticos emplean inhibidores de la enzima
ALDH2, como lo son DIS y cianamida (CIAN). En estos casos, la administraciéon de EtOH
a animales o humanos luego del tratamiento con inhibidores de ALDH2 conduce a la
tipica reaccién de sensibilidad al EtOH, que actiia como disuasivo del consumo, pero a
su vez, conlleva numerosas consecuencias deletéreas para el organismo si se consume
EtOH durante los tratamientos (Yoshimura y cols, 2014). En consecuencia, la mayoria
de los estudios en animales que utilizan inhibidores de ALDH2 de manera experimental
se han centrado en medir el consumo posterior de EtOH, con el fin de establecer un
modelo para predecir la eficacia de los inhibidores de ALDH2 como farmacos disuasivos
del consumo en el tratamiento de los AUDs.

De esta manera, se reconoce que el ACD tendria un rol dual en los efectos
motivacionales de EtOH, dado que su acumulacién periférica seria responsable de los
efectos adversos y, por lo tanto, disuasivos de su consumo en contraposicién con los
efectos reforzantes producto de la acumulacién de ACD a nivel cerebral. Mas detalles
acerca del rol de ACD se profundizaran en el Capitulo 1.

En base a estos antecedentes puede concluirse que variaciones en la
funcionalidad de las enzimas encargadas de metabolizar al EtOH y al ACD, es decir
ADH, CAT, CYP2E1 y ALDH2, determinan en gran parte la concentracion de dichas
sustancias en sangre y tejidos y a su vez también influyen en la manifestacion de
sus efectos motivacionales o aversivos, por lo que estan implicados en el
desarrollo de dependencia al EtOH y a la susceptibilidad a los efectos citotoxicos
de esta droga y sus metabolitos (Zakhari & Li, 2007).

En particular, en la seccion siguiente de este trabajo de tesis describiremos las
principales caracteristicas de la enzima ALDH2, en la cual se ha focalizado gran parte

de este estudio.

Familia de enzimas aldehido-deshidrogenasas: Aspectos generales

A diferencia de muchos otros sistemas, la investigacién del grupo de enzimas
denominadas aldehido deshidrogenasas (ALDHs) se originé en modelos humanos, en

lugar de los bacterianos, y el principal interés surge de su vinculo central con las
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condiciones patoldgicas. La superfamilia estd constituida por 9 familias con 19 genes
que codifican para las diferentes isoenzimas conocidas en humanos y caracterizadas
por desempefiar funciones cruciales en varios procesos biolégicos durante el desarrollo
y la senescencia, asi como también formando parte de las vias de desintoxicacion en el
organismo. Se expresan en varios compartimentos subcelulares que incluyen
mitocondrias, reticulo endoplasmico (RE), ntcleo y citosol de diferentes tejidos, como
mucosa gastrica, corazén y vasculatura, pulmones, higado, retina y cerebro (Alnouti &
Klaassen, 2008).

Hasta la fecha 10 de los 19 genes humanos de ALDH tienen una estructura
proteica resuelta y se agrupan de acuerdo con la secuencia, identidad, filogenia y
caracteristicas estructurales combinadas (Figura 3). La clasificacion inicial de las
ALDH comenz6 a fines de la década de 1980 cuando solo unas pocas secuencias estaban
disponibles y que llevaron a su clasificacién primaria en 3 clases distintas: ALDH 1,2y
3 (Hempel & Lindahl, 1989), principalmente diferenciandolas por su porcentaje de
homologia, expresidn tisular, su ubicacién intracelular y afinidad por sus sustratos. La
mayoria de las ALDH tienen multiples funciones, por ejemplo, ALDH1A1, ALDH2,
ALDH3A1 y ALDH4A1 humana pueden llevar a cabo actividad esterasa (Sladek, 2003)
y ALDH2 también posee actividad nitrato reductasa (Sydow y cols, 2004), sugiriendo
mas de una funcién catalitica para la familia ALDH.

Con un numero creciente de secuencias conocidas, una nueva clasificacion fue
adoptada posteriormente para establecer reglas para la nomenclatura de las ALDHs.
Asi, las proteinas con una identidad de secuencia superior al 40% fueron consideradas
pertenecientes a la misma clase, mientras que las proteinas con mas del 60% de
identidad de secuencia se han asignado a la misma subclase (Vasiliou y cols, 1999).
Actualmente, la nomenclatura de las ALDHs abarca desde ALDH1 a ALDH24 en
diferentes organismos, incluyendo plantas (Brocker y cols, 2013); en tanto que
investigaciones emergentes demuestran que existirian ain mas clases de ALDHs. Un
estudio reciente realizado en bacterias del género Pseudomonas identific6 42 clases
diferentes de ALDH, lo que demuestra el gran alcance de la diversidad de esta enzima,
pero siempre conservando una estructura comun entre las diferentes isoenzimas

(Riveros-Rosas y cols, 2013; Shortall y cols, 2021). Debido a su importante funcidn,
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mutaciones en las diferentes isoenzimas se manifiestan con fenotipos patolégicos
particulares, como se puede observar en forma resumida en la Figura 3.

Entre sus funciones principales, puede mencionarse que catalizan la oxidacién
irreversible, y dependiente de NAD* o de nicotin adenin dinucleétido fosfato (NADP),
de aldehidos de diferentes origenes biolégicos a sus correspondientes dacidos
carboxilicos, siendo algunos de ellos productos esenciales para numerosos procesos
celulares (Vasiliou y cols, 2004). Estos aldehidos provienen de una amplia variedad de
precursores enddgenos y exdgenos durante numerosos procesos fisiologicos, incluida
la biotransformacién de macromoléculas tales como aminoacidos, neurotransmisores,
carbohidratos y lipidos. Mientras algunos de ellos son esenciales en los procesos
fisioldgicos, como por ejemplo el retinal en la visién, muchos son carcinogénicos y
altamente téxicos (Marchitti y cols, 2010). Es asi que mas de 200 diferentes compuestos
aldehidos surgen de la degradacién oxidativa de los lipidos de la membrana celular,
incluidos 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) y malonaldehido (MDA) como principales
productos del proceso de peroxidacién lipidica (Esterbauer y cols, 1991).

Xenobidticos y drogas, como por ejemplo el EtOH, generan ACD, el cual debido a
sus propiedades reactivas y a que presenta una alta volatilidad es capaz de formar
diferentes aductos con proteinas, lipidos de membrana y ADN, alterando diversos
procesos bioldgicos y aumentando la producciéon de radicales libres y EROs (Brooks &

Theruvathu, 2005).
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Gen Cromosoma  Fenotipo derivado de la mutacion

ALDH4A1 1p36.13 Hiperprolinemia tipo |1
I:ALDH?AT 5031

Convulsiones dependientes de priridoxina

ALDHTAT 9q21.13 Sensibilidad al EtOH, alcoholismo. Ratones Aldhiat  desamollan cataratas
ALDH1A2 15221 Propension al desarrallo de espina bifida . Ratones Aldhfal  manifiestan letalidad embrionaria.
ALDH1A3 15¢26.3 Ratones Aldh1a3  manifiestan letalidad embrionaria.
ALDH1B1 9p11.1 Desconocido
ALDH2 12q24.2 Menor riesgo al desarrollo de alcoholismo. Incrementado riesgo de cancer, enfermedades neurodegenerativas, infarto y cirrosis.
ALDHiIL1 3g21.2 Ratones Aldh11 7 poseen niveles defolato hepatico disminuidos y menor fertilidad

— ALDHILZ2 129233 Desconocido

-1 ALDHIAT 1q23.1 Gen propuesto en el desarrollo de la hepatitis no-acohalica

ALDH5A1 6p22.2 Aciduria y-Hidroxibutirica
ALDHEAT €q23.2 Desconocido

ALDHBAT 149243 Retraso en el desarrollo y anomalias metabolicas
ALDH3AT 17p11.2 Ratones Aldh3a1 7 desarrollan cataratas
ALDH3A2 17p112 Sindrome de Sjtigren-Larsson
ALDH3B1 11q13.2 Locus asociado con el desarrollo de esquizofrenia paranoide
ALDH3B2 119132 Desconocido

r ALDH18A1 10924.3 Hiperamonemia, hipoprolinemia,

L ALDH16A1 19913.33 Desconocido

Figura 3. Relacion evolutiva y fenotipos mutacionales de los 19 genes ALDH humanos. El
dendograma de clusters ilustra la relacién evolutiva de las 19 ALDH humanas y la ubicacién
cromosémica. También se indican fenotipos demostrados en animales, pero ain no descriptos en

humanos. Extraida de Marchitti y cols, 2008.

Estructuralmente, las ALDHs de mamiferos son enzimas compuestas por
homotetradmeros u homodimeros conformados por monémeros que, en general, estan
constituidos por 500-600 aminodcidos cada uno. Los tetrameros poseen un sitio
catalitico en cada monémero y las enzimas pueden mostrar reactividad completa,
dependiendo del pH y la presencia de cationes divalentes, como Mg?2+*. Estudios
cristalograficos han demostrado que en los monémeros de todas las clases de ALDHs se
encuentran conservados el dominio de unién al cofactor (NAD* o NADP), el dominio

catalitico y dominio de oligomerizacion (Figura 4).
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Figura 4. Representacion de los diferentes dominios conservados en la familia de enzimas ALDH.
A. Estructura homodimérica de la ALDH31A. B. Estructura homotetramérica de la ALDHZ2 mitocondrial
humana. C. Se representan los dominios conservados del monémero de ALDH: dominio catalitico (271-
470, azul), el de unién a NAD(P) (8-135, 159-270, violeta) y el de oligomerizacién (verde). Extraido de
Shortall y cols, 2021.

En cuanto al mecanismo de catalisis, puede resumirse en 5 pasos como se ilustra
en la Figura 5. En primer lugar, se produce la activacion del sitio catalitico, cuyo
aminodacido principal es una cisteina en la posicion 302 (Cys302) a través de una
abstraccion de protones (H*) mediada por una molécula de agua proporcionada por un
acido glutamico en posicién 268 (Glu268). Luego se lleva a cabo el ataque nucleofilico
consecuente sobre el carbonilo del sustrato aldehido, mediado por el grupo tiolato de
la Cys302. Posteriormente, se forma un intermedio tio-hemiacetal tetraédrico mediante
desacilacion, con transferencia concomitante de hidruro al anillo piridinico del cofactor
NAD(P). Se produce luego la hidroélisis del intermediario tioéster resultante, y
finalmente la disociacion del cofactor reducido y posterior regeneracion de la enzima.

La Cys catalitica se conserva en todas las estructuras que poseen actividad
catalitica, siendo la ALDH16 una excepcién y un ejemplo de un miembro no catalitico,
ya que carece de este residuo y ha sido propuesta como proteina de unién (Liu &

Tanner, 2019). Ademas, el Glu268 cumple una funcién crucial al activar Cys302 a través
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de la desprotonaciéon (Sheikh y cols, 1997). El sitio activo esta ubicado en la base del
tunel hidrofébico, cerca de la interfaz tetramérica y frente al sitio de unién del cofactor.
Se cree que los residuos que recubren este tinel confieren la especificidad de sustrato
de cada isoenzima (Koppaka y cols, 2012). El cofactor NAD* se mantiene unido a la
enzima a través de 10 enlaces de hidrégeno, cuatro de los cuales involucran dos
residuos, un aminoacido lisina en la posicion 192 (Lys192) y Glu399, que estan
altamente conservadas en todas las isoenzimas ALDH (Sheikh y cols, 1997).

Estudios de mutagénesis sitio-dirigida de estos residuos en la enzima ALDH2
evidenciaron que se modifica el paso limitante de la velocidad de la reaccién de la etapa
de desacilaciéon a la de transferencia hidruro al anillo de piridina de NAD(P). Los
mutantes en Lys192 alteran la especificidad del sustrato de aldehidos alifaticos (como
ACD) a aromaticos en ALDH2 (Sheikh y cols, 1997). Las clases ALDH1, ALDH2 y ALDH3
difieren sustancialmente en el paso limitante de la velocidad dependiendo del efecto de
la unién del cofactor, presencia de iones divalentes y pH de la reaccién (Perez-Miller &
Hurley, 2003). La liberacién del cofactor reducido es el paso limitante de la velocidad

para ALDH1A1, mientras que para ALDH3A1, es la transferencia de hidruro.
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Figura 5. Mecanismo de catalisis de las enzimas de la superfamilia de ALDH. Modificado de Koppaka

y cols, 2012.

Asimismo, las ALDHs ejercen funciones no enzimaticas, actuando como
proteinas de unién para varios compuestos como hormonas y colesterol. Ademas,
pueden tener importantes funciones antioxidantes en la producciéon de NAD(P)H, la
absorcion de la luz ultravioleta y la eliminacion de radicales de tipo hidroxilo (OH-)
(Marchitti y cols, 2008). En cuanto a la funcién esterasa, el mecanismo propuesto
comparte algunas propiedades con la actividad deshidrogenasa. Por ejemplo, requiere
el residuo Cys302 activado con participacion de Glu268, pero no requiere
especificamente de la presencia de NAD(P). Sin embargo, el impacto que tiene la
presencia del cofactor en la reaccion es variable para cada isoenzima, ya que para la
mayoria de las ALDH1 y para ALDH2, la adicién de cofactor inicia y favorece la reaccion
de esterasa (Koppaka y cols, 2012).

A continuacion, se focalizaran los aspectos generales mas relevantes de la
enzima ALDH?2.
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ALDH2: Una “superenzima”

La enzima ALDH2 es conocida por su rol en el metabolismo de aldehidos téxicos,
brindando a los organismos vivos un escudo protector frente a noxas enddégenas y
exodgenas, como el ACD, las EROs y los productos derivados de la peroxidacion lipidica,
siendo uno de los principales el 4-HNE (Vasiliou & Nebert, 2005). Ademas de la funcion
deshidrogenasa, ALDH2 también exhibe actividad de tipo esterasa y nitrato reductasa
relevante para la bioactivacion de nitrato, incluida la formacién de nitroglicerina
(Marchitti y cols, 2008; Vasiliou y cols, 2013).

De localizacién mitocondrial, se expresa en gran medida en varios tejidos,
incluidos el corazon, el higado y el cerebro (Alnouti y cols, 2008; Summary of ALDH2
tissue expression). Se evidencia por inmunohistoquimica marcacién positiva para
ALDH2 en todas las areas cerebrales, incluido el endotelio vascular y células gliales
(Zimatkin y cols, 1989, 1992). Tanto ALDH2 como ALDH1A1l participan en el
metabolismo de catecolaminas, como la DA, la noradrenalina y la epinefrina, debido a
su expresion en regiones cerebrales dopaminérgicas. Es importante destacar que la
enzima citosdlica ALDH1A1 se expresa fuertemente en las neuronas dopaminérgicas
del ATV y la sustancia nigra (SN), y que desempefian, junto con ALDHZ2, un rol principal
en el mantenimiento de la integridad del sistema dopaminérgico (Anderson y cols,
2011; Griinblatt & Riederer, 2016). Por lo tanto, se ha sefialado que ALDH1A1 y ALDH2
pueden metabolizar aldehidos derivados de DA, como el 3,4 dihidroxifenilaldehido
(DOPAL) (Km popaL: 4,2 pM), aunque no se puede descartar la participacion menor de
otras isoenzimas (Marchitti y cols, 2007).

Sobre estas bases, se ha descripto el rol de ALDHZ en enfermedades
neurodegenerativas donde sus polimorfismos genéticos y modificaciones tanto en
expresion como en actividad enzimatica, contribuyen a la patogénesis y desarrollo de
desordenes como Alzheimer y Parkinson (revisado en Deza-Ponzio y cols, 2018; Chen
y cols, 2016) y también con una participaciéon fundamental en los mecanismos de

toxicidad drogas, incluyendo el EtOH (Figura 6).
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Figura 6. Enfermedades en las que los activadores de ALDH2 pueden resultar beneficiosos. En rojo
se destaca las enfermedades en las que la evidencia del papel de ALDH2 provino de estudios preclinicos.
Destacan en azul las enfermedades en las que el papel de ALDH2 fue respaldado por observaciones
clinicas. En negro, se destaca las enfermedades en las que la evidencia de estudios preclinicos y de
estudios epidemiolégicos o histopatoldgicos en humanos respalda el papel de ALDH2. Se ha destacado el

rol de esta enzima en los efectos de EtOH. Extraida y modificada de Chen y cols, 2016.

Como se ha mencionado, ALDH2 es la principal enzima involucrada en la
oxidacion de ACD durante el metabolismo del EtOH, tanto a nivel periférico como
central. Presenta una gran afinidad por su cofactor NAD* y por ACD (Km acp < 1 uM)
siendo la enzima con mayor afinidad por ese sustrato, lo que hace el proceso de
oxidacion muy eficiente. Otras ALDH, incluidas ALDH1A1 y ALDH1B1, también
contribuyen a la oxidacién del ACD principalmente en higado, aunque con menor
afinidad que la isoenzima ALDH2 (Stagos y cols, 2010).

Ubicado en el cromosoma 12q24, el gen ALDH2 codifica para un polipéptido de
517 aminodacidos. A través de una secuencia de 17 aminoacidos en el segmento N-
terminal, ALDH2 ingresa a la matriz mitocondrial y después de que se escinde la
secuencia de direccionamiento mitocondrial, la proteina madura de 500 aminoacidos

forma un homotetramero activo (Braun y cols, 1987). En este contexto, mutaciones y
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polimorfismos de ALDH2 que conducen a una alteraciéon en la funcionalidad de la
enzima son parte de numerosas condiciones patoldgicas debido a la acumulacién de
aldehidos téxicos como acroleina, ACD, 4-HNE y DOPAL.

La mutaciéon puntual ALDH2*2 que ocurre en el nucleétido 1459, donde una
adenina se sustituye por una guanina (rs671), produciéndose la sustituciéon de un acido
glutamico por una lisina en la posiciéon 487 de la cadena de aminoacidos de ALDH2
(Glu487 por Lys487) dando como resultado la isoforma ALDH2*2, es la mutacion
puntual mas frecuente y mejor estudiada en humanos. Dicha mutacién es portada por
casi el 50% de la poblacién asiatica, afectando a unos 560 millones de personas,
alrededor del 8% de la poblacién mundial (Gump y cols, 2008; Zhang y cols, 2015). El
cambio resultante modifica el aminoacido 487 de la proteina madura, alterando una
estructura de hélice alfa, lo que provoca una modificacion alostérica de los sitios
cataliticos y de uniéon a coenzimas. La inestabilidad estructural generalizada del
mutante ALDH2*2 da como resultado una actividad reducida de ALDHZ2. Cuando forma
un complejo tetramérico con la enzima ALDH2*1 de tipo salvaje (wild type en inglés),
ALDH2*2 inhibe de forma dominante la catalisis y aumenta el recambio (turnover en
inglés) de la enzima ALDH2. Dependiendo del nimero de monémeros ALDH2*2
presentes en un tetramero, la actividad disminuye al 48% o tan solo al 4% de la
actividad del tetramero de enzima ALDH2*1 de tipo salvaje (Gross y cols, 2015; Figura
7). En el caso de individuos ALDH2*1/*2, las posibles combinaciones reducen la
actividad enzimatica general de ALDH2 entre un 60% y un 80% en comparacion con los

de los individuos ALDH2 homocigotos de tipo salvaje 1*/*1.
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Figura 7. La mutacion ALDH2*2 guanina (G) a adenina (A), ocurre en la primera base del codén 487, lo
que resulta en un cambio de un aminoacido acido glutadmico (Glu, E) por lisina (Lys, K). A pH fisiolégico,
el acido glutamico esta predominantemente cargado negativamente, mientras que la lisina estd en gran
parte cargada positivamente. La mutacién inhibe la formacién normal de una hélice-alfa integral cerca
de la interfase dimero-dimero de cada monémero. La actividad enzimatica disminuye sustancialmente a
medida que la proporciéon de mondmeros K aumentan, cayendo al 4% en tetrdmeros compuestos

completamente de monémeros K. Extraida de Gross y cols, 2015.

Esta mutaciéon puntual también da como resultado un sitio de unién a NAD+*
deficiente, ya que la lisina 478 no puede formar puentes hidrégeno en esa posicidn,
incidiendo directamente en las propiedades cinéticas de la enzima (Larson y cols,
2007). Esto trae como consecuencia un incremento de 200 veces en la Km para NAD+*y
una reduccion en la constante de catalisis de 10 veces en comparacion con la enzima de
tipo salvaje (Perez-Miller y cols, 2010). Este genotipo ha sido asociado con numerosas
y diversas enfermedades, tales como hipertension, hipercolesterolemia, osteoporosis,
diabetes, riesgo aumentado al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas e
infarto agudo de miocardio y se relacionan con una acumulacién de EROs y 4-HNE (Mi
y cols, 2006).

Por consiguiente y, en el contexto de este trabajo de tesis, puede afirmarse que
la menor actividad de ALDH2 ocasiona un marcado incremento y acumulacién en los

niveles de ACD en sangre y frente al consumo de EtOH, atin en bajas cantidades, los
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individuos experimentan una exacerbacion en las reacciones adversas descriptas
anteriormente como sindrome de flushing. Debido a estos efectos, se asocia al alelo
ALDH2*2 con un genotipo “protector” frente al consumo excesivo de EtOH resultando
en una baja tasa de AUDs en la poblacién asiatica (Luczak y cols, 2002). Basandose en
estas observaciones y en el conocimiento del rol integral de ALDH2 en la oxidacién de
ACD derivado del EtOH, se ha impulsado la identificacién y desarrollo de moléculas que
inhiben selectivamente esta isoenzima con el objetivo de formular farmacos para el
tratamiento del alcoholismo, como se mencioné anteriormente. Sin embargo, debido a
las caracteristicas toxicas del ACD, se ha observado mediante estudios epidemiol6gicos
que el consumo de EtOH entre los portadores de la ALDH2*2, se asocia con el aumento
en la prevalencia para el desarrollo de diferentes tipos de cancer, especialmente los
relacionados al tracto gastrointestinal, como lo son el cancer oral, de es6fago y colon
(Yokohama y cols, 2010).

Dado que aproximadamente el 80% de la poblacién mundial tiene acceso y
consume o ha consumido EtOH, y puesto que la acumulacién de ACD contribuye a una
gran variedad de efectos citot6xicos, la identificacién de variantes inactivas adicionales
de ALDH2 en diferentes poblaciones puede ayudar a desarrollar nuevos tratamientos

para los portadores de isoenzimas con baja actividad catalitica (Chen y cols, 2020).

Plomo, etanol y ALDH2

Como fue descripto anteriormente, existen algunas evidencias relacionadas con
la interaccion entre Pb y EtOH que demuestran un efecto sinérgico entre ambos
neurotoxicos. Entre los mecanismos de toxicidad propuestos puede mencionarse a la
disfuncién mitocondrial y 1a pérdida del balance oxidativo.

Por su parte, el rol clave de ALDH2 ha sido ensayado en diferentes modelos
experimentales, demostrando su eficacia en la proteccion celular frente a agresiones
toxicas en modelos de enfermedades humanas como la isquemia-reperfusion cardiaca
y el accidente cerebrovascular isquémico caracterizados por un incremento en la
produccion de EROs, y dando lugar a dafios producidos por estrés oxidativo (Wang y

cols, 2008).
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Las escasas evidencias que abordaron el estudio de una interaccién entre Pb,
EtOH y ALDH2 han demostrado que la exposicion de ratas a Pb (administracién oral
diaria a una dosis de 10 mg/kg de Acetato de Pb y a 10% de EtOH en el agua de bebida,
durante 8 semanas) redujo la actividad enzimatica de la ALDH2 hepatica (Flora &
Tandon, 1987). A este respecto, como ya se mencion6 anteriormente, en trabajos
realizados por nuestro laboratorio, se demostrd que ratas expuestas perinatalmente a
bajas dosis de Pb presentan un elevado consumo de EtOH con respecto a sus controles.
En ese modelo, se evidencié un aumento en la actividad enzimatica y expresion de CAT
en areas cerebrales implicadas en el circuito de recompensa mesocértico-limbico, como
NAc, Estriado, ATV, CPF e hipocampo (Mattalloni y cols, 2013) y una disminuida
actividad enzimatica de ALDH2 en cerebro entero de estos animales (Mattalloni y cols,
2017). De esta manera, la exposicion perinatal a Pb y el consumo de EtOH promoverian
una mayor tasa de metabolismo de EtOH a nivel cerebral por accién de una aumentada
funcionalidad de CAT, pero a la vez, se produciria una acumulacién de ACD debido a la
inhibicion de su degradacién por ALDH2, lo que en parte podria explicar los efectos
motivacionales que presentan estos animales frente a EtOH.

Sin embargo, son escasos los trabajos que abordan el estudio de los efectos de la
exposiciéon combinada a Pb y EtOH sobre la enzima ALDH2. Sobre la base de estos
antecedentes, el presente trabajo de tesis propone estudiar los mecanismos que
subyacen a la interaccion entre Pb, EtOH y la enzima ALDH2 en dos modelos

experimentales diferentes: ratas y cultivo de células SH-SY5Y.
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HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

Se postula que la interaccion entre plomo y etanol alterara la funcionalidad de
la enzima aldehido deshidrogenasa 2, lo cual sera un factor determinante en la

neurotoxicidad ejercida por ambos téxicos.

Objetivo General

El presente trabajo de tesis propone:

Abordar el estudio de las consecuencias de la exposicion a plomo y etanol sobre la
funcionalidad de la enzima ALDH2 con el propoésito de demostrar su participaciéon en

los mecanismos de neurotoxicidad inducidos por la interaccién de ambos téxicos.

Objetivos especificos

- En ratas Wistar:

1. Determinar la expresion de ALDH2 en cerebro y el consumo de etanol en ratas

expuestas perinatalmente a plomo:
a) En condiciones basales
b) En respuesta a cianamida, inhibidor selectivo de esta enzima

- En la linea celular de neuroblastoma humano, SH-SY5Y, en respuesta a la exposicion a

plomo y etanol:
2. Determinar la actividad y expresion proteica de ALDH2
3. Evaluar la funcionalidad mitocondrial
4. Estudiar el balance oxidativo

5. Determinar el efecto de la activacion de ALDH2 utilizando un activador

farmacologico, Alda-1
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Capitulo 1

Expresion de ALDH2 en cerebro y el consumo voluntario de EtOH
en respuesta a cianamida en un modelo de ratas Wistar

expuestas perinatalmente a Pb
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Expresion de ALDH2 en cerebro y el consumo voluntario de EtOH en
respuesta a cianamida en un modelo de ratas Wistar expuestas
perinatalmente a Pb

Consumo de etanol

Evidencias provenientes de estudios epidemioldgicos indican que la edad en que
se inicia el consumo de EtOH es un poderoso predictor de una futura dependencia a
esta droga (Granty cols, 2001; Pautassi y cols, 2020). Ademas, se ha demostrado que el
inicio temprano del consumo esta estrechamente relacionado con el desarrollo de AUDs
y dependencia (Hingson y cols, 2006). Un estudio realizado por la Organizaciéon Mundial
de la Salud (OMS) en 2019 evidencia que, el 43% de la poblacién mundial de 15 afios de
edad o mas consumen alcohol regularmente. En estudios epidemiolégicos realizados
por SEDRONAR en una poblacién de estudiantes de nivel secundario (con un total de
1588 personas encuestadas) se les consult6 acerca de los habitos de consumo de
alcohol, utilizando como indicador de consumo en exceso la ingesta en una misma
ocasion de 2 litros de cerveza o mas, 750 ml de vino o mas, y/o cuatro medidas o mas
de bebidas fuertes/tragos combinados (todos ellos equivalentes a 5 medidas
estandares de EtOH). Asi, se pregunté a los estudiantes que consumieron esta droga
cuantas veces en los ultimos 15 dias consumieron 5 tragos o mas en una misma salida,
a lo que el 52% contestd afirmativamente (Observatorio Argentino de Drogas.
Sedronar, 2018). Resultados obtenidos por la Administracién de Servicios para la Salud
Mental y el Abuso de Sustancias (SAMSHA, por sus siglas en inglés) arrojan que ese
patrén de consumo es utilizado por el 57% de los nifios y adolescentes de 12 a 21 afios
en EE.UU. (SAMSHA, 2009). Esta practica, denominada en inglés “binge drinking”, esta
definida como el consumo de un minimo de 5 bebidas por ocasién en aproximadamente
2 horas (Instituto Nacional por el Abuso de Alcohol y Alcoholismo, NIAAA EE.UU,,
2004).

El desarrollo de los AUDs en humanos es un proceso que progresa desde el
primer contacto con la bebida (refuerzo inicial) hasta la etapa crénica o compulsiva de

ingesta (Spanagel, 2009). En modelos animales, estas etapas se pueden asociar
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respectivamente con la fase de adquisicion de la ingesta de EtOH y con una segunda fase
posterior de mantenimiento del consumo crénico de la droga (Bell y cols, 2017).

Durante la etapa inicial de experimentacidn, el individuo percibe los efectos
gratificantes, euféricos y de refuerzo positivo del consumo excesivo de EtOH y los
aumentos agudos de la motricidad, como el comportamiento social desinhibido, y
respuestas del sistema nervioso auténomo, como la frecuencia cardiaca. El alto nivel de
consumo de bebidas alcohdlicas observado en los adolescentes se ha relacionado, en
parte, con su sensibilidad particular hacia los efectos gratificantes y aversivos del EtOH
promoviendo asi la ingesta excesiva (Alaux-Cantin y cols, 2013). Al respecto, estudios
en animales y en humanos han informado que los adolescentes son mas sensibles a los
efectos reforzantes positivos del EtOH, como los efectos subjetivos apetitivos,
reforzantes del consumo y a la facilitacion social inducida por la droga, y muestran una
menor sensibilidad a sus efectos negativos tales como incoordinacién motora, sedacion
e induccién del suefio o resaca (Varlinskaya & Spear, 2009).

A este respecto, cabe destacar que la adolescencia es una etapa critica de la
maduracién neural, en la que el cerebro sufre una extensa remodelacién sinaptica
(Giedd, 2008), lo que podria explicar en parte la sensibilidad diferencial de los
adolescentes a los efectos aversivos y gratificantes del alcohol. El sistema
dopaminérgico mesocortico-limbico, (esquematizado en la Figura 8) experimenta un
importante refinamiento sindptico durante adolescencia (Guerri & Pascual, 2010). Este
sistema se ha postulado como una de las principales redes neuronales que median los
efectos gratificantes o reforzantes de las drogas de abuso (Koob, 2014), y muestra una
sensibilidad diferencial a las neuroadaptaciones inducidas por EtOH en adolescentes en
comparacion con adultos. Otra contribucion importante a la sensibilidad al EtOH tipicas
de los adolescentes esta indudablemente relacionada con los cambios de desarrollo que
ocurren en aquellos sustratos neurales subyacentes a los efectos del EtOH. Hay
evidencias que los sistemas glutamatérgico, gamma-amino-butirico (GABA),
dopaminérgico, serotoninérgico, colinérgico y opioide, que experimentan un amplio y
marcado desarrollo durante la adolescencia se encuentran alterados (Spear, 2014). Es
posible que ciertas manifestaciones tipicas de sensibilidad a los efectos gratificantes y

aversivos del EtOH, en adolescentes, puedan reflejar el desarrollo de
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neuroadaptaciones en las proyecciones de DA a dreas como el NAc, CPF y amigdala, que

influyen en la respuesta a una amplia variedad drogas y recompensas naturales

(Robinson y cols, 2011).

b
._< Glutamata
._| GALA

Dapamina

Meetiloalina

Figura 8. Areas cerebrales involucradas en el circuito de recompensa y sus conexiones y
proyecciones. En colores se indican los diferentes neurotransmisores involucrados y sus proyecciones.
Regiones del cerebro de mayor importancia para los efectos adictivos de las drogas de abuso. El dibujo
superior muestra los circuitos que participan en el comportamiento gratificante de biisqueda de drogas.
El dibujo inferior ilustra el papel del mesencéfalo-estriado y bucles corticales en el consumo de drogas.
Amy, amigdala; CeA, nucleo central de la amigdala; DLS, cuerpo estriado dorsolateral; DMS, estriado
dorsomedial; HC, hipocampo; LC, locus ceruleus; LDTg, nucleo tegmental laterodorsal; LH, hipotdlamo
lateral; LHb, habénula lateral; mPFC, corteza prefrontal medial; NAc, ntcleo accumbens; OFC, corteza
orbitofrontal; rmTg, nicleo tegmental rostromedular; SN, sustancia negra; ATV, area tegmental ventral.

Modificada de Korpi y cols, 2015.
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Rol dual de ACD como primer metabolito del EtOH

El ACD es un metabolito activo que induce una variedad de efectos tdxicos,
farmacologicos y comportamentales. Sin embargo, el rol de ACD en los efectos del EtOH,
especialmente sus efectos centrales, ha sido controvertido durante mas de dos
décadas(Deitrich, 2004; Quertemont & Tambour, 2004). Algunos investigadores
sostienen que ACD es un mediador clave y, segiin la versién mas radical de esta teoria,
el EtOH seria un mero pro-farmaco cuyos efectos estan totalmente mediados por su
primer metabolito. Incluso se ha sugerido que en lugar de “alcoholismo”, el término
“acetaldehidismo” seria mas apropiado para describir el abuso y la adiccién al alcohol
(Raskin, 1975). Por el contrario, otros cientificos niegan cualquier papel significativo
del ACD en los efectos farmacolégicos de la droga. Estos investigadores generalmente
sostienen que luego de una ingesta estandar de EtOH, las concentraciones de ACD en la
sangre y el cerebro son demasiado bajas para inducir efectos farmacoldgicos o
conductuales significativos. También sugieren que, tanto ACD como sus aductos,
poseen una vida media demasiado corta y que serian necesarias dosis extremadamente
altas de EtOH para generar concentraciones de ACD farmacoldgicamente relevantes en
cerebro. De hecho, ACD se encuentra en el cerebro sélo si es administrado de forma
exdgena y alcanzando concentraciones en sangre mayores a 100 uM (Tabakoff y cols,
1976).

A pesar de estas teorias polarizadas, una perspectiva intermedia es tomada por
muchos autores, que sostienen que tanto EtOH como ACD tienen un rol en los efectos
evidenciados a nivel comportamental y neurobioldgicos, y que ambos podrian actuar
de manera sinérgica, estableciendo que las propiedades farmacolégicas del ACD
modulan (en lugar de mediar) algunos, pero no todos, los efectos del EtOH.

(Quertemont y cols, 2006, Figura 9).
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Figura 9. Rol de ACD en los efectos farmacoldgicos de EtOH. Las flechas azules indican el sentido de
la reaccién de oxidacion de EtOH a ACD. Las flechas y conectores negros indican la participacion de EtOH,
ACD o ambos en los efectos farmacoldgicos observados luego de la ingesta de EtOH. Adaptado de

Quertemont, 2006.

Al respecto, Isse y cols (2005), mediante la generacién de ratones transgénicos
para ALDH2 lograron obtener como resultado de la manipulacién, animales que
carecen de ALDH2 activa en el higado y, por lo tanto, eliminan el ACD a una velocidad
muy baja. Al igual que los humanos portadores del alelo ALDH2*2 deficiente, estos
ratones mostraron concentraciones de ACD en sangre mas altas que sus controles
después de la administracién de EtOH. También mostraron los sintomas tipicos de la
reaccién de sensibilidad al EtOH, como enrojecimiento de la piel. Ademas, los ratones
ALDH?2 -/- evitaron el consumo voluntario de EtOH, lo que confirma que los niveles
altos de ACD en sangre inducen efectos adversos que previenen el consumo de EtOH.
Estos hallazgos sugieren que el ACD puede contribuir a los efectos aversivos de las dosis
altas de EtOH (Isse y cols, 2005).

En base a estas consideraciones se abord¢ el estudio del rol controversial del

ACD mediante la manipulacién farmacolégica de las enzimas que forman parte del
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metabolismo del EtOH. Como se ha mencionado anteriormente, CAT tiene un rol
principal en la produccién de ACD en el cerebro, y hay evidencia que sugiere que el
metabolismo cerebral del EtOH por la accion de CAT, es importante para la
manifestacién de las primeras etapas de refuerzo positivo del consumo de EtOH (Israel
y cols, 2017). Al respecto, en un estudio realizado en ratas de la cepa UChB,
caracterizadas por su alta preferencia de EtOH, se administr6 en ATV un vector
lentiviral que codifica un ARNhc anti-catalasa (precursor de ARNi), y estos animales
mostraron una marcada reduccién de la ingesta de EtOH y se evidencié una inhibicién
en el aumento de la liberaciéon de DA inducida por EtOH en NAc (Karahanian y cols,
2011). Se puede concluir entonces que los niveles de ACD en cerebro estan
directamente relacionados con las propiedades reforzantes de EtOH y estos dependen
de su generacidn a partir de CAT, pero también de su degradaciéon mediante la ALDH2
(Zimatkin y cols, 2006).

Dado que la Km para ACD es del orden de 1,0 uM (Hassinen y cols, 1974),
concentraciones muy bajas de ACD podrian inhibir el metabolismo ejercido por ALDH2
sobre los aldehidos biogénicos, como 5-hidroxiindoleacetaldehido (producto
aldehidico resultante del metabolismo de serotonina), DOPAL, 4-HNE y MDA. Se ha
sugerido entonces, que la ALDH2 cerebral puede funcionar como una barrera
metabolica para prevenir la acumulacién de ACD, manteniendo sus concentraciones a
niveles bajos, evitando asi la formacién de aductos con proteinas, el dafio al ADN, la
generacion de productos de condensacién y la mencionada inhibicién del metabolismo
de aldehidos biogénicos producto de la toxicidad de ACD.

Sobre esta base, una segunda estrategia experimental que se ha utilizado
ampliamente para evidenciar la contribucion del ACD a los efectos del EtOH se
fundamenta en manipulaciones de la enzima ALDH2.

Estudios realizados por Karahanian y cols, en 2015 evidenciaron, mediante la
administracion en ATV de un vector lentiviral que codifica para ALDH2, una reduccién
de un 85-90% en la adquisicién de la conducta de consumo voluntario de EtOH en ratas
de la cepa UChB. Esta misma estrategia logré evitar el efecto de recaida en el consumo
en ratas que previamente habian consumido EtOH crénicamente durante 81 dias y se

encontraban deprivadas de la droga. En este caso, al volver a acceder al EtOH, los
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animales tratados con el vector de control consumieron cantidades altamente toxicas
de EtOH alcanzando ingestas de 2,7 g de EtOH/kg de peso corporal en 1 h. En cambio,
aquellos animales que fueron administrados con el vector codificante de ALDH2
redujeron el consumo excesivo de alcohol en un 75-80% (Karahanian y cols, 2015).

A este respecto, con fines terapéuticos, se utilizan diferentes inhibidores
farmacolégicos de ALDH2 para causar una acumulacion masiva de ACD después del
consumo de EtOH, ya que como se ha mencionado anteriormente, el ACD que se genera
a partir del metabolismo de EtOH en higado (periferia) ha demostrado generar efectos
contrarios a los que se evidencian con la acumulacion que se genera por el metabolismo
cerebral. Este efecto disuasorio del consumo es una de las estrategias de las
terapéuticas actuales contra los AUDs (Zindel y cols, 2013). Entre los farmacos
principales inhibidores de ALDH2 que se utilizan se encuentran DIS y cianamida
(CIAN).

DIS (tetraetiltioperoxidicarbénil diamida) comercialmente conocido como
Antabuse® y Disulfix®se ha utilizado desde 1948 como agente aversivo al EtOH en el
tratamiento de alcoholismo (Bell & Smith, 1949). ElI consumo de EtOH por pacientes
que recibieron dosis terapéuticas de DIS da lugar a la acumulacién de ACD con la
consecuente expresion del sindrome de sensibilidad al EtOH. Estos sintomas,
denominados colectivamente reaccién de DIS-EtOH (Pettersson & Tottmar, 1978;
Marcato y cols, 2011), son utilizados como estrategia por la cual se desalienta al
individuo de consumir EtOH. En cuanto a su mecanismo de accion, DIS inhibe ALDH1A1
de forma mas potente que a la ALDH2, lo que llevé a alguna confusiéon temprana en
cuanto a la identidad de la enzima inhibida in vivo. Esto se atribuye al hecho de que el
tunel hidrofébico en la arquitectura de la enzima por donde ingresa el sustrato es
mayor en ALDH1 y, por lo tanto, capaz de interaccionar de una manera mas eficaz con
DIS (Moore y cols, 1998). Sin embargo, el mecanismo molecular de la inhibicién de
ALDH?2 estd mediado por productos metabélicos del DIS: dietilditiocarbamato (DDTC),
un inhibidor de ALDH in vivo, pero no in vitro (Lipsky y cols, 2001). E1 DDTC es
convertido por tiolmetiltransferasas hepaticas a S-metil-N, N-dietilditiocarbamato
(DETC) y Smetil-N, N dietilditiocarbamato (Me-DDTC), ambos potentes inhibidores de

ALDH?2 mitocondrial in vivo. La inhibicién inducida por todos estos compuestos sobre
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la ALDH2 es de naturaleza irreversible debido a carbamilacién del residuo catalitico
Cys302; (Shen y cols, 2001). A causa de la mencionada afinidad de Pb por los grupos
tioles, la utilizacion de DIS en combinacion con la exposicion perinatal a Pb ocasionaria
una posible inhibicién de la accién de los metabolitos de DIS sobre la actividad de
ALDHZ2, debido ala interaccién de los compuestos tiocarbamatos con Pb. Por esta razon,
en el presente trabajo de tesis se utilizo CIAN para evidenciar el rol de ALDH2 y la
acumulacion de ACD en el consumo voluntario de EtOH, en un modelo de ratas

expuestas perinatalmente a bajas dosis de Pb.

Cianamida

CIAN, también denominada carbamida calcica o por sus nombres comerciales
conocida como Temposil® y Abstem®, es una droga que se utiliza en el tratamiento del
alcoholismo en Europa, Canada y Japdn, sin embargo, es un farmaco de segunda linea
en relacion con el DIS debido a su mayor capacidad para inducir dafio hepatico en
comparacién con DIS (Kondo y cols, 2013; Tamai y cols, 2000). Produce el incremento
de las concentraciones de ACD en sangre mediante la inhibicion de la enzima ALDH2,
emulando el ya mencionado sindrome de flushing, lo que disuade al paciente de
consumir EtOH (Marchner & Tottmar, 1976). Al igual que con DIS, su administracién se
asocia a diferentes sintomas como nauseas, vomitos, taquicardia, mareos, sudoraciéon
profusa, enrojecimiento facial, visién borrosa, dolor de cabeza, hipotensién ortostatica
y dificultades respiratorias (Koppaka y cols, 2012).

Los estudios farmacocinéticos sugieren que en un primer momento la inhibicién
enzimatica llevada a cabo por esta droga es rapida, aproximadamente 1 h (Obach y cols,
1986), siendo la vida media del compuesto de alrededor de 2 h (Prufionosay cols, 1986)
permaneciendo en el plasma al menos durante 8 h, mientras que la duracién de su
accion es de aproximadamente unas 24 h (Brien y cols, 1978).

Para ejercer su inhibicidon, este compuesto parece requerir una previa
bioactivacion, ya que numerosas evidencias indicarian que CIAN por si misma no
ejerceria su efecto inhibidor, sino que lo haria a través de sus metabolitos. La N-

hidroxicianamida seria uno de los productos intermediarios de la oxidacién de CIAN,
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que al descomponerse de manera espontanea en cianuro y nitroxil (Shirota y cols,
1987), produce la inhibicion de la actividad de ALDH2 a través del derivado nitroxil. La
identificacién de este compuesto como inhibidor de ALDH2 proporcion6 evidencias
acerca del potencial terapéutico de esta clase de moléculas como agentes alternativos
para el tratamiento del alcoholismo, promoviendo el desarrollo de pro-farmacos de
nitroxil, que serian bioactivados por la actividad estearasa de ALDH2 (Fukuto y cols,
1994; Vasiliou y cols, 2018). Al respecto, se ha demostrado que la inhibicién causada
por este metabolito se puede producir mediante dos mecanismos diferentes, uno
derivando en una inhibicién irreversible a un pH 7,0 y otro proporcionando una
inhibicion reversible, que es predominante en los tejidos vivos y se genera a un pH 8,5
(De Master y cols, 1998; Koppaka y cols, 2012).

Aunque algunos autores concluyen que no es necesaria la conversion de CIAN
en un metabolito que ejerza un efecto inhibitorio sobre la ALDH2 (Prufionosa y cols,
1989), la mayoria de los estudios sefialan que esta droga ejerce un efecto inhibitorio
sobre la ALDH2 hepatica y cerebral, que estaria mediado por el sistema enzimatico de
CAT, el cual posibilitaria la transformacién de la CIAN (Figura 10) (Hellstrom y
Tottmar, 1982; DeMastery cols, 1982; Shrota y cols, 1982a; Cederbaum y Dicker, 1985).
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Figura 10. Mecanismo de accidn inhibitoria de CIAN sobre ALDH2. Se observa la bioactivacion de
CIAN para producir el metabolito activo nitroxil, que puede inhibir de manera irreversible (1) o

reversible a la enzima (2). Extraida de Koppaka y cols, 2012.

55| 202



Romina Deza Ponzio

Si bien ninguna dosis es capaz de producir en ambas una inhibicién completa, la
ALDH2 cerebral es menos sensible a los inhibidores, habiéndose descripto
aproximadamente un 60% de inhibicion para la ALDH hepatica y un 40% de inhibicion
para la ALDH cerebral (Marchner y Tottmar, 1978). En cerebro, se ha demostrado que
CIAN es capaz de inhibir la ALDH de baja Km en la fraccién mitocondrial, es decir,
ALDH2 (Cederbaum, 1981).

En cuanto a los niveles de ACD, se ha comprobado que CIAN induce un
incremento considerable del mismo en sangre (Brien y cols, 1978). Podria inferirse
entonces que la inhibicion de ALDH2 cerebral mediante la administracién de CIAN
conducira a la acumulacién de altas concentraciones de ACD, que difieren
considerablemente de los niveles producidos endégenamente a partir de CAT en
condiciones fisiolégicas normales. En base a estos antecedentes y utilizando esta
estrategia experimental, se anticipa una acumulaciéon de ACD en cerebro por inhibicién
de su metabolismo mediante la microinyeccién in situ de CIAN. De esta manera se
pondra en evidencia el rol de ACD en los efectos motivacionales de EtOH en los animales
expuestos a Pb.

Desde el punto de vista experimental esto cobra relevancia por lo expuesto
anteriormente referido a los polimorfismos enzimaticos de ALDH2, debido a que este
estudio podria modelar las condiciones metabdlicas de individuos que portan alelos
mutados e inactivos de ALDH2.

Sobre la base de estos antecedentes, en este objetivo se evalué el rol de ALDH2
en el consumo voluntario de EtOH, en ratas expuestas perinatalmente a bajas dosis de
Pb. Se postula que ALDH2 podria tener una expresion disminuida en areas del circuito
mesocOrtico-limbico (CPF, NAc y Estriado dorsal) de estos animales, lo que podria
correlacionarse con los niveles de consumo de EtOH. La manipulacién farmacolégica
utilizando CIAN como inhibidor de ALDH2 evidenciaria el rol critico de esta enzima

como determinante del consumo de EtOH y de la acumulacién de ACD en cerebro.
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Materiales y métodos

Esquema de Exposicion perinatal a bajas dosis de Plomo

A pesar de sus limitaciones, la administracion de Pb en forma oral a la madre
gestante y/o lactante es el modelo animal mas frecuentemente usado para evaluar las
consecuencias resultantes de la exposicion crénica a bajos niveles de Pb durante el
desarrollo. Asi, en los modelos experimentales que se inician con exposiciones in titero
y que finalizan con el destete posterior a la lactancia (como es el modelo utilizado en
este trabajo de tesis), se abarca la mayor parte del desarrollo neuronal, desde los
procesos subyacentes de neuro y sinaptogénesis hasta la estructuracién sinaptica final
(Virgolini y cols, 1999).

Para llevar a cabo este objetivo fueron utilizadas ratas de la cepa Wistar macho
de 35 y 63 dias de edad, nacidas y criadas en el bioterio del Departamento de
Farmacologia, Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cérdoba. Todos
los procedimientos y manipulaciones se llevaron a cabo de acuerdo con las normas
establecidas por la guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio del Instituto
Nacional de Salud (NIH-National Institute of Health) de Estados Unidos. El protocolo
experimental cuenta con la aprobacién del Comité de Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL, Protocolo HCD FCQ-UNC 564/15) de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la Universidad Nacional de Cordoba, Cérdoba, Argentina. Se realizaron
todos los esfuerzos posibles para minimizar el sufrimiento y reducir el nimero de
animales utilizados.

Brevemente, ratas hembras adultas fueron divididas en un grupo control (grupo
C) que recibi6 agua corriente filtrada como Unica fuente de liquido y un grupo Pb (grupo
Pb), que recibié una solucién de 220 ppm de Pb en el agua de bebida (0,4 g/L de Acetato
de Pb, Biopack, Argentina). Durante este periodo de exposiciéon a Pb los animales
tuvieron acceso ilimitado tanto a la bebida como a la comida y fueron mantenidos en
condiciones de temperatura (22°C) y humedad constante respetando un ciclo de 12 h
luz/12 h oscuridad. Para el proceso de apareamiento, hembras adultas (250-300 g)
fueron colocadas en cajas con machos en una relaciéon 2/1 durante 2-3 ciclos estrales

(aprox. 10 dias). Los machos fueron retirados y las hembras pesadas y observadas
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desde el inicio de la prefiez hasta determinar el momento del nacimiento de las crias
que fue considerado como el dia postnatal (DPN1). Dentro de las 48 h de producido el
alumbramiento se procedié a limitar a un maximo de 8 animales por camada,
manteniendo la mayor cantidad posible de machos y conservando siempre al menos
una hembra. El destete se realizé el dia postnatal 25 (DPN25), y los machos fueron
hospedados en grupos en cajas, siendo la solucion de Pb reemplazada por agua
corriente filtrada, dando fin a la exposicién a Pb. El esquema del protocolo utilizado

puede observarse en la Figura 11.

C ExeosiONAPLOMO ] @ TesT [

DPN 25 DPN 35
DIA 1 DIA 22
CESTACION GESTACION:
NACIMIENTO

Figura 11. Protocolo de exposicion perinatal a 220 ppm de Pb. Se ilustra la linea temporal del periodo

de exposicidn a Pb, que abarca desde la gestacién hasta el destete al DPN25, donde cesa la exposicion.

Durante el establecimiento del modelo experimental, en el periodo en el cual los
animales estuvieron expuestos a Pb, se registré en las madres la ingesta de fluidos (agua
corriente filtrada o Pb), la ganancia de peso durante la gestacion y la duracion de la
gestacidn. En las crias, se determind el tamafio de cada camada, la proporcién de crias
hembras y machos y el peso de estas crias durante el periodo de tratamiento perinatal.
Al respecto, no se evidencian diferencias significativas en la ingesta de fluidos ni en los
pardmetros referidos a la gestacién y nacimiento de las crias por el tratamiento con Pb,
como la duracién del periodo gestacional, el nimero de animales por camada, la
ganancia de peso de las crias y su posterior crecimiento. Los niveles alcanzados de Pb
en sangre fueron de 6,51 pg/dl a los 35 dias (inicio del esquema de consumo)
comparados con niveles menores a 0,75 pug/dl en el grupo control, siendo indetectables
en ambos grupos a los 63 dias (fin de los experimentos), respondiendo a la
toxicocinética y dinamica del metal, que luego de circular unido a los eritrocitos se
distribuye a tejidos blandos y en ultima instancia en un depdsito dinamico en tejidos

duros (Mattalloni y cols, 2013).
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Consumo voluntario de etanol

Esta prueba involucra un paradigma de libre eleccién entre EtOH y agua, y es
ampliamente usada para estudiar las propiedades motivacionales de EtOH en animales
de laboratorio, con validez aparente en seres humanos. En estos esquemas el animal es
capaz de decidir la cantidad de EtOH que va a consumir en un determinado periodo de
tiempo (Hungund y cols, 2003; Little, 1991).

De acuerdo con antecedentes de nuestro grupo de investigacion en este trabajo
de tesis se escogié como paradigma conductual el consumo voluntario de EtOH de libre
elecciéon EtOH/agua durante 2 h diarias. (Mattalloni y cols, 2013 y 2017). El protocolo
consiste en presentarle al animal diariamente dos probetas, una con agua filtrada y otra
con una soluciéon de EtOH, preparada diariamente a partir de EtOH 96% tridestilado
apto para consumo (Porta Hnos., Argentina) y registrar el volumen consumido de cada
botella para calcular el indice de preferencia, basado en la proporciéon de EtOH
consumido en relacién a la ingesta total. La limitaciéon del consumo a Z2h por dia
pretende inducir en estos animales una conducta de ingesta de EtOH compulsiva
denominada en inglés “binge drinking” que, como se menciond anteriormente,
reproduciria con mayor realismo los patrones de consumo de los adolescentes. Una
consideracién importante a tener en cuenta en los modelos de consumo voluntario de
EtOH, es que los roedores presentan aversion a las propiedades organolépticas del
EtOH y, ademas, cuando la concentracion de EtOH alcanza valores superiores al 10%
v/v puede producirse una acumulacion periférica de ACD generando aversion por su
consumo. La alternativa elegida a este respecto fue aumentar progresivamente cada 4
dias la concentracién de EtOH ofrecida a los animales (Figura 12) y, a su vez, se tuvo la
precauciéon de alternar todos los dias la posicién de las probetas para evitar el

condicionamiento a un lugar que podria influenciar la preferencia de los animales.
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Figura 12. Linea temporal del consumo voluntario de etanol utilizado en los experimentos. Se

esquematizan los porcentajes de EtOH utilizados (2-10%) en bloques de 4 dias consecutivos.

Parallevar a cabo el procedimiento, un grupo de animales de 35 dias de edad fue
pesado, alojado en pares (para evitar el efecto estresor del aislamiento) y restringido al
acceso de liquido durante las 24 h previas al inicio del esquema de consumo voluntario,
para habituar a los animales a un consumo diario limitado de bebida. La eleccién del
inicio del esquema durante la adolescencia, un periodo que comienza con el destete de
las ratas (usualmente en el DPN 21) y se extiende aproximadamente hasta el DPN 45-
50, se basa en resultados previos, asi como en evidencias experimentales que indican
que cepas de ratas que naturalmente prefieren el EtOH e inician el consumo en la
adolescencia, lo cual condiciona efectos a largo plazo manifestados como mayor
autoadministraciéon y mayor recaida en el consumo abusivo de la droga (Rodd y cols,
2005). De acuerdo a estas consideraciones, el protocolo consistié en la presentacion
durante 2 h diarias (de 13:00-15:00 h) de 4 probetas graduadas conteniendo 2 de ellas
agua y otras dos una soluciéon de EtOH en concentraciones crecientes de acuerdo al
siguiente esquema (expresado en v/v): dias 1-4: 2%; dias 5-8: 4%; dias 9-12: 6%; dias
13-16; 8%; dias 17-28: 10% de EtOH (Figura 12). Las soluciones de EtOH se
prepararon diariamente a partir de un stock de 96% de EtOH tridestilado (Porta Hnos.,,
Cordoba, Argentina). La ingesta de EtOH y de agua se registré diariamente y se expreso
como gramos de EtOH por kilogramo de peso corporal, para lo cual los animales fueron
pesados cada 4 dias registrandose el aumento de peso correspondiente. Una vez que la
ingesta se estabilizé el consumo de EtOH al 10% (dia 20-21), los animales fueron
anestesiados y sometidos a cirugia, tal como se explica a continuacién. Cabe destacar

que el dia de la implantaciéon de las canulas los animales vieron interrumpido su
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esquema normal de consumo, con el objetivo de facilitar su recuperacion, por lo que

tuvieron un acceso ilimitado inicamente a agua durante 24-48 h.

Administracion intracerebroventricular (i.c.v.) de cianamida

Cirugia estereotdxica

Para realizar las cirugias los animales fueron inyectados con una mezcla de
ketamina/xilacina en dosis de 55 mg/Kg y 11 mg/Kg, respectivamente administrada
via i.p. Una vez que se constatd que estuvieran correctamente anestesiados, los
animales fueron colocados en un aparato estereotaxico (Stoelting, Wood Dale, IL, USA),
con la barra dental incisiva ubicada a -3,3 mm por debajo de la linea interaural. El
craneo fue expuesto cortando la piel del animal y liberando las meninges. Los orificios
fueron realizados con un torno de uso odontolégico, para poder implantar las canulas
guias y tornillos que fueron fijados con cemento de uso dental. Las canulas guias de
acero inoxidable (de 10 mm de largo, fabricadas a partir de agujas de 22G) fueron
implantadas unilateralmente del lado derecho a 2mm, por encima del sitio seleccionado
para la microinfusion. Las coordenadas utilizadas: AP -0.92, ML-1.5 y DV -3.6; fueron
elegidas para alcanzar el espacio ventricular de acuerdo al atlas Paxinos y Watson
(2009), considerando como referencia al bregma. Para disminuir el riesgo de
infecciones, una vez finalizadas las cirugias los animales recibieron inyecciones por via
subcutanea de una suspensiéon antibiotica formada por penicilina/estreptomicina
(Norcilina, Laboratorios Nort, S.A, Argentina). Durante las 48 h de recuperacion los
animales tuvieron libre acceso a agua de bebida y alimento y, a continuacién, se
reanudo el esquema de consumo voluntario de EtOH al 10% (dias 21-25).

Para las microinfusiones i.c.v. se preparé de manera aséptica una solucién que
contenia 0,3 mg de cianamida calcica (Sigma Aldrich, Argentina) cada 2,5 pl de liquido
cefalorraquideo artificial (CSF: NaCl 124, 3mM; KCI 4,9 mM; MgS04-7H20 1,3 mM;
H2KPO4 1,25 mM; NaHCOs 25, 6 mM; glucosa 10,4 mM; CaC2:2H20 2,3 mM). Luego se
introdujo un inyector (fabricado a partir de agujas de 30G) dentro de las canulas guias,

el cual excedi6 2,5 mm desde el sitio final de la canula hasta alcanzar el sitio de inyeccion
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en el ventriculo lateral. Los inyectores se conectaron a una micro-jeringa Hamilton
(Hamilton, Reno, NV, USA) de 10 pl mediante un catéter de polietileno (P10, Becton
Dickinson, MD). Durante la microinfusién, se liberé un volumen de 2,5 pl en un periodo
de 2,5 min (flujo de infusién: 1 pl/min), utilizando una bomba de infusién (MasterFlex
pump, Modelo 77200-20). Finalizada la administracién, los inyectores se mantuvieron
en el sitio de inyeccién durante 1 min adicional para permitir la liberaciéon completa de

la solucioén. En la Figura 13 puede observarse el esquema utilizado.
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Figura 13. Esquema del modelo y disefio experimental utilizado en los experimentos del Capitulo
1. Se resume en la figura el procedimiento realizado desde el DPN 0 hasta el DPN63 en el modelo de ratas
Wistar expuestas perinatalmente a Pb. En paralelo se esquematizan los detalles del consumo voluntario

de EtOH.
Obtencion de muestras para inmunohistoquimica: perfusion transcardiaca.

Finalizada la sesiéon de consumo del tultimo dia (dia 28, DPN 63), los animales
fueron anestesiados con una mezcla de ketamina/xilacina en dosis de 55 mg/Kgy 11
mg/Kg, respectivamente administrada via i.p. y posteriormente perfundidos de manera
transcardiaca, exponiendo la cavidad toracica y obstruyendo el flujo sanguineo en la
aorta descendente. Cada animal fue perfundido con una solucién de salina/heparina
(NaCl 0,9%/1000 unidades/l), lo cual permitié lavar el tejido del flujo sanguineo

circulante (aproximadamente 250 ml por animal) y luego, con una solucién fijadora de
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paraformaldehido al 4% buffer fosfato-salina (PBS) 0,1 M pH=7,4 (aproximadamente
entre 300 y 350 ml por cada animal). Los cerebros luego fueron removidos y
permanecieron en la solucién de paraformaldehido al 4% durante 12 h a 4°C, para ser
posteriormente transvasados a una solucién de sacarosa al 30% en buffer fosfato (PB)

a 4°C hasta el momento en que fueron seccionados.

Inmunohistoquimica para ALDH2

Para obtener los cortes para realizar la inmunomarcacion de ALDH2, los
cerebros fueron retirados de la solucién de sacarosa y sometidos a una congelacion
rapida con aerosol congelante (Biofreez, Biopack, Argentina) y adheridos al taco del
criostato (soporte) con un medio de inclusiéon crio-protector (Cryoplast, Biopack,
Argentina). Para igualar la temperatura en todo el tejido con el medio de montaje se
dejaron las muestras durante 15 a 20 min dentro del criéstato cerrado (Leica
CM15105). Se realizaron secciones coronales de 30 um de espesor, obteniéndose cortes
correspondientes a CPF, NAc y Estriado dorsal utilizando como guia el atlas “The rat
brain” (Paxinos y cols, 2009). Posteriormente, los cortes fueron lavados e incubados en
una soluciéon de 10% metanol, 30% de H202 en PB 0,01M por 1 h en agitacion para
eliminar la actividad de la peroxidasa endégena. Luego se realizaron 3 lavados de 10
min cada uno con PBS 0,01 My los cortes fueron incubados por 2 h en agitaciéon en una
solucion de bloqueo especifico conteniendo 1% albumina sérica bovina (BSA, Sigma
Aldrich), 0,1% Tritéon X100, 10% de suero normal de caballo (NHS, Vetacord, Argentina)
en PBS 0,01M. A continuacion, los cortes fueron incubados durante toda la noche a 4° C
y en agitacion suave y constante con el anticuerpo primario (mouse monoclonal anti-
ALDH2, Abcam) en una dilucién 1:1000, preparado en buffer de bloqueo especifico. Al
dia siguiente, fueron lavados 3 veces durante 10 minutos e incubados 2 h a T° ambiente
en agitacion suave con un anticuerpo secundario biotinilado anti-ratén (donkey anti-
mouse biotynilated, Vector laboratorios, Burlingame, CA, USA), en una dilucién 1:2000
en PBS 0,01 M, seguido por la incubacién con el complejo avidina-biotina-peroxidasa
(Vector ABC kit, Vector laboratorios, Burlingame, CA, USA) durante 1 h a temperatura

ambiente y en agitacién constante.
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Como cromoégeno se utiliz6 diaminobenzidina (DAB, Sigma Aldrich, Argentina)
por 5 a 7 min, en una solucién conteniendo 0,05% DAB y 0,006% de H202 en PB 0,1 M.
De este modo, el producto final desarrollé6 una coloracién marrén en presencia de
marcacién especifica y sin coloracién en los controles negativos (cortes que no fueron
incubados con el anticuerpo primario). Una vez finalizado el revelado se realizaron 3
lavados con PBS 0,1 M y los cortes fueron posteriormente montados en portaobjetos
previamente gelatinizados. Una vez secos, fueron cubiertos con medio de montaje (DPX,
Sigma Aldrich, Argentina) y cubreobjetos para su visualizacién en el microscopio

optico.

Cuantificacion de células positivas para ALDH2

Luego del procedimiento de inmunohistoquimica, los cortes obtenidos fueron
fotografiados usando microscopio de campo claro (Leica DM 4000B, Cambridge, UK)
con una camara montada (Leica DFC 300Fx) y el programa de computacién LM50
(Leica) a una magnificacion de 40X. Se seleccionaron 4 laminas de cada area cerebral y
en cada caso se cuantificaron ambos hemisferios (8 campos visuales de cada una de las
aéreas seleccionadas) y posteriormente se obtuvo un valor final promedio de estos
conteos para cada unidad de experimentacion de cuatro animales que fueron
cuantificados por grupo experimental. Las células con marcacién positiva para ALDH2
fueron identificadas y reencuentro de células positivas se realizé utilizando el software

FIJI-Image] (Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos, NIH, EE.UU.).

Es asi que los grupos experimentales que quedaron conformados para el analisis

de la expresion de ALDH2 fueron los que se detallan a continuacion:

- Grupo 35d (Cy Pb): en el cual las crias fueron sacrificadas a los 35 dias de edad (DPN

35). Este grupo revela la expresion enzimatica basal de animales peri adolescentes
(previo al inicio del esquema de consumo de EtOH). En este momento, ademas, los
niveles de Pb atin son detectables en sangre (Mattalloni y cols, 2013) y se presentan en

una fase dinamica de movilizacion a los tejidos blandos.
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- Grupo 63d noEtOH Veh (C y Pb): crias que no fueron sometidas al paradigma de

consumo voluntario de EtOH y a las que se las someti6 a cirugia estereotdxica para la
microinfusion de solucién vehiculo durante 4 dias. Estos animales fueron sacrificados a
la misma edad que los animales que consumieron EtOH voluntariamente. Este grupo se

us6 como control de los grupos 63d que se describen a continuacion.

- Grupo 63d EtOH Veh (C y Pb): crias sacrificadas al final del consumo de EtOH (DPN

63) luego de ser microinfundidos diariamente durante 4 dias con solucién vehiculo. Este
grupo refleja las modificaciones producidas por el consumo cronico de EtOH durante la
adolescencia, cuyos niveles de Pb en sangre son indetectables, pero en los que el metal

se encontraria depositado en tejidos blandos.

- Grupo 63d EtOH CIAN (Cy Pb): crias sacrificadas al final del consumo de EtOH luego

de realizarse la microinfusién diaria de CIAN. Este grupo refleja el efecto del bloqueo
de la enzima ALDH2 sobre el consumo crénico de EtOH durante la adolescencia en
animales cuyos niveles de Pb en sangre son indetectables, pero en los que el metal se

encontraria depositado en tejidos blandos.

- Grupo 63d noEtOH CIAN (C y Pb): crias que no fueron sometidas al paradigma de

consumo de EtOH, aunque si fueron microinfundidas con CIAN siguiendo el mismo
esquema de administraciéon que los animales sometidos al paradigma de consumo. Se
las sacrificé a la misma edad que los animales que consumieron EtOH voluntariamente.
Este grupo refleja los efectos de los tratamientos en la actividad de ALDH2 en animales

que no han consumido EtOH.

Analisis estadistico:

El consumo de EtOH se analiz6 mediante ANOVA de dos vias de medidas
repetidas, contrastando grupo (C vs Pb) y el tiempo/consumo de EtOH como la variable
repetida. Una vez administrada CIAN, se realizé6 un ANOVA de tres vias contrastando
grupo (C vs Pb), droga (Veh vs CIAN) y tiempo/consumo de EtOH.

Con respecto a la inmunohistoquimica, el andlisis estadistico se efectu6 en cada

area por separado para facilitar su analisis e interpretacion. Se analizd, por una parte,
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el efecto producido por la edad posnatal sobre la expresion de la enzima ALDH2
mediante de un ANOVA de dos vias: grupo (C vs Pb) y edad/EtOH (grupos DPN35,
DPN63 y DPN63 EtOH/noEtOH). Posteriormente, se aplicé un ANOVA de tres vias para
evaluar el efecto de la droga: grupo x consumo de EtOH x tratamiento con CIAN, seguido
por la prueba de Tukey como post-hoc.

En todos los casos se utiliz6 como programa estadistico el GraphPad Prisma
GraphPad Prism version 8.04 (GraphPad Software, La Jolla California EE.UU.

www.graphpad.com) para el andlisis de los datos y la realizacion de graficos.
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Resultados

Efecto de la inhibicion ALDH2 en el consumo voluntario de EtOH de ratas
expuestas perinatalmente a Pb

Se registré el consumo voluntario de EtOH y se expresé como gramos de EtOH
consumidos respecto al peso corporal. Como se observa en la Figura 14, se verificé que
animales que han sido expuestos a Pb durante la etapa perinatal muestran un consumo
mayor de EtOH respecto de sus controles. El ANOVA de dos vias de medidas repetidas
arroja diferencias entre los grupos (C vs Pb: F (190) = 21,39; p<0,001) y respecto al
tiempo/concentracion de EtOH: F (s90) = 15,25; p < 0,001, sin interaccion entre ambos
parametros.

Por su parte, la administracion de CIAN en el tltimo bloque de 4 dias de consumo
provocé un aumento significativo en el consumo de EtOH, un efecto evidenciado en
ambos grupos (C y Pb) como resultado de la inhibicion de ALDH2. Esto fue apoyado
estadisticamente por la diferencia significativa que emergié tanto en la comparacion
entre grupos: C vs Pb, F (116) = 8,29; p <0.05, en el factor droga: Veh vs CIAN F (116) =
13,32; p <001, y en su interaccién: F (116) = 4,62; p <0,05.
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Figura 14. Consumo voluntario de EtOH. Se muestran graficados en bloques de 4 dias los niveles de
EtOH consumidos (expresados como g EtOH/kg de peso corporal). Los datos (media + SEM) agrupados
en bloques de 4 dias a lo largo del eje horizontal, corresponden a la ingesta de EtOH en respuesta al
aumento de las concentraciones de EtOH. n = 5 animales para cada grupo. * indica diferencias con
respecto a los animales C, *** p <0,001. Una vez que se administr6 Veh o CIAN: * indica diferencias
significativas entre los animales C-Veh y Pb-Veh a * p <0,05 y # indica diferencias significativas entre los
animales tratados con C-Veh y C-CIAN a ## p <0,01. En la parte superior se esquematiza la reaccién de

oxidacidon del EtOH, enfatizando la inhibicion de ALDH2 por CIAN.
Inmunohistoquimica para ALDH2

Las figuras 15 a 17 representan la expresion de ALDH2 en NAc, Estriado dorsal
y CPF, respectivamente. En los paneles A se muestran los datos de animales de 35 dias
(35d Cy Pb) con una imagen representativa mostrada en el panel D de cada figura. Los
paneles By C representan la expresion proteica de ALDH2 de los animales de 63 dias

después de la ingesta de EtOH (63d EtOH C y Pb, panel B) o de sus contrapartes que no
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consumieron EtOH (63d NoEtOH C y Pb, panel C). Una imagen representativa de los
grupos EtOH y noEtOH en cada condicién de formaco se muestra en los paneles E y F,

respectivamente.

Efecto de la edad y el consumo de etanol en la expresion de ALDH2

El namero de células positivas para ALDH2 por area de cada corte de tejido
cerebral evaluado en cada grupo experimental se analizé por inmunohistoquimica y los
resultados se evaluaron mediante ANOVA de dos y tres vias. No se encontraron
diferencias significativas entre los grupos al inicio del esquema de consumo de EtOH
(35d Cy 35d Pb) en ninguna de las 3 areas estudiadas (Panel A y D de las Figuras 15,
16y 17).

Los animales adultos expuestos a Pb y que consumieron EtOH (grupo 63d Pb
EtOH Veh) mostraron un menor nimero de células ALDH2 positivas respecto al grupo
control no expuesto a Pb (C 63d EtOH Veh), aunque la disminucién no fue
estadisticamente significativa. Del mismo modo, la disminucién no fue significativa al
comparar nimero de células ALDH2 positivas en los animales adultos expuestos a Pb
tanto del grupo EtOH como noEtOH respecto a sus respectivos controles jovenes (35d
Pb y 35d C). Por lo tanto, los resultados evidenciaron una tendencia que no llega a ser
significativa en la reducciéon de la expresion proteica de ALDH2 en todas las areas
estudiadas en los animales adultos expuestos a Pb en comparacion con los animales
mas jovenes (35 dias), independientemente del consumo de EtOH.

El ANOVA de dos vias realizado en cada area por separado no mostré
inicialmente un efecto significativo de las variables grupo (C vs Pb, edad/consumo de
EtOH o su interaccion en NAc; Figura 15A y barras Veh de los paneles B y (). Sin
embargo, en Estriado dorsal (Figura 17A y barras Veh de los paneles By C) se evidencio
un efecto significativo de la variable grupo: F (1,22) = 5,12; p <0,05; mientras que en
CPF (Figura 16A y barras Veh de los paneles B y C) se observaron diferencias
significativas en la interaccidn entre el grupo y la condicién de edad/consumo de EtOH:

F (2,22) = 5,08; p <0.05.
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Efecto de la administracion de CIAN en la expresion de ALDH2

Los datos muestran que la administracion CIAN fue capaz de reducir la
expresion de ALDH2 en ambos grupos (C y Pb) independientemente de su ingesta de
EtOH, particularmente en NAc, Estriado dorsal y en menor medida en CPF. Asi, el
ANOVA de tres vias realizado para cada area revel6 que en NAc (Figura 15, paneles By
C) se observo una diferencia significativa de la variable grupo (C vs Pb): F (1,31) = 6,12; p
<0,05, droga (Veh vs CIAN): F (1,31 = 39,70; p <0,001 y en la interaccién entre ambos: F
(1,31) = 5,26; p <0,05, evidenciando la reduccién en la inmunomarcacién para ALDH2 en
NAc luego de la administracion de CIAN.

En estriado dorsal (Figura 17, paneles B y C) diferencias significativas se
hallaron en la variable grupo: F (1,31) = 16,09; p <0,001, consumo de EtOH: F (1,31)=16,60;
p <0,001 y droga: F (1,31)= 68,06; p <0,001 y también en la interaccién grupo x droga: F
(1,31) = 14,76; p <0,001 e ingesta de EtOH x droga: F (1,31) = 10,82; p <0,01.

En CPF (Figura 16, paneles B y C) se evidenciaron diferencias en el efecto de la
variable droga: F (1,31) = 10,44; p <0,01, y del grupo x consumo de EtOH: F (1,31) = 14,25;
p <0,001. Por tanto, no se realizé un andlisis post-hoc, debido a la ausencia de

diferencias significativas en la interaccion global.
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Figura 15. Inmunomarcacion para ALDH2 en NAc. Paneles A, B y C corresponden a los graficos de

cuantificacion de células positivas para ALDH2 en NAc. En los paneles D, E y F se muestran imagenes

representativas de cada grupo experimental (40X).
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Figura 16. Inmunomarcacién de ALDH2 en CPF. Paneles A, By C corresponden a los graficos de

cuantificacion de células positivas para ALDH2 en CPF. En los paneles D, E y F se muestran imagenes

representativas de cada grupo experimental (40X).
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Figura 17. Inmunomarcacién para ALDH2 en Estriado dorsal. Paneles A, By C corresponden

a los graficos de cuantificacion de células positivas para ALDH2 en Estriado dorsal. En los paneles D, E y

F se muestran imagenes representativas de cada grupo experimental (40X).
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Discusion y conclusiones parciales.

Consumo de etanol

Replicando resultados anteriores pudimos verificar que animales expuestos a
Pb durante el desarrollo mostraron una aumentada ingesta de EtOH respecto del grupo
C, diferencia que fue relativamente estable después de la concentracion de EtOH al 6%.
En contraste, los animales C demostraron una ingesta constante y menor de EtOH
durante toda la duracion del experimento (Mattalloni y cols, 2013, 2017).

Puede observarse que la inhibicion de ALDH2 cerebral por microinyeccion in
situ de CIAN, incrementa ain mas el consumo de EtOH tanto en animales expuestos a
Pb (que de acuerdo a lo mencionado anteriormente muestran un elevado consumo de
EtOH en condiciones basales) como en animales controles. Debido a que la inhibicién
de ALDH2 por CIAN fue inducida directamente en el cerebro, este comportamiento
podria explicarse basandose en un desequilibrio hacia la prevalencia de los efectos
reforzantes de ACD cerebral por su acumulacion in situ frente a la acumulacion
periférica de ACD relacionada con efectos aversivos. Esto podria desempefiar un papel
clave en la respuesta motivacional diferencial al EtOH evidenciada en animales
expuestos a Pb, puesto que hemos propuesto que la exposicién a este metal en etapas
tempranas del desarrollo promoveria una mayor vulnerabilidad a la adquisiciéon de un
consumo excesivo de EtOH. Los actuales resultados son consistentes y cuentan con
sustento experimental en base a resultados previos de nuestro laboratorio. Al respecto,
hemos demostrado que en estos animales se evidencia una mayor expresion y actividad
de CAT cerebral (Mattalloni, 2013, 2017), lo que promoveria el metabolismo de EtOH
hacia la formacion de ACD y, en combinacion con la disminuida actividad y expresion
proteica de ALDHZ, los animales perinatalmente expuestos a Pb consumirian mayores
cantidades de EtOH que sus contrapartes. Mas aun, en la prueba de consumo voluntario
de EtOH el farmaco aminotriazol (AT, inhibidor de CAT) revierte, mientras que el 3-NPA
(acido 3-nitropropidnico, activador de CAT) incrementa atin mads la ingesta de EtOH
selectivamente en los animales expuestos a bajas dosis de Pb. Estos efectos se

acompafian de los cambios correspondientes en los niveles de actividad sanguineos y
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cerebrales de CAT (Mattalloni y cols, 2013), sustentando asi la hipétesis que el ACD
modularia en gran parte los efectos de EtOH en cerebro. A su vez, la microinyeccién en
VTA de un sh contra el ARN de CAT clonado en un lentivirus (shRNAantiCAT) evidencié
en el grupo de animales expuestos perinatalmente a Pb una disminucién en el consumo
voluntario de EtOH, que se mantiene en niveles elevados en animales expuestos a Pb no
inyectados con el lentivirus (Mattalloni y cols, 2019).

Es importante destacar que una limitacién de estos resultados es la posibilidad
de que el acceso limitado de 2 h alos liquidos para su ingesta modifique la toxicocinética
de EtOH y evoque una percepcidn rapida de los efectos farmacoldgicos de la droga
(Pautassi y cols, 2006). Sin embargo, esto es poco probable puesto que hemos
demostrado previamente que este esquema de exposicion a Pb no modifica la
toxicocinética de EtOH (Virgolini y cols, 1999), por lo que no explicaria las diferencias
observadas entre los grupos C y los expuestos a Pb.

Otra consideraciéon a discutir es el hecho de que el corto periodo de
disponibilidad de liquidos puede promover el estrés por privacién de consumo,
particularmente en los animales expuestos a Pb. Al respecto, resultados previos de
nuestro grupo y de otros autores demuestran que la exposicién a este metal en animales
adultos (Haider y cols, 2013) o en las etapas tempranas (Cory-Slechta y cols, 2004;
Virgolini y cols, 2004; Yuy cols, 1996) elevan la corticosterona basal y desencadena una
alta reactividad a eventos estresantes en comparacion con los animales no expuestos a
Pb. Por lo tanto, la posibilidad de que el aumento de la ingesta de EtOH observado en
los animales expuestos a Pb fuera impulsado por los efectos reforzantes negativos o
ansioliticos de esta droga requiere consideracion. Sin embargo, se ha reportado que los
efectos reforzantes positivos prevalecen en la etapa de adquisicion del consumo
excesivo de drogas y que el reforzamiento negativo cobra importancia en estadios

posteriores del ciclo de la adiccion (Volkow y cols, 2016).
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Expresion de ALDH?2 en dreas cerebrales del circuito de recompensa

La presencia de ALDH2 determinada mediante inmunohistoquimica en las areas
bajo estudio ha sido reportada previamente por (Zimatkin y cols, 1989.; Zimatkin,
1991). En relacién a nuestros resultados, la inmunomarcacién para ALDH2 no
evidenci6 diferencias entre las ratas expuestas a C y Pb de 35 dias de edad. Sin embargo,
posterior alaingesta de EtOH la exposicién a Pb disminuyé selectivamente la expresion
de ALDH?2 en las tres areas bajo estudio, sugiriendo que la interaccién entre Pb y EtOH
reduciria no solo la actividad de ALDH2 (Mattalloni y cols, 2017), sino también su
expresion proteica. Estos resultados podrian indicar que los animales expuestos a Pb
durante el desarrollo experimentarian, posterior al consumo de EtOH, una mayor
acumulaciéon de ACD en cerebro respecto a los animales controles y en consecuencia
haria que experimenten mayores efectos motivacionales de esta droga, con ALDH2
teniendo un rol critico. Este efecto fue potenciado por la administraciéon de CIAN, a
consecuencia de la mayor disminucidn en la expresién de ALDH2 posterior a la ingesta
de EtOH, lo que podria determinar un incremento ain mayor en los niveles cerebrales
de ACD.

Estos cambios, en conjunto con el aumento de liberacién de DA resultante del
consumo excesivo de EtOH, podria promover la formacién de bioproductos como el
salsolinol (SAL, Melchior y Collins, 1982), derivado de la condensaciéon no enzimatica
entre DA y ACD. Estudios con cepas de ratas que prefieren EtOH, demostraron que los
animales se autoadministraban SAL en VTA en concentraciones micro molares (Rodd y
cols, 2005) y se evidenci6 que la microinyeccion de SAL en el VTA genera preferencia
asociada a un sitio en ratas (Hipolito y cols, 2011). Asimismo se ha descripto que SAL
aumenta los niveles de consumo de EtOH en ratas UChB, que son llamadas “bebedoras”
ya que muestran una preferencia por EtOH y un consumo elevado del mismo
(Quintanilla y cols, 2014). De hecho, la microinyecciéon directa de concentraciones
micromolares de ACD en el ATV de ratas también estimula la liberaciéon de dopamina
en el NAc (Deehan y cols, 2013; Melis y cols, 2007). Los estudios en animales han
demostrado que la administracion de SAL en el ATV da como resultado una mayor

liberacion de DA en NAc (Rodd y cols, 2008) y promueve la ingesta voluntaria de EtOH
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en ratas (Quintanilla y cols, 2014, 2016a), lo que sugiere que el SAL es una molécula
activa involucrada en los efectos gratificantes reforzantes del ACD y EtOH. Estudios in
vitro utilizando células recombinantes de la linea CHO-K1 que sobre-expresan soélo el
receptor opioide p humano (asociado a proteina G), detectando los niveles de segundos
mensajeros que reflejan la activaciéon de la cascada de sefializacién intracelular
mediada por AMPc, demostraron que el SAL actlia como agonista del receptor p-
opioide, hecho que guarda relacion con el uso del antagonista opioide naltrexona como
alternativa terapéutica para reducir la ingesta de EtOH en humanos (Berrios-Carcamo
y cols, 2017).

En conclusion, estos resultados proporcionan mayores evidencias a la
interaccion entre Pb y EtOH, en este caso relacionadas al rol critico de la enzima
ALDH2 y, en consecuencia, del ACD cerebral y otros metabolitos en la
vulnerabilidad de animales expuestos perinatalmente a Pb para iniciar un patréon
de ingesta excesiva de EtOH. Por consiguiente, resulta de interés estudiar los
eventos celulares y moleculares de esta interaccion enfocandose en el rol
ejercido por la enzima ALDH2. Estos aspectos seran abordados en los capitulos

subsiguientes de este trabajo de tesis.

77 | 202



Romina Deza Ponzio

Capitulo 2

Interaccion Pb-EtOH en la linea celular SH-SY5Y: determinacion

de la actividad y expresion proteica de ALDH2 in vitro.
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Interaccion Pb-EtOH en la linea celular SH-SY5Y:
determinacion de la actividad y expresion proteica de
ALDH2 in vitro.

Con el objetivo de estudiar los eventos celulares y moleculares por los cuales la enzima
ALDH?Z participa en los efectos producidos por la interacciéon Pb-EtOH nos propusimos

utilizar un modelo celular de tipo neuronal.

Interaccion entre plomo y etanol en modelos in vitro

Como se ha reportado en la Introduccién y en el Capitulo 1 de esta tesis,
evidencias propias y de otros grupos de investigacion han demostrado la existencia de
una interaccion entre la exposicion a Pb y los efectos motivacionales y estimulantes de
EtOH, probablemente resultantes de alteraciones en las enzimas que participan en el
metabolismo de esta droga de abuso. Sobre la base de los antecedentes descriptos, el
presente capitulo pretende describir los mecanismos celulares y moleculares de la
interaccion entre Pb y EtOH mediante estudios in vitro utilizando como modelo
experimental una linea celular de neuroblastoma humano. A este respecto, existe una
publicacion en la que se han evaluado las consecuencias de la co-exposiciéon a ambos
neurotoxicos. Se ha demostrado en la linea celular de feocromocitoma de rata PC-12
que la exposiciéon a Pb y EtOH (10 uM y 200 mM respectivamente), durante 24 h, indujo
un aumento del Ca?* intracelular y aumento en la produccién de EROs, con el
consecuente dafio por estrés oxidativo. En mitocondria, se produjo un aumento en la
liberacion de citocromo c, dando inicio a mecanismos de apoptosis mediados por un
aumento en la expresion de caspasa 3 y 9. También fueron reportadas concentraciones
disminuidas de GSH y un aumento en los niveles de MDA indicando dafio por
peroxidacion lipidica (Kumar y cols, 2015). No se han estudiado estos efectos en otras
lineas celulares que permitan elaborar conclusiones sobre los mecanismos que
subyacen a los efectos neurotoxicos de Pb y EtOH, por lo que en este capitulo nos
proponemos abordar los efectos de la exposiciéon combinada a Pb y EtOH sobre la

enzima ALDH?2 en células de la linea SH-SY5Y.
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Linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y. Caracteristicas principales.

La linea celular SH-SY5Y (ATCC® CRL-2266 ™) deriva de un neuroblastoma
humano. Originalmente fue obtenida una biopsia a partir de un tumor metastasico en
médula ésea. Las células SH - SY5Y son una sublinea de la linea parental SK - N - SH
(ATCC® HTB-11™); fueron subclonadas tres veces para finalmente ser depositadas en
la ATCC ® en 1970 por June L. Biedler (Biedler & Schachner, 1978). Estas células
expresan una serie de proteinas e isoformas de proteinas especificas para seres

humanos que no estarian intrinsecamente presentes en cultivos primarios de roedores.

En la forma indiferenciada, las células SH-SY5Y se caracterizan
morfolégicamente por cuerpos celulares no polarizados, similares a neuroblastos, con
pocos procesos truncados. Las células tienden a crecer en grupos y pueden formar
cumulos al desarrollarse encimadas en capas, en la region central de una masa celular.
Ademas, cabe destacar que los cultivos contienen células tanto adherentes como en
suspension. Las células SH-SY5Y indiferenciadas proliferan continuamente, expresan
marcadores neuronales inmaduros, aunque carecen de marcadores neuronales
maduros y se considera que las células indiferenciadas son las que mas se asemejan a
las neuronas catecolaminérgicas inmaduras. Tanto en estados indiferenciados como
diferenciados, las células SH-SY5Y expresan varios marcadores neuronales
dopaminérgicos como la enzima tirosina hidroxilasa (TH), clave para la sintesis de DA
y, posteriormente, de noradrenalina y adrenalina. También expresan la enzima
dopamina-B-hidroxilasa y el transportador de DA, DAT, asi como los subtipos de
receptor de DA 2y 3 (D2Ry D3R), lo que las convierte en un sistema in vitro de eleccion

para estudios de toxicidad en neuronas dopaminérgicas.

A este respecto, existen controversias acerca de la necesidad de trabajar con
células diferenciadas. Cheung y cols, en 2009, demostraron que la expresion de DAT y
TH es independiente a la diferenciacion por acido retinoico en células SH-SY5Y y, a su
vez, demostraron también que existen minimos cambios en el perfil dopaminérgico de
estas células al ser diferenciadas y que, en estudios de neurotoxicidad, como por
ejemplo con 6-OHDA, el tratamiento con acido retinoico no presenta beneficios por

sobre las células no diferenciadas (Cheung y cols, 2009).
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Esta linea celular es utilizada como modelo de los sistemas neuronales humanos
y son utiles, no solo para la investigaciéon sobre la comprension de la funcién y el
desarrollo del cerebro, sino también en los campos de la neurotoxicologia y de las
enfermedades neuroldgicas, que comprenden trastornos como la depresién, y
enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson y el Alzheimer (Xicoy y cols,
2017). En comparaciéon con los modelos de cultivo primario de células humanas,
presentan la ventaja del potencial proliferativo, ya que las células de lineas celulares,
diferenciadas o no, pueden crecer durante mas tiempo en el cultivo y no presentan

limitaciones éticas asociadas al trabajo con especimenes humanos.

Por todo lo mencionado anteriormente, se selecciond a la linea celular humana
SH-SY5Y como modelo experimental para estudiar las consecuencias sobre la
funcionalidad de ALDH2 resultante de la interaccion entre los neurotéxicos Pb y EtOH
en los siguientes objetivos de este trabajo de tesis. A continuacion, se describiran los

procedimientos experimentales llevados a cabo en este modelo in vitro.

81 | 202



Romina Deza Ponzio

Materiales y métodos
Condiciones de cultivo y mantenimiento de células SH-SY5Y

Células de lalinea SH-SY5Y pertenecientes al banco de células del Departamento
de Quimica Bioldgica de la Facultad de Ciencias Quimicas, UNC - CIQUIBIC-CONICET
fueron utilizadas en los experimentos.

Las células fueron cultivadas en medio DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle’s
Medium, Gibco) con alto contenido de glucosa (HG), suplementado con suero fetal
bovino (SFB, Gibco) a una concentraciéon del 10% y con penicilina (100 Ul/ml) y
estreptomicina (100 pg/ml) como antibiéticos. Se mantuvieron en un incubador
termostatizado (Thermo Fisher Scientific) a 372C en atmoésfera himeda con una
concentracion de 5% de COz en el aire. El medio de cultivo se reemplaz6 por medio
fresco cada 2 o 3 dias durante el periodo de mantenimiento. Para la realizacion de los
repiques o pasajes, se descartd el medio de cultivo y las células adherentes fueron
tratadas con tripsina/EDTA (Gibco) durante 3 a 5 minutos en condiciones de cultivo
dentro del incubador. Luego se inactivo la actividad de tripsina con SFB y finalmente se
adiciono PBS, (1X, pH= 7,4) a un volumen final deseado para trasvasar a tubos falcon o
eppendorf estériles y lavar las células mediante centrifugacién a 1500 rpm. El pellet
obtenido fue re-suspendido suavemente en DMEM-HG fresco y las células colocadas en
placas del didmetro elegido conteniendo DMEM-HG suplementado con SFB 10% y
antibioticos. Se las dej6 crecer entre 24-48 h hasta alcanzar una confluencia de 60-85%

segun corresponda en cada experimento.

Exposicién a Pb y etanol

El procedimiento de exposicion a Pb se realizé a partir de soluciones stock
estériles de Pb en concentracion de 0,5 mg/ml de acetato de plomo (JT Baker,
Argentina) disuelto en PBS 1X estéril. Dicha solucién se prepar6 cada 15 dias y se
calcularon los volimenes necesarios para alcanzar la concentracion de Pb deseada en

el volumen final de medio de cultivo correspondiente a cada didmetro de placa elegida.
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En el caso de la exposiciéon a EtOH, la solucion fue preparada diariamente al
momento de utilizar para evitar cambios en la concentracién de la misma por
evaporacién debido a sus caracteristicas fisico-quimicas. Se prepar6é una solucion
madre de concentracion 200mM a partir de EtOH absoluto de grado analitico
(Ciccarelli, Argentina) y DMEM-HG fresco.

La exposicion se realizé durante 24 h a Pb, EtOH o su combinacién a las dosis
correspondientes en DMEM-HG suplementado con SFB al 3% y antibi6ticos, a 372C en
atmosfera humeda al 5% de CO:z. En el caso del tratamiento con EtOH, el medio de
cultivo se renovd entre las 6-8 h de exposiciéon para minimizar la pérdida de

concentracion de EtOH por evaporacion.

Curva dosis respuesta para Pb y Etanol

Se realiz6 en primer lugar una curva dosis-efecto cuyo objetivo fue evaluar la
actividad de la enzima ALDH2 en respuesta a Pb y EtOH, a fin de seleccionar las dosis a
utilizar en los experimentos subsiguientes. El rango de concentraciones para realizar
las curvas fue escogido tomando como referencia los antecedentes de Kumar y cols,
2015 en la linea celular PC-12.

Para ello, las células fueron sembradas en placas de 6 cm 48 h antes de la exposicion
a los toxicos. Se procedié a cambiar el medio de cultivo transcurridos los dias de
crecimiento y se reemplazé por DMEM HG conteniendo 3% de SFB y antibiéticos
suplementados con Pb, EtOH o su combinacion segin la siguiente escala de

concentraciones:
e Pb:1,25;2,5;5;10;50; 100y 200 uM
e EtOH: 25,50,100y 200 mM
e Pb+EtOH: 1,25uM Pb+ 25 mM EtOH
2,5 uM Pb + 50 mM EtOH
5 uM Pb + 100 mM EtOH

10 uM Pb + 200 mM EtOH
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La exposiciéon se realizé durante 24 h y luego se procedi6 a determinar la
viabilidad celular, la concentracion de l-lactato, la actividad enzimatica de ALDH2 y su
expresion mediante western blot (WB) e inmunofluorescencia (IF) como se detalla a
continuacién. Asimismo, se evaluaron los efectos sobre de la suplementacién con NAD+,

cofactor de ALDH2, sobre la actividad de esta enzima.

Ensayo de viabilidad celular: MTT

Mosmann en 1983 desarrollé un ensayo colorimétrico cuantitativo para células
de mamifero con el objetivo de determinar la viabilidad en cultivo celular a partir de
una sal de tetrazolio. El ensayo detecta solo células vivas, por lo cual este método se
puede utilizar para medir citotoxicidad, proliferacién o activacién (Mosmann, 1983).
Con el objetivo de evaluar el efecto de Pb, EtOH y su combinacion sobre la viabilidad
celular, se procedié a realizar el ensayo de MTT. Para ello, el bromuro de MTT (3(4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil tetrazolio (Sigma-Merck) se disolvi6 en PBS en una
concentracion de 5 mg/ml y se filtr6 para esterilizar y eliminar una pequefia cantidad
de residuo insoluble que pudiera quedar remanente.

Las células SH-SY5Y se hicieron crecer durante 24h en placa de 96 pocillos a
razéon de 10.000 células/pocillo. Al dia siguiente, se realizaron los tratamientos
correspondientes con Pb, EtOH o su combinacion y las células fueron incubadas durante
24h mas. Posteriormente el sobrenadante (aproximadamente 200 pl) fue retirado y
reservado para la determinacion de lactato (ver experimento siguiente).
Posteriormente, se incubaron las células con 100 pl de la solucién de MTT preparada
anteriormente durante 1h a 37°C en condiciones de cultivo.

Transcurrido ese tiempo, se afiadié a todos los pocillos 50ul de DMSO puro
(Merck Millipore) y se mezcl6 con el objetivo de disolver los cristales de formazan azul
oscuro. Pasados unos minutos a temperatura ambiente y habiéndose disuelto los
cristales, las placas se leyeron en un lector de micro placas (Tecan Infinite M200, TECAN
Industries, Madnnedorf, Suiza) utilizando una longitud de onda de 570 nm. Los

resultados fueron expresados como porcentaje respecto al control (% del control).
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Determinacion de la concentracion de Lactato

La sobreproduccion repentina de NADH (y, por consiguiente, el cambio en la
relaciéon de concentraciones entre NAD*/NADH) en las reacciones catalizadas por ADH
y ALDH2 conduce a un cambio en la reacciéon de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH)
y a la produccién de lactato, reflejando un consumo ineficiente de la glucosa por parte
de las células(Birkova y cols, 2021). El piruvato que se obtiene luego de la glucélisis
estaria siendo utilizado por la enzima LDH y transformado en lactato en lugar de
ingresar al ciclo de Krebs para producir finalmente ATP. A su vez, la presencia de lactato
en el medio de cultivo y el aumento de osmolaridad causado por su transporte a través
de la membrana plasmatica, ha demostrado restringir el crecimiento celular (Kurano y
cols, 1990).

Se determiné entonces la concentracion de L-Lactato como un marcador de
control metabdlico en el sobrenadante de cultivo de células SH-SY5Y en respuesta a los
diferentes tratamientos. El sobrenadante fue centrifugado a 10.000 rpm durante 5
minutos para descartar el pellet con posible debris celular. Posteriormente 25ul fueron
inyectados en un lactimetro electroquimico YSI, modelo 2700 STAT PLUS (Ohio, EUA)
para la determinacion de la concentracion de lactato. Los resultados fueron expresados

en mmol/l.

Determinacion de la actividad enzimdtica de ALDH2

A continuacién del tratamiento correspondiente con los téxicos bajo estudios,
las células crecidas en placa de 6¢cm se trataron con Tripsina/EDTA para determinar la
actividad de ALDH2. Fueron luego lavadas tres veces con PBS 1X mediante
centrifugacion suave a 1.000 rpm y posteriormente lisadas con 100-150 pl de una
solucién de lisis compuesta por sacarosa 0,25M (Ciccarelli, Argentina) y Tritén-X100
(Sigma Aldrich) al 1%. El homogenato obtenido fue sonicado y luego centrifugado
durante 10 minutos a 800 g a 49C, recolectandose el sobrenadante y descartando el
pellet de debris celular. A continuacion, este sobrenadante fue centrifugado a 12.000g

durante 10 minutos a 4°C.
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Una vez determinada la concentracién de proteinas de los extractos mediante la
técnica de Bradford (ver mas adelante), la actividad de ALDH2 se midi6 mezclando en
un tubo de khan 150 ug de proteinas totales con 1 mM del cofactor NAD+ en solucién de
pirofosfato de sodio 50 mM pH 8,8; conteniendo 5 mM de MgClz, 4 mM de 4-metil-
pirazol, 2 uM de rotenona (disuelta en metanol) en un volumen final de reacciéon de 300
ul. La reaccion se inici6 con el agregado de ACD al resto de los componentes incubados
previamente durante 10 minutos a temperatura ambiente para estabilizar la lectura. La
concentracion final de ACD en la mezcla de reaccién fue de 21 mM, lo que aseguré que
la actividad medida fue exclusivamente la actividad de la enzima ALDHZ2. La
absorbancia, determinada por la aparicion de NADH, se midi6 a 340 nm cada 2,5
minutos durante 10 minutos en un espectrofotometro (Varian Cary 50). Los cambios
de absorbancia respecto al tiempo fueron graficados y la actividad de la ALDH2
expresada como nmoles de NADH generados por mg de proteina presente en los

extractos por minuto de reacciéon (nmoles NADH/mg prot/min).

Inmunofluorescencia

Las células fueron sembradas sobre cubreobjetos de vidrio colocados en el fondo
de la placa de 24 pocillos, a razén de 10.000 células por pocillo. Se dejaron crecer
durante 48 h para asegurar la adherencia al vidrio sin ningin tratamiento adherente.
Luego se procedid a cambiar el medio de cultivo por medio con Pb, EtOH o0 ambos segtin
lo descripto en la seccion de tratamiento. La exposicion se realizd6 durante 24h.
Transcurrido ese tiempo se realizaron lavados con PBS y las células se fijaron con
metanol puro de grado analitico (J.T. Baker, Argentina) durante 3 minutos a -20°C. A
continuacion, se realizaron 3 lavados con PBS para retirar los restos de fijador. Luego
se realizé un bloqueo de uniones inespecificas utilizando una solucién de bloqueo
compuesta por BSA 5% en PBS 1X y Tritén X-100 al 0.1% durante 1 hora en cdmara
hiimeda a T° ambiente.

En la etapa siguiente, el anticuerpo primario (en todos los casos) se incubd
durante toda la noche a 42C en cdmara humeda. Los anticuerpos primarios fueron

preparados en solucién de albuimina sérica bovina (BSA) 3% en PBS 1X y Trit6n X-100
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al 0.1%. Al dia siguiente, se realizaron 3 lavados con PBS 1X y posteriormente se
incubaron las muestras con los anticuerpos secundarios, conjugados a fluoréforos
(AlexaFluor), por 2 horas a temperatura ambiente en una dilucién de 1:1000 en
solucion de BSA 1% en PBS 1X. Luego se incubaron las muestras durante 10 minutos
con una solucién de DAPI (4', 6-diamidino-2-fenilindol, 1/10.000), lo que permiti6é
marcar el ADN de los nucleos celulares para su posterior visualizacién en el
microscopio confocal. Se realizaron 2 lavados con PBS seguidos por un ultimo lavado
en agua Milli Q, procediendo al montaje que se realizd sobre portaobjetos en presencia
de FluorSave (Merck Millipore).

Las imagenes de las muestras resultantes de la IFI fueron obtenidas mediante
microscopia confocal a una magnificacion de 63X con objetivo de inmersion utilizando

el microscopio confocal LSM800 (CEMINCO, UNC).

Western blot

Las células SH-SY5Y fueron cultivadas en placas de 6 cm. Luego de los
tratamientos correspondientes, fueron resuspendidas mediante el uso de tripsina. Los
pellets obtenidos fueron lavados 2 veces con PBS 1X y adicionados con 150l de buffer
de lisis (sacarosa 0,25M con EDTA al 1%) con suplemento de fluoruro de
metilfenilsulfonio (PMSF) 2 mM, leupeptina 10 pg/ml y aprotinina 10 pg/ml como
inhibidores de fosfatasas y proteasas. Los homogenatos fueron obtenidos mediante
sonicacion y centrifugaciéon a 12000g durante 10 minutos. El sobrenadante fue
recuperado y se le adicion6 buffer Laemmli a una concentracion final de 1X (una parte
de buffer por cada 3 partes de muestra) y conservado en alicuotas congeladas a -70 °C
hasta su uso.

Al momento de ser utilizadas, las muestras obtenidas fueron desnaturalizadas
por calor colocidndolas en un bafio termostatizado a 100°C y sometidas luego a
electroforesis en geles de poliacrilamida, SDS-PAGE, usando un porcentaje de
acrilamida de 12% en el gel de corrida. Se sembraron entre 30-50 pg de proteina total
para la determinaciéon de las diferentes proteinas a analizar. Para verificar el peso

molecular de las proteinas de interés se utiliz6 un marcador de pesos moleculares
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(Precission All Blue, BioRad). Completada la electroforesis se realiz6 la transferencia a
membranas de PVDF o nitrocelulosa durante 50 minutos a 350mA, en frio. Una vez
completada la transferencia, se realiz6 el bloqueo de sitios de unién no especifica con
una soluciéon compuesta por PBS 1X y leche descremada al 5%; 1 h en agitacién a
temperatura ambiente. Luego, las membranas bloqueadas fueron incubadas con una
solucién de anticuerpo primario durante toda la noche en agitacién a 4°C. Al dia
siguiente, las membranas fueron lavadas con PBS 1X -Tween-20 por 30 min, en
agitacion a temperatura ambiente para luego ser incubadas con el anticuerpo
secundario correspondiente (anticuerpos IR- para determinacién en Odyssey). Las
membranas fueron finalmente escaneadas mediante el uso del lector infrarrojo
Odyssey (LI-COR Biosciences). Las densidades de las bandas correspondientes a los
resultados del WB fueron analizadas y cuantificadas con el programa FIJI-Image ]

(National Institute of Health, USA).

Determinacion de la concentracion proteica

La concentracion de proteinas en las muestras obtenidas para actividad
enzimatica y para Western blot se determind mediante el método de Bradford
empleando el reactivo de Bradford comercial (BioRad). Para ello, las muestras se
incubaron en placa de 96 pocillos con el reactivo de Bradford de manera que la
presencia de proteinas genera un cambio de coloracién que es posible valorar
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 560 nm. La concentracion se
determind en relacidn a la recta patrén de concentracion conocida de albumina sérica

bovina (BSA) realizada a partir de diluciones seriadas de un stock del mg/ml de BSA.
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Resultados

Curvas dosis respuesta de actividad enzimdtica de ALDH2

Se realiz¢ la exposicion de células SH-SYSY a diferentes dosis de Pb2Ac y EtOH
segln lo descripto en la seccién materiales y métodos. Se presentan a continuacién los
valores obtenidos de actividad enzimatica de ALDH2 en respuesta a la exposicion a

estos toxicos.

Curva dosis respuesta de actividad de ALDH2 en respuesta a Pb

De acuerdo con datos de bibliografia, se seleccionaron dosis de Pb2Ac en un
rango entre 1,25 a 200 uM y se expuso a las células durante 24 h. Se puede observar en
la Figura 18 que a partir de 10um de Pb2Ac se comienza a observar una disminucion
estadisticamente significativa en la actividad enzimatica de ALDH2, cuyo efecto se
mantiene a concentraciones mas altas de Pb. ANOVA de una via, F (7,27) = 4,24; p<0,05.
El test de Tukey utilizado como post-hoc arrojé diferencias significativas: C vs Pbioum,

p<0,05; C vs Pbsoum, p<0,01; C vs Pbiooum, p<0,05; C vs Pb2ooum, p<0,05.

Actividad de ALDH2
(nmol NADH/min/mg Prot)
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Pb (uM)

Figura 18. Curva dosis respuesta. Actividad enzimatica de ALDH2 en respuesta a dosis crecientes de
PbzAc en células SH-SY5Y. Los datos se graficaron como la media + SEM. El ANOVA de una via reveld

diferencias significativas en relacion al grupo Control. * p<0,05. **p<0,001.
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Ensayo de viabilidad celular en respuesta a la exposicion a Pb

Mediante el ensayo de MTT se determiné el porcentaje de células viables luego
de la exposicion a concentraciones crecientes de Pb2Ac (Figura 19). El analisis
realizado mediante ANOVA de una via, demostré una disminucién de un 25% en la
viabilidad celular a una concentraciéon de 50um, siendo significativas las diferencias a
concentraciones mayores a 50um de Pb, momento en el que el porcentaje de células
viables se redujo hasta en un 37% luego de la exposicién a 200uM de Pb. ANOVA de una
via: F (7,28) = 4,783; p=0,0012. Test de Tukey utilizado como post-hoc mostro diferencias

respecto al control: C vs Pb 100.m, p<0,05; C vs Pb 200.m, p<0,001.

125+

Viabilidad Celular
(% del control)
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Pb (uM)

Figura 19. Ensayo de MTT. Viabilidad celular expresada como porcentaje respecto al control en
respuesta a dosis crecientes de PbzAc en células SH-SY5Y. Los datos se graficaron como la media + SEM.
El ANOVA de una via mostré diferencias significativas respecto al control. *denota diferencias entre

grupos C vs Pb a p<0,05.
Curva dosis respuesta de actividad de ALDH2 en respuesta a etanol

Se seleccionaron dosis de EtOH en un rango entre 25 y 200 mM. Se observa en
la Figura 20 una tendencia dosis dependiente hacia una disminucién en la actividad de
ALDH2 luego de la exposicion a EtOH durante 24h. Los resultados demuestran que la
dosis de EtOH a la que se evidenciaron diferencias significativas en la actividad
enzimatica de ALDH2 fue de 200 mM de EtOH. El ANOVA de una via seguido por el test
de Tukey revelo las siguientes diferencias: F (4,16) = 3,668; p=0,0265; C vs EtOH 200 mm,
p<0,05.
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Figura 20. Actividad enzimatica de ALDH2 en respuesta a dosis crecientes de EtOH evaluada en
células SH-SY5Y. Los datos se graficaron como la media + SEM. El ANOVA de una via revel6 diferencias

significativas respecto al grupo control. *denota diferencias entre grupos C vs EtOH p<0,05.
Ensayo de viabilidad celular en respuesta a la exposicion a Etanol

De igual manera que para la evaluar las consecuencias de la exposicion a Pb, se
realizé el ensayo de MTT para la determinacion del porcentaje de viabilidad celular en
células SH-SY5Y expuestas a diferentes concentraciones de EtOH durante 24 h. El
andlisis estadistico realizado mediante un ANOVA de una via: F (3,15) = 2,151; p>0,05
demostré que no existen diferencias significativas en la viabilidad celular a ninguna de
las concentraciones de EtOH ensayadas, evidencidndose el menor porcentaje de células

viables, 82,33%, a una concentracion de 200 mM de EtOH (Figura 21).
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Figura 21. Ensayo de MTT. Viabilidad celular expresada como porcentaje respecto al control en

respuesta a dosis crecientes de EtOH evaluadas en células SH-SY5Y. Los datos se encuentran graficados
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como la media + SEM. El ANOVA de una via no mostré diferencias significativas entre los grupos

estudiados.
Ensayos de exposicion combinada a Pb y etanol

Con el objetivo de seleccionar las dosis que conformaran el modelo experimental
y seran utilizadas en los siguientes experimentos, se realiz6 la exposicion de células SH-
SY5Y a diferentes combinaciones de dosis de Pb y EtOH durante 24 h seguin lo explicado
en la seccion de materiales y métodos. Se presentan a continuacion los resultados de la
actividad enzimatica de ALDHZ2. En la Figura 22 se han graficado los niveles de
actividad enzimatica de ALDH2 para las combinaciones de 1,25 uM Pb + 25 mM EtOH
(Panel A), 2,5 uM Pb + 50 mM EtOH (Panel B) y 5 uM Pb + 100 mM EtOH (Panel C). El
analisis realizado mediante un ANOVA de una via no arrojé diferencias significativas en
ninguna de estas combinaciones: para Pb 1,2s,m + EtOH 25mm: F (3,15) = 2,336; p=0,1150;
Pb 25 um + EtOH somm: F (3,17) = 1,809; p=0,1838 y Pb 5 ,m + EtOH 100 mm: F (3,15) = 1,378;
p=0,2876.
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Figura 22. Actividad enzimatica de ALDH2 en células SH-SY5Y expuestas a Pb y EtOH durante 24h.
Los datos estan expresados como nmoles NADH/min/mg de proteinas evaluada. E1 ANOVA de una via no
revelo diferencias entre grupos en estas combinaciones de dosis ensayadas. A. Ensayo con 1,25um de Pb
y 25mM de EtOH. B. Ensayo de exposicién a 2,5um de Pb y 50mM de EtOH. C. Ensayo de exposicion a
5uM de Pb y 100mM de EtOH.
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La exposicion combinada a 10uM de Pb y 200mM de EtOH en células SH-SY5Y
se muestran en la Figura 23. El ANOVA de una via seguido por el test de Tukey como
prueba post-hoc arrojé diferencias respecto al grupo control: F (3,20) = 18,49; p<0,0001.
C vs Pbioum p<0,01; C vs EtOHz00mm, p<0,01; C vs Pbioum +EtOH200mm, p <0,0001. Se
observaron asimismo diferencias entre grupos: Pbioum vs Pbioum +EtOH200mm, p<0,001;
EtOH200mm vs Pbiogm +EtOHz200mM, p<0,001. Estos resultados podrian sugerir que la
interaccién entre ambos toxicos, a una dosis de 10um de Pb y 200mM de EtOH, tendrian

un efecto sinérgico e inhibitorio sobre la actividad enzimatica de ALDH2.
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Figura 23. Dosis elegidas de exposicion a Pb y EtOH. Actividad enzimatica de ALDH2 expresada como
como nmoles NADH/min/mg de proteinas en células SH-SY5Y expuestas a 10 uM de Pb y 200mM de
EtOH segun el protocolo descripto. ANOVA de una via seguido por el test de Tukey como post-hoc reveld
diferencias significativas entre grupos. * denota diferencias respecto al control en **p<0,01 y

***p<0,0001. # denota diferencias entre grupos, # p<0,05.

En cuanto a la viabilidad celular, si bien se puede observar una tendencia, no se
manifestaron diferencias significativas entre los grupos conformados por las dosis de
exposicion seleccionadas: 10 uM de Pb y 200mM de EtOH (Figura 24). El ANOVA de
una via revela el siguiente efecto: F (3,16) = 1,852; p>0,1. En el grupo tratado con Pb
10pum + EtOH 200 mM, se observa una disminucion en la viabilidad celular de un 17,9%,

sin significancia estadistica.
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Figura 24. Ensayo de MTT. Viabilidad celular expresada como porcentaje respecto al control en

respuesta a Pb y/o EtOH en células SH-SY5Y.
Determinacion de la concentracion de L-lactato.

Como puede observarse en la Figura 25 en la determinacién de la concentracion
de L-lactato, el andalisis mediante un ANOVA de una via no mostré diferencias

significativas respecto al control: F (3,12) = 1,19; p>0,1.

L-Lactato
(mmol/L)

Pb 10uM . + ] +

EtOH 200mM - - + +

Figura 25. Determinacién de los niveles de L-Lactato en el sobrenadante de cultivo en respuesta a Pb
y/o EtOH en células SH-SY5Y. E1 ANOVA de una via no mostr6 diferencias significativas respecto al

control.

Si bien puede observarse una tendencia al aumento de la concentracién de L-

lactato, esta no manifiesta significancia estadistica. Este resultado sugiere que en estas
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condiciones experimentales las células no estarian aun experimentando un cambio

metabolico hacia la glicolisis anaerobia, por lo que el metabolismo no estaria alterado.

Suplementacion con NAD*

Como fue descripto en la introducciéon de este trabajo, el cofactor NAD* es
esencial para el funcionamiento no s6lo de la enzima ALDH2Z sino también de
numerosas enzimas mitocondriales y es un aceptor de electrones asociado al CI de la
CTE en esa organela. Este se puede sintetizar de novo a partir de tript6fano o de vias de
rescate que requieren la captacion de NAD* a través de precursores de la dieta. Su
sintesis es de vital importancia ya que, como fue mencionado, no solo es un cofactor en
reacciones redox, sino que también es un cosustrato para una serie de enzimas que
consumen NAD* como sirtuinas, PARP y ADPR-ciclasas, las cuales regulan procesos
biolégicos esenciales como la transcripcion, regulacion, sefializacién y reparacion de
ADN entre otros, como ha sido mencionado en la introduccién de este capitulo.

La actividad de NAD* esta regulada por oscilaciones en el estado oxidativo y por
su concentracion, determinada por el equilibrio relativo entre su consumo y biosintesis.
La interrupcion de la homeostasis NAD* se ha convertido en un factor comun
caracteristico de varias enfermedades, mientras que el aumento de sus niveles se ha
asociado con efectos positivos para la salud. Por lo tanto, las enzimas implicadas en su
metabolismo se han convertido en objetivos interesantes para el descubrimiento de
farmacos con un amplio potencial terapéutico en diferentes patologias, incluidas
enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer (revisado en Arenas-Jal & Garcia-
Montoya, 2020). Se han utilizado diferentes estrategias para aumentar los niveles de
NAD*, que incluyen mejora de la biosintesis e inhibicién de su degradacion, hasta
intervenciones nutricionales, farmacoldgicas y genéticas para regular el metabolismo
de este cofactor en humanos (Trammel y cols, 2016). Asi, modificaciones del
metabolismo de NAD* pueden impactar severamente en diferentes procesos biolégicos,
como la regulacion transcripcional, reparaciéon del ADN, sefializaciéon celular,
longevidad y viabilidad celular (Chiarugi y cols, 2012). De hecho, alrededor de 500

enzimas, que son indispensables para mantener la homeostasis, utilizan NAD* como
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cofactor o cosustrato, y las enzimas dependientes de NAD* no pueden funcionar sin él
(Pankiewicz y cols, 2015), como es el caso de la ALDHZ2.

Evidencia reciente sefiala los efectos benéficos de NAD* como agente regulador
de la homeostasis mitocondrial en diferentes modelos experimentales. Al respecto,
neuronas obtenidas de cultivos corticales primarios de ratén fueron tratadas con
glutamato (en una concentraciéon de 30 uM) en conjunto con glicina (3 M) durante 24
h en presencia o ausencia de 15 mM NAD*. Se observé que la suplementaciéon con NAD*
preserva la integridad funcional mitocondrial después de la excitotoxicidad del
glutamato, inhibiendo la fragmentacién mitocondrial y restaurando la biogénesis. De
igual manera, el tratamiento con NAD* fue capaz de inhibir la apoptosis evitando la
translocacion del factor inductor de apoptosis (AIF) (Wang y cols, 2014).

En un modelo de isquemia-reperfusion en células H9c2, Liu y cols en 2014,
realizaron un tratamiento con una dosis de 500 uM de NAD+* a diferentes tiempos,
evidenciando la reduccién en la apoptosis disminuyendo la expresién de BAX y
aumentando la viabilidad celular. Asimismo reportaron una regulacion positiva para la
actividad de Sirt1, una enzima deacetilasa de la familia de las Sirtuinas, que son NAD*
dependientes y fundamentales para la homeostasis mitocondrial, ya que regulan las
modificaciones post-traduccionales de muchas proteinas (Liu y cols, 2014). Este es uno
de los mecanismos mas aceptados para explicar el efecto positivo de NAD* sobre la
bioenergética celular (Sultani y cols, 2017).

Asimismo, se ha determinado que en células PC-12 diferenciadas, la
suplementacién con una dosis de 1 mM de NAD+* se logrd la reversion los dafios
causados por rotenona (Rot) en los niveles de apoptosis y potencial de membrana
mitocondrial, sugiriendo que esta estrategia podria ser utilizada en el tratamiento de
diferentes patologias que cursen con disfuncién mitocondrial (Hong y cols, 2014).

Por todo lo expuesto, en este experimento, las células SH-SY5Y fueron expuestas
a Pb y EtOH, y tratadas con 1 mM del cofactor NAD* durante 24 h con el objetivo de
evaluar su impacto sobre la posible restauracion de los niveles de actividad enzimatica

de ALDH2.
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Efectos del tratamiento con NAD* sobre la actividad de ALDH2

El analisis estadistico mediante ANOVA de dos vias en el cual se contrast6 la
exposicion (que incluye los parametros Pb, EtOH y Pb+EtOH) y tratamiento (NAD"),
arrojo diferencias entre los grupos respecto al control: C vs Pb, F (332)=8,086; p<0,001;
C vs EtOH, F (332)= 26,84; p < 0,001, y se observa interaccién entre ambos parametros
en respuesta al tratamiento con NAD*: F mteraccion (3,32) = 8,09; p<0,0001. El analisis
post-hoc realizado mediante el Test de Tukey revelé diferencias entre los grupos en
respuesta al tratamiento con NAD*: Pb + EtOH vs Pb + EtOH nap+, p< 0,001; EtOH vs
EtOH nap+, p< 0,05.

La administraciéon de NAD* resulté en un aumento de actividad de ALDH2
respecto al control en el grupo EtOH (2,6 veces) y su combinacién con Pb (5,6 veces),
sin evidenciarse un aumento de actividad enzimatica en el grupo C (Cvs Cnap*, p>0,05).
Por otra parte, en el grupo expuesto a Pb se observa una tendencia al aumento de

actividad sin significancia estadistica (Pb vs Pb nap+, p<0,1) (Figura 26).
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Figura 26. Actividad enzimatica de ALDH2 en respuesta al tratamiento con NAD*. Los datos se
grafican como la media # SEM. ANOVA de dos vias seguido por el test de Tukey arrojé diferencias entre
grupos. # denota p<0,05 ### denota p<0,01 respecto al estado de exposicién con Pb, EtOH o su

combinacion.
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Los experimentos siguientes estuvieron orientados a la determinacién de la
expresion de ALDH2 mediante IFI y WB a fin de cuantificar los niveles de la enzima en
estas condiciones experimentales. Los resultados obtenidos mediante ambas
metodologias evidenciaron una disminucién de la expresion de ALDH2 producto de la

exposiciéon a Pb, EtOH o a su combinacion.

Expresion de ALDH2 mediante Inmunofluorescencia

En el panel A de la Figura 27 se observan las fotografias de células SH-SY5Y
tomadas mediante microscopia confocal. En el panel B de la Figura 27 se puede
observar el grafico para la cuantificacidn de la intensidad de fluorescencia para ALDH2
en células SH-SY5Y expuestas a Pb y EtOH. El andlisis mediante ANOVA de una via
seguido por el test de Tukey arrojo diferencias significativas respecto al control. F (3,1¢)
= 11,60; p>0,001. C vs Pb, p<0,05; C vs EtOH, p<0,05; C vs Pb+EtOH, p<0,0001. Se
evidencia entonces una disminucién en la expresion de ALDH2 por la exposicién a Pb,

EtOH o su combinacién.

A.

C Pb 10 pm

EtOH 200mM Pb 10 pm + EtOH 200mM
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Figura 27. Intensidad de fluorescencia para la marcacion de ALDH2 en respuesta a Pb y/o EtOH
en células SH-SY5Y. A. Fotografias representativas de cada condicion. ALDH2: verde. Se marcaron los
nucleos con DAPI. B. Se muestran graficados los promedios de la media de la intensidad de fluorescencia

por um? + SEM de cada grupo. ** denota p<0,01 y * p<0,05 respecto al grupo control.
Expresion de ALDH2 mediante western blot

Se determinaron los niveles de ALDH2 mediante WB y los resultados se
muestran en la Figura 28. El anadlisis realizado mediante ANOVA de una via arrojo
diferencias: F (3,12)=7,117; p<0,001. El test de Tukey revel6 diferencias entre los grupos
expuestos a Pb, EtOH o su combinacién y el grupo control: C vs Pb, p<0,05; C vs EtOH,
p<0,05; C vs Pb+EtOH, p<0,01.

Estos resultados demuestran el efecto inhibitorio de Pb y EtOH sobre la

expresion de la enzima ALDH2.
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Figura 28. Expresion de ALDH2 en células SH-SY5Y en respuesta a Pb y EtOH. A. Cuantificacion de
la intensidad de banda. Tubulina fue utilizada como control de carga. Los datos se graficaron como la
media + SEM. * denota p<0,05 respecto al control. B. Imagen representativa de la membrana. Bandas

superiores: ALDH2. Bandas inferiores: Tubulina.
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Discusion y conclusiones parciales

Los estudios realizados en este capitulo buscaron determinar la expresiéon
proteica y actividad enzimatica de ALDH2 en el modelo de exposiciéon combinada a Pb
y EtOH in vitro en unalinea celular de neuroblastoma humano. A partir de los resultados
obtenidos, pudimos demostrar en primer lugar que, tanto Pb como EtOH y/o su
combinacién no modificaron significativamente la viabilidad celular, (al menos
detectable mediante MTT), independientemente de la concentracién ensayada de
ambos toxicos. Si bien a las dosis seleccionadas se evidencia una viabilidad del 78% en
el grupo expuesto a ambos toxicos, la mayor parte de las células demostraron poseer
especial resistencia frente a las concentraciones de EtOH y Pb ensayadas. A este
respecto se ha demostrado en células SH-SY5Y que los efectos del EtOH sobre la
viabilidad celular son dosis-dependientes y acompafiados de una reduccién
significativa de la expresiéon de RNAm de las proteinas p53 y Bax incluyendo la relacion
Bax/Bcl-2, todos indicadores de muerte celular por apoptosis (Grataitong y cols, 2012).
Cabe destacar que en este estudio la dosis de 200 mM EtOH produjo un mayor
porcentaje de muerte celular que en los resultados presentados por nosotros (35% vs
20% aprox.), probablemente debido a los mayores tiempos de tratamiento con EtOH
(72 h vs 24 h, respectivamente), favoreciendo la cascada de eventos que desencadenan
la apoptosis. En otro estudio en el que se investigaron los efectos citotéxicos de ACD
también en células SH-SY5Y, se demostrd que este metabolito promovio la sefializaciéon
apoptética e inhibicion de patrones de supervivencia celular, lo que estuvo precedido
por la produccion de EROs y la elevacion del estrés oxidativo (Yan y cols, 2016). En linea
con los resultados observados en los ensayos de viabilidad celular, no se manifestaron
diferencias significativas en la concentracion de L-lactato, por lo que podria concluirse
que las células contintian realizando los procesos metabdlicos aerdbicos necesarios
para mantener su homeostasis.

En relacion al efecto de la interacciéon entre Pb y EtOH sobre la actividad
enzimatica y expresion de ALDH2 en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y,
demostramos que luego de 24 h de exposicién, ambos neurotéxicos provocan una

disminucién en la cantidad y actividad de ALDH2.
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En cuanto al mecanismo de inhibicion de ALDH2, podria deberse a una
conjuncion de eventos. Existen reportes de que ALDH2 es susceptible a sufrir
modificaciones post-traduccionales que modifican su actividad. A este respecto, las
enzimas de la familia de sirtuinas interaccionan con una amplia gama de proteinas
celulares en nucleos, citoplasma, y mitocondrias para la modificacién postraduccional
por acetilacién (SIRT 1, 2, 3 y 5), cumpliendo un rol principal en la regulacion de la
actividad de numerosas enzimas, mediante la remocion de los grupos acetilo de los
residuos de Lys (Lee, 2013). En particular, se ha descripto la interacciéon entre la
deacectilasa SIRT3, de localizacion mitocondrial, y principal reguladora del
metabolismo y vias de estrés oxidativo a nivel de la organela, y ALDH2, con un sitio de
acetilacion en una Lys en posicion 377 (correspondiente al sitio catalitico). La expresion
de SIRT3 se encuentra disminuida frente al consumo crénico de EtOH, lo que ocasiona
una hiper-acetilacién de proteinas y enzimas mitocondriales, llevando a la inactivacién
de las mismas, entre ellas SOD y ALDH2; alterando asi el balance oxidativo y el
metabolismo de aldehidos toxicos (Fritz y cols, 2012). Recientemente se ha asociado a
algunos metales pesados, entre ellos Pb, con un rol inhibitorio sobre SIRT3 y SIRT1, lo
que desencadenaria un estado de hiper-acetilacién global de proteinas, con la
consecuente disrupcién del estado metabolico celular que podria explicar en parte los
efectos neurotéxicos de Pb y otros metales (Tinkov y cols, 2021). En un estudio
realizado en cultivo de células SH-SY5Y expuestas a Pb, se determiné el efecto
inhibitorio sobre la expresiéon proteica de SIRT1 (determinada por WB) de manera
dosis dependiente, evidenciando diferencias significativas a partir de 10pum de Pb, dado
evidencia de la importancia de este mecanismo (Bai y cols, 2021).

Cabe destacar que ALDH2 es susceptible a otras modificaciones post-
traduccionales, como lo son la inactivacion mediante s-nitrosilacidn, descripta en
cultivo de células de hepatoma de rata H4IIE-C3 (Moon y cols, 2005); y sumoilacion,
caracterizada en muestras de higado de pacientes con hepatocarcinoma (Ong y cols,
2021).

Como fue descripto en la introducciéon de este trabajo, Pb es un metal que
compite con cationes esenciales, como lo es el Mg2+, que a su vez es un ion necesario

para la actividad catalitica de ALDH2. Pb también tiene afinidad por los grupos tioles,
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como los del aminodacido Cys, que forma parte crucial del sitio catalitico de ALDH2,
Cys302. A su vez, EtOH consume en su metabolismo oxidativo NAD*, depletando asi a
las células de este cofactor de numerosas enzimas mitocondriales, y desestabilizando
el equilibrio NAD*/NADH. Este efecto, si bien no fue manifestado atin por cambios en la
concentracion de lactato, podria tener un rol importante en la modulacién de la
actividad enzimatica de ALDH2 en estas condiciones, donde se postula un aumentado
consumo del cofactor por las enzimas del metabolismo de EtOH. Asi, la exposicion
combinada a Pb y EtOH podrian disminuir las concentraciones de NAD* en las células y
asi modificar la actividad y funcion de numerosas enzimas y proteinas mitocondriales.
Conrespecto a la suplementacion de células SH-SY5Y con el cofactor, NAD*, se evidencio
un aumento de la actividad enzimatica de ALDH2 en los grupos expuestos a EtOH, o su
combinaciéon con Pb. Al elevarse los niveles de NAD*, por lo tanto, la relacion
NAD+/NADH, la enzima recupera su actividad catalitica (incluso a niveles mayores que
el grupo control). A su vez, numerosas enzimas recobrarian su actividad y
funcionalidad, por lo que podria dar cuenta de un microambiente mitocondrial dafiado,
que revierte su estado luego del aumento de la concentraciéon de NAD*.

Es importante mencionar que, la inhibicién tanto en la actividad y expresiéon
proteica de ALDH2 conlleva numerosos efectos deletéreos para la célula,
principalmente involucrando a la mitocondria como blanco principal. Como se ha
descripto en la introduccién de este trabajo de tesis, ALDH2 tiene un rol clave en la
oxidacion de aldehidos reactivos como ACD, DOPAL y 4-HNE. En este contexto, podria
producirse la acumulacién de estos metabolitos generando dafio a las macromoléculas
por la formacién de aductos o dafio oxidativo.

Se ha reportado también un rol neuroprotector para la enzima ALDH2 por lo
mencionado anteriormente, y se ha asociado su déficit con procesos tempranos de
senescencia celular, sobre todo en SNC tanto in vivo como in vitro. La Figura 29 ilustra
la relevancia del mecanismo protector de ALDH2 especialmente en mitocondrias
neuronales, donde se evidencia que su deterioro funcional no sélo provoca acumulacion
de metabolitos téxicos, sino que también tiene implicancias en los mecanismos que

regulan la producciéon de EROs y el consecuente dafio oxidativo lipidos, proteinas y
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ADN. Estos eventos pueden llevar a las mitocondrias a un estado disfuncional que

puede culminar en mecanismos apoptoticos.
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Figura 29. Rol de ALDH2 y sus funciones en SNC. Modificada de Deza-Ponzio y cols, 2018.

A continuacion, se abordaran los efectos de la inhibicién de ALDH2 por la
interaccion entre Pb y EtOH sobre la funcionalidad mitocondrial en células SH-SY5Y. La
relacién con mecanismos de estrés oxidativo sera abordada en el capitulo 4 de este

trabajo de tesis.
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Capitulo 3

Funcionalidad mitocondrial en respuesta a Pb y etanol
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Funcionalidad mitocondrial en células SH-SY5Y respuesta a
Pb y etanol

Mitocondria: Organizacion y funciones

Las mitocondrias tienen un rol fundamental en la funcionalidad y adaptacién
celular mediante su capacidad de ajuste dindmico en respuesta a las necesidades
celulares. Debido a su participacién en numerosos procesos criticos de la funcion
celular estas organelas son contribuyentes importantes a la sefializacién intracelular y
pueden afectar la homeostasis de varias maneras. Ademas de producir ATP, las
mitocondrias son reguladoras criticas de la sintesis y ensamblaje de esteroides,
pirimidinas, hemo y grupos de hierro y azufre (Fe-S). También cumplen funciones
criticas en la regulacion homeostatica del Ca2+, cobre, manganeso y hierro. Ademas, las
mitocondrias son fuentes de EROs que pueden ser, dependiendo de su concentracion,
citotdxicas o cumplir funciones como moléculas de sefializacion(Hamanaka & Chandel,
2010). Dado su rol fundamental en numerosos procesos, se puede decir que la
disfuncién mitocondrial puede provocar eventos celulares adversos relacionados con
el estrés crénico, incluido el estrés oxidativo, la inflamacién, la desregulacion
epigenética, la expresién genética alterada y la senescencia celular (Duchen y cols,
2004).

La mitocondria ha sido descripta en una primera instancia como el sitio
subcelular donde se realiza la fosforilaciéon oxidativa, es decir, la sintesis quimica de
ATP acoplada a la transferencia electronica a través de la cadena de transferencia de
electrones (CTE), hasta el ultimo aceptor, el oxigeno.

Estructuralmente, estas organelas estdn formadas por dos membranas con
funciones y estructuras muy diferentes. La membrana mitocondrial externa (MME)
tiene una superficie lisa y es facilmente permeable a iones y pequefias moléculas, ya
que posee canales transmembrana compuestos por porinas, las que permiten que
atraviesen facilmente la mayoria de las moléculas con un peso molecular de menos de
5000 Da. Los canales aniénicos dependientes del voltaje (VDAC) son porinas sensibles

al potencial de membrana mitocondrial (A¥) que permiten el intercambio de
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metabolitos entre la mitocondria y el citosol. En cambio, la membrana mitocondrial
interna (MIM) es impermeable a la mayoria de las moléculas e iones, incluidos los H*,
siendo las Unicas moléculas que atraviesan la membrana interna aquellas para las que
existen proteinas transportadoras especificas (transportadores de ADP, ATP, acidos
carboxilicos, aminoacidos, Ca, entre otros). Esta propiedad provee la base para la
transduccion de energia en la mitocondria, ya que la permeabilidad selectiva permite
compartimentar los intermediarios y enzimas de las rutas metabdlicas que ocurren en
el citosol de los procesos metabdlicos que ocurren en la matriz mitocondrial (MM). La
MMI también posee numerosas invaginaciones llamadas crestas, que proporcionan una
mayor superficie en relacion al volumen mitocondrial, permitiendo el anclaje de los
complejos de la CTE y su ensamblaje. Esta membrana contiene como proteinas
constitutivas a los componentes de la cadena respiratoria (Complejos I al IV) y al
complejo enzimatico FoF1-ATPasa (Complejo V o ATP-asa) responsable de la sintesis de
ATP.

Entre ambas membranas queda conformado un compartimento denominado
espacio intermembrana (EIM), que proporciona el lugar fisico hacia donde son
bombeados los H* provenientes de los complejos I, IIl y IV, para luego ser ingresados a
la matriz mitocondrial mediante la ATP-asa. La extrusién asociada de H* desde la matriz
mitocondrial genera un gradiente de pH y una diferencia de potencial eléctrico (AY) a
través de la MIM, que en conjunto constituyen la fuerza protomotriz esencial para la
sintesis de ATP y para el transporte de iones y otras moléculas.

Bajo condiciones normales, la tasa de oxidacion de NADH a NAD+* a través de la
CTE esta restringida por la demanda celular de ATP, empledndose mecanismos para
acoplar la demanda de ATP a la oxidacién de sustratos, por ejemplo, por regulacion de
la actividad de las deshidrogenasas del ciclo de Krebs que controlan el suministro de
NADH a la CTE. Sin embargo, hay condiciones en las que es beneficioso para la célula
disminuir el acoplamiento estricto de la oxidaciéon de sustratos y sintesis de ATP,
proceso que se realiza a través de proteinas de desacoplamiento (UCPs), que conforman
canales que disipan el AY al permitir la fuga controlada de protones a través la MMl y,
por lo tanto, permitir que la transferencia electrénica ocurra la restricciéon de la

utilizacion de ATP.
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El otro compartimiento, la MM, esta rodeada por la membrana internay contiene
aproximadamente el 50% de proteinas de la organela, experimentando grandes
cambios de volumen y organizacién durante la actividad respiratoria. Se encuentran,
por ejemplo, el complejo piruvato deshidrogenasa, enzimas del ciclo del acido citrico,
enzimas de la oxidacién de acidos grasos y oxidacién de aminoacidos. También contiene
el ADN mitocondrial, ribosomas, ATP, ADP, fosfato inorganico (Pi), e iones como Mg2+,

Ca?*y K*.

Cadena de Transferencia Electrénica

La CTE, consiste en una serie de proteinas de membrana que actian
secuencialmente, con grupos prostéticos capaces de aceptar y donar uno o dos
electrones. Cada componente de la cadena acepta electrones del transportador
precedente y se los transfiere al siguiente en una secuencia especifica. Estos
transportadores mitocondriales de electrones funcionan dentro de complejos proteicos
multienzimaticos: Complejo I (NADH deshidrogenasa), Complejo II (succinato
deshidrogenasa), Complejo III (ubiquinol-citocromo c¢ reductasa), Complejo IV
(citocromo oxidasa) y Complejo V (F1Fo-ATPasa). La accion combinada de los complejos
[, Il y IV dan lugar a la transferencia de electrones desde el NADH al oxigeno, que es el

aceptor final; en cambio, los complejos II, Il y IV desde el succinato al oxigeno.
Complejos enzimaticos mitocondriales

El complejo I es el complejo enzimatico mas grande de la CTE. Presenta una
forma en “L” con un brazo inserto en la MIM y el otro que sobresale hacia la MM. Utiliza
como sustratos malato y glutamato, uniendo NADH en la zona distal de la region
hidrofilica y transfiere dos electrones, en pasos sucesivos, a través de las flavinas-
mononucleétido (FMN) y siete dominios hierro-sulfuro (Fe-S) ala ubiquinona, unida en
la interfase entre los dos brazos del complejo. La energia de oxidorreducién de la
ubiquinona se utiliza para inducir un cambio conformacional en el complejo que

permite el bombeo de cuatro H* hacia el EIM.

109 | 202



Romina Deza Ponzio

El complejo II, también conocido como succinato deshidrogenasa (SDH), se
encarga de la oxidacién de succinato en fumarato, generando flavin adenin dinucleétido
(FADHz2). Transfiere los electrones a través de tres dominios Fe-S a la ubiquinona,
transformandola en ubiquinol. El complejo Il representa el punto de encuentro entre el
ciclo de Krebs y la cadena electrénica mitocondrial, siendo el inico complejo que no
participa en la generaciéon del AWm, al no poseer estructuras que atraviesen la MIM y
no bombear H+ hacia el EIM.

El complejo III presenta una estructura dimérica y estd compuesto por grupos
hemo y Fe-S. Es el responsable de la oxidacidon de ubiquinol en ubiquinona a través de
un intermediario inestable, semiquinona. Realiza dos transferencias de un electrén
cada una hacia el cit ¢, bombeando cuatro H+ al EIM.

El complejo IV es el eslabdn final en la cadena de transferencia electronica,
recibiéndolos del citocromo c y transfiriéndolos al oxigeno, que se reduce formando 2
moléculas de agua (esta reduccion requiere de 4 electrones). Por cada par de electrones
que se transporta a partir del complejo IV, se translocan dos H* desde la MM hacia el
EIM, contribuyendo de esta manera a la sintesis de ATP en el complejo V (Lodish y col,,
2002). La enzima citocromo oxidasa se presenta como un dimero que estd unido en
forma estable a la MIM (Mills y Ferguson-Miller, 2003).

La F1Fo-ATPsintasa, FiFo-ATPasa o complejo V produce la mayoria del ATP
celular en eucariotas y en bacterias. La ATPsintasa utiliza el potencial electroquimico
generado por los complejos de la cadena respiratoria para sintetizar ATP a partir de
ADP y Pi utilizando como fuerza impulsora el gradiente de H+ generado durante la
transferencia electréonica. Por otra parte, segin las condiciones de la fuerza
protomotriz, este complejo puede funcionar como ATPsintasa (sintesis de ATP) o
ATPasa (hidrdlisis de ATP), dicha regulacion esta determinada por la disponibilidad de
los sustratos ADP y Pi, asi como por el potencial electroquimico (Hase y cols, 1996). El
complejo ATPsintasa se organiza en dos regiones estructural y funcionalmente
distintas: un dominio de membrana (porcién Fo), que participa en la translocacién de
iones (H* o Na*) y esta compuesto basicamente por dos subunidades (a y c); y un

dominio que queda expuesto a la MIM (porcion F1), que contiene los sitios cataliticos
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(Deckers-Hebestreit & Altendorf, 1992); estos dominios se encuentran unidos a través
de un tallo central y un brazo periférico.

En cuanto a la sintesis de ATP, estudios funcionales y estructurales han
mostrado que el canal de protones Fo y la porcidn catalitica F1 se acoplan estructural y
funcionalmente, en donde los H* atraviesan la membrana por un hemicanal formado
entre las subunidades a y la subunidad c, provocando el giro del anillo de proteolipidos
formado por la subunidad c. Esta rotacion hace girar al tallo central en movimientos
sucesivos de 120°, provocando cambios conformacionales alternados consecutivos en
las subunidades cataliticas e induciendo la unién de los sustratos, asi como la sintesis y
la liberacion del ATP (Yasuda y cols, 1998).

Aunque normalmente se describe la transferencia electronica como un proceso
paso a paso, la organizacién y la estequiometria de los componentes respiratorios no
estd realmente clara. Han sido demostradas interacciones entre los diferentes
complejos para formar estructuras denominadas supercomplejos respiratorios o
respirasomas (Schiagger & Pfeiffer, 2000). Se ha purificado una variedad de
supercomplejos, dando lugar a un modelo de organizacién con relativa plasticidad

(Wittig y cols, 2006).

Teoria quimiosmética y fuerza protomotriz

Como se menciono previamente, los complejos I, [II y IV funcionan como bombas
de H* y los movimientos de H* ocurren en una direccion especifica, desde la MM hacia
el EIM, generando entonces una diferencia de cargas con el consecuente gradiente
electroquimico, siendo positiva en el lado de la MIM en contacto con el EIM (con exceso
de H+, pH = 7.0) y una cara negativa de la MIM en contacto con la MM (con defecto de
H*, pH = 7.8). Este gradiente electroquimico de H* constituye la fuerza protomotriz
(Ap), cuyos componentes son la diferencia en la concentracién de H* (ApH) y del
potencial de membrana mitocondrial (AY).

Por lo antes descripto, podria resumirse que el transporte de electrones
mitocondrial esta acoplado a la sintesis de ATP, y genera un gradiente de H* a través de

la MIM que constituye la fuerza molecular responsable de la formacién de ATP a partir
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de ADP y de Pi, por la accién de la Fi-ATPasa. Es decir, AY lleva a la sintesis de ATP,
como consecuencia del flujo pasivo de H* hacia la MM a través de un poro de H+ (Fo)
asociado a la ATPsintasa (Mitchell, 1961, 2011). Por otro lado, el AY es también
utilizado para la homeostasis del Ca%* citosdlico que es acumulado en la MM, ya que el
pH relativamente alto (pH = 7.5-7.8) estabiliza al Ca?* que forma compuestos con acidos
organicos y con aniones fosfato.

El acoplamiento entre la extrusion de H* y la sintesis de ATP no es perfecto,
debido a que la impermeabilidad de la MIM a los H* no es total; parte de los H* vuelven
a la MM sin pasar por la F1-ATPasa y sin generar ATP, en un proceso denominado “la
entrada pasiva de H*” (H* leak en inglés). y ha sido propuesto que este proceso tiene un
papel en el gasto energético correspondiente al metabolismo basal. A su vez,
aproximadamente una fracciéon (1%-2%) de los electrones que pasan a través de la
cadena respiratoria se desvian para generar EROs, principalmente O2*, evento que
constituye la principal fuente end6gena de estrés oxidativo en muchos tipos de células.
Los sitios principales de EROs formacién en la cadena de transporte de electrones son
los complejos I y III. Este aspecto sera abordado en profundidad en el capitulo 4. La

Figura 30 ilustra la CTE en el contexto mitocondrial.
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Figura 30. Esquema de la organizaciéon de la estructura mitocondrial e ilustracién de los complejos

proteicos que conforman la CTE. Realizada con Biorender.

Las mitocondrias también son capaces de aumentar la eficiencia de la
fosforilacién oxidativa regulando su dinamica de acuerdo a los requerimientos
energéticos de la célula. Brevemente, la dinamica mitocondrial implica eventos de fision
y de fusion. La fusion esta mediada por las mitofusinas, GTPasas relacionadas con
dinamina (Mfnly Mfn2) y atrofia 6ptica 1 (OPA1), que inducen fusién de membranas
de la organela, con el objetivo de aumentar la superficie mitocondrial y restablecer la
eficiencia de la fosforilacion oxidativa. La fision es realizada por la proteina 1
relacionada con la dinamina (Drpl), que es reclutada por la proteina Fisl a la
membrana mitocondrial para contraer mitocondrias induciendo su divisién en caso,
por ejemplo, de division por mitosis o en respuesta a diferentes estimulos (Eisnery cols,

2018).

A continuacidn, se abordaran las evidencias mas relevantes que describen los
mecanismos de toxicidad de Pb y EtOH en diversos procesos de la funcionalidad

mitocondrial.
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Toxicidad de plomo en la mitocondria

Como se ha mencionado, las mitocondrias son la fuente principal de EROs en la
mayoria de los tipos de células de mamiferos y son responsables de la produccion del
60-80% del H202 en células en condiciones basales y esos porcentajes pueden
incrementarse en condiciones patoldgicas y a través de la inhibicién de los complejos
de la CTE.

La actividad neuronal depende casi exclusivamente del ATP que se genera en la
mitocondria. A este respecto, varios estudios han demostrado que el Pb induce efectos
neurotoxicos tales como apoptosis, excitotoxicidad, incrementa los niveles de EROs
produciendo estrés oxidativo y dafio a las mitocondrias de neuronas y también de
células gliales. La exposiciéon a Pb en etapas de desarrollo temprano desencadena
cambios estructurales patolégicos en las sinapsis, tales como hinchazén (swelling en
inglés) de terminales nerviosos, formacion de sinapsis deficientes y difusas, como asi
también la acumulacién de vesiculas en la pre-sinapsis. También se ha evidenciado en
animales tratados con Pb, elongacién (fusién) de las mitocondrias neuronales y pérdida
de integridad de las crestas mitocondriales, viéndose modificada la dindmica
mitocondrial, lo que lleva a una ineficiente transferencia electronica y a una menor
produccion de ATP (Gassowska y cols, 2016).

Esta descripto, principalmente en estudios realizados en mitocondrias aisladas
de higado de rata, que Pb produce deterioro indirectamente al disminuir la expresion
del uniportador de calcio mitocondrial, desestabilizar la homeostasis del calcio
intracelular, promover un aumento del dafio al ADN, y activar las quinasas redox-
sensibles al incrementar los niveles de EROs.

En un estudio realizado por Ma y cols, se investig6 acerca de los efectos de la
exposicién a Pb (dosis entre 10-160 uM) en la funcionalidad de las mitocondrias de
higado. Se evidencié que Pb inhibi6 las actividades enzimaticas de los complejos
respiratorios mitocondriales, siendo el complejo Il la principal fuente de EROs.
Demostraron también que Pb indujo un aumento significativo en la peroxidacion
lipidica, deterioro en la fosforilacion oxidativa y oxidacién y pérdida de las reservas de

GSH. Por otro lado, Pb indujo cambios marcados en la transicion de la permeabilidad
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mitocondrial (MPT) acompafiados de hinchazén mitocondrial, colapso del AY,
disminucién de la fluidez de la membrana mitocondrial y liberacién del citocromo c.
Esta serie de eventos demostro tener un papel clave en toxicidad hepatica inducida por
Pb, pero fue observada principalmente a dosis elevadas (40-160 uM). Sin embargo, a
una dosis de 10 uM de Pb se observé una disminucién en la producciéon de ATP debido
a una inhibiciéon parcial de los complejos de la CTE, sin cambios evidentes en la
produccion de EROs ni disminucion de las reservas antioxidantes (May cols, 2017).
Las mitocondrias conforman entonces un importante sitio diana intracelular
para Pb y estos procesos han sido propuestos como parte de su multifactorial

mecanismo de toxicidad.

Toxicidad de etanol en la mitocondria

Diferentes estudios muestran que los efectos téxicos que EtOH ejerce podrian
atribuirse a la disfuncién en la homeostasis mitocondrial. Las proteinas mitocondriales
son en si mismas blanco de EROs, y la regulacién mitocondrial del balance oxidativo
tiene consecuencias tanto para el metabolismo energético celular como para los
procesos que controlan el inicio y la progresion de la respuesta de muerte celular, ya
sea que resulte en apoptosis o necrosis o algiin otro tipo de muerte celular (Manzo-
Avalos y cols, 2010).

La exposicién aguda a EtOH produce un aumento de EROs y disminucién de las
reservas antioxidantes celulares, lo que da lugar a los primeros efectos deletéreos sobre
la mitocondria culminando con la disminucién en la producciéon de ATP. Todos estos
eventos pueden desencadenar posteriormente muerte celular mediante apoptosis. Asi,
ha sido reportado en diferentes estudios que involucran distintos esquemas de
consumo de EtOH, que la disfunciéon mitocondrial podria ser uno de los mecanismos
principales por los cuales EtOH ejerce sus efectos neurotoxicos.

Existe evidencia de que el EtOH produce alteraciones en la estructura y funciéon
mitocondrial de varios 6rganos, incluidos el higado y el corazén, tanto en animales
como en humanos, con afeccién de la funcién mitocondrial por disminucién de la

eficiencia respiratoria y los niveles de ATP, lo que podria resultar en una mayor
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produccion de EROs (Albano, 2002). Varios sistemas enzimaticos, incluidas las CYP2E,
la CTE y las enzimas citosélicas XOs han sido implicadas como fuentes O2- - y H202 en
células parenquimales durante la intoxicacién por EtOH y muestran que los niveles
mitocondriales de EROs pueden aumentar por el consumo crénico de EtOH como
consecuencia del aumento de los niveles de CYP2E1 mitocondrial (Robin y cols, 2005).

En otros estudios, se demostré6 una disminucién en varios mecanismos
antioxidantes en el higado causada por el aumento de los niveles de EROs y ARN
durante la exposicion crénica al EtOH y la reduccién del GSH mitocondrial, lo que hace
a la mitocondria mas susceptible al dafo oxidativo y precede al desarrollo de
disfunciones mitocondriales, como la peroxidacién de lipidos y el deterioro de la
sintesis de ATP (Hirano y cols, 1999).

También se ha observado una marcada disminucion en la actividad enzimatica
y las concentraciones de proteinas inmunorreactivas de Cu/Zn SOD, CAT y GPx lo que
sugiere que el EtOH podria interferir a nivel postranscripcional con la sintesis de
enzimas antioxidantes o podria estimular su degradacién intracelular (French y cols,
2001).

En un modelo de binge-drinking mediante la administracion i.p de 3g/kg/2 dias
de EtOH, a partir del dia posnatal 25 (ratas peri adolescentes) durante dos semanas
Tapia-Rojas y cols, muestran que la exposicion a EtOH desencadena alteraciones en la
estructura y funciéon de las células del hipocampo. Cuando los animales fueron
sacrificados a 1, 3 0 7 semanas después del tratamiento, se evidencié un aumento de
proteinas oxidadas en una semana después del tratamiento, que posteriormente se
restaur6 a las 3 y 7 semanas después del protocolo de exposicion. Ademas, se vieron
afectadas las proteinas que participan en la regulacion de la dinamica mitocondrial. La
administracion de EtOH altero los niveles de proteinas Drp1, Fis1, Mfn1, Mfn2 y Opal,
lo que sugiere que el consumo de EtOH similar al binge drinking promueve un estado
de desbalance hacia la fision mitocondrial entre 1 y 3 semanas después de la
administracion. Si bien se restauré parcialmente el desequilibrio de la dinamica
mitocondrial a las 7 semanas después del tratamiento con EtOH, las proteinas
involucradas siguen evidenciando una reduccién en comparaciéon con los controles.

También se inform6 una disminucién en la producciéon de ATP a partir de la semana 3,
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lo que indica una falla mitocondrial bioenergética especifica inducida EtOH que persiste
en el tiempo. A pesar del dafio presente en el hipocampo de estos animales, en este
estudio también se detect6 la activacion de un mecanismo que posiblemente podria
proteger el cerebro, que incluyen la disminucién de la expresién de proteinas que son
clave para la formacién de MPTP, como el VDAC y el aumento de los niveles de Nrf2,
que estaria regulando la expresiéon de enzimas antioxidantes, antiinflamatorias y
desintoxicantes para prevenir el deterioro mitocondrial. El aumento se observo
principalmente a las 3 y 7 semanas, lo que sugiere que esta via de sefializaciéon podria
estar involucrada en la restauracion del equilibrio redox (Tapia-Rojas y cols, 2018).

Estudios recientes también consideran el rol del ACD como nocivo para la
funcionalidad mitocondrial. Al respecto, Yan y cols en 2020, demostraron que la
exposicion a ACD altera la morfologia mitocondrial en células SH-SY5Y modificando las
proteinas encargadas de mantener la dindmica de fusién/fision. Asi, ACD promueve la
fosforilacién de Drp-1 induciendo la fragmentacién mitocondrial con pérdida de la
capacidad respiratoria con aumento del Ca2* intracelular (Yan y cols, 2020). Este
mecanismo cobra relevancia ya que, en el contexto de este trabajo de tesis, la exposicion
a Pb y EtOH conduce a una menor actividad y expresion proteica de ALDH2 lo que
podria generar una acumulaciéon de ACD.

Sobre la base de esos antecedentes, en este capitulo nos propusimos realizar una
evaluacion de la funcionalidad mitocondrial en un contexto de baja expresiéon y

actividad de ALDH2, en presencia concomitante de Pb y EtOH.
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Materiales y métodos

Estimacion de la masa mitocondrial

Con el objetivo de cuantificar la masa (redes) mitocondrial se empled
Mitotracker Green FM como marcador de mitocondrias celulares. Para esto, las células
fueron cultivadas en placas individuales de 3,5mm a una densidad de 10.000
células/capsula. Al dia siguiente las células fueron tratadas con Pb y EtOH 24 h segun el
protocolo previamente descripto. Luego, fueron incubadas con Mitotracker Green FM a
una concentraciéon de 50 nM durante 20 min a 37°C en incubadora con 5% de COz.
Posteriormente las células fueron lavadas una vez con PBS 1X y se observaron en un
microscopio de fluorescencia con objetivo de 63X sumergible (AXIOPLAN).

Se obtuvieron entre 5 y 8 imagenes de cada condicion y se analizaron al menos
15 células de cada grupo en 3 experimentos independientes. Las imagenes fueron

procesadas utilizando el software Image].

Determinacion de la respiracion celular y mitocondrial

La respirometria mitocondrial en caAmara cerrada se obtiene a partir de la tasa
de concentracion de oxigeno, que disminuye a medida que la muestra bioldgica lo
consume. Se han utilizado electrodos (como el electrodo de Clark) para medir la
concentracion de oxigeno y han llevado a una comprensién intima de la funcion
respiratoria mitocondrial. Aunque estos electrodos siguen siendo una herramienta
econdmica y util para la evaluacién de la respiracién mitocondrial, las limitaciones
incluyen sefiales inestables y ruido de fondo instrumental relativamente alto. Los
sistemas de respirometria Oroboros 2k (Oroboros Oxigraph 2k, Oroboros Instruments,
Innsbruck, Austria) incorporan cdmaras de reaccion cerradas y herméticas, con todos
sus componentes, vidrio y polimeros, de baja permeabilidad al oxigeno lo que minimiza
laretrodifusion y las sobreestimaciones de la respiracion. También cuenta con sensores
capaces de detectar cambios de oxigeno con un ruido minimo, maximizando la
sensibilidad respirométrica y la precision con la minima fuga de Oz y electrodos

altamente sensibles. Los avances del software Datlab en las derivaciones de flujo de los
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cambios en el 02 de la cAmara también permiten informes de la cinética respiratoria en

tiempo real, lo que mejora y facilita los analisis de datos.

Parametros a determinar en el ensayo de consumo de oxigeno: inhibidores de
los complejos de la CTE

En medios sin sustratos energéticos (por ejemplo, ADP), la respiracion se rige
por la concentraciéon de los sustratos enddgenos celulares. En esas condiciones, la
demanda de energia fisioldgica, el recambio energético y el grado de acoplamiento
(desacoplamiento intrinseco y desacoplamiento patolégico) controlan los niveles de
respiracion y fosforilacion en el estado fisiolégico basal de las células intactas.

Luego de establecidos y estabilizados los niveles de respiracién basal, se
desafian las células frente a oligomicina (oligo), que bloquea la sintesis de ATP
mediante la inhibicion de la porcién Fo de la ATP sintasa. En este estado leak o en reposo
(analogo al estado 4), la respiracidon refleja el desacoplamiento intrinseco como
compensacion por la fuga de protones a la maxima fuerza protomotriz, el escape de
protones (respiracion desacoplada) y deslizamiento de electrones que conllevan hacia
la produccion de EROs. El monitoreo del leak debe limitarse a menos de 5 min para
evitar efectos secundarios sobre el acoplamiento y la capacidad respiratoria (Fisher y
cols, 2018). Consecutivamente, la determinacién de la capacidad respiratoria maxima
se evidencia parcial o totalmente por desacoplamiento experimental por titulacién de
un protondforo, tal como el compuesto carbonilcianuro-p-
trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP). Este compuesto actia causando el colapso del
AY a través de su capacidad de permeabilizar la MIM, generando la eliminacién del
equilibrio electroquimico en las bombas de protones (complejos CI, CIII y CIV), y la
pérdida de la fuerza protomotriz. Al disiparse el gradiente de protones, estos ingresan
a la MM por difusién a través de los poros generados por el FCCP. De esta manera, se
estimula la respiracion maxima como una medida de la capacidad de funcionamiento
de la CTE en el estado no acoplado (en presencia de oligomicina, ATPasa inhibida)

(Doerrier y cols, 2018; Gnaiger, 2014).
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Esta ampliamente descripto que, a medida que las células estan expuestas a
factores estresantes, las mitocondrias cuentan con una "capacidad de reserva", la cual
proporciona la respuesta mitocondrial para responder a las mayores demandas de
energia, preservar las funciones celulares y reparar o activar los mecanismos de
eliminacién de EROs (Nannelli y cols, 2018; Dranka y cols, 2010). Esta capacidad de
reserva puede estimarse como la diferencia entre la capacidad respiratoria maxima
(experimentalmente determinada durante la exposicién a FCCP o desacoplantes) y la
respiracion en estado basal. Por dltimo, se procede a exponer a las células a Rot, que
inhibe el segmento NADH-coenzima Q reductasa (Complejo I) y antimicina A (AA), un
potente inhibidor del sitio coenzima QH2-citocromo c reductasa (Complejo III). Con ello
se consigue determinar finalmente la respiraciéon no-mitocondrial. Diferentes procesos
pueden estar consumiendo oxigeno, como por ejemplo la produccion excesiva de EROs
y las enzimas NOX, son los que van a determinar un consumo aumentado de oxigeno en

esta etapa final.

Titulacion de la concentracion de células por camara de reaccion

Con el objetivo de determinar la concentracion adecuada de células en la camara
del Oroboros 02K, se procedié a realizar unas corridas de prueba con diferentes
concentraciones celulares: 125.000 cels/ml, 250.000 cels/ml, 500.000 cels/ml y
1.000.000 cels/ml. en todos los casos se registro la respiracion basal y la respuesta a

inhibidores de los complejos de la CTE (Evinovay cols, 2020).
Titulacion de la concentracién de FCCP a utilizar

Una vez seleccionada la cantidad de células por ml en la cAmara de reaccién, se
procedié a realizar una titulaciéon con concentraciones crecientes del desacoplante
FCCP para evitar la inyeccién de niveles que provoquen depresidn respiratoria y no
permitan evidenciar posibles cambios en la respiracidn.

Para ello, 500.000 cels/ml de medio se colocaron en la cAmara de reaccion. Se
establecio la respiracion basal, luego en respuesta a oligomicina y se comenzoé la

titulacién adicionando, en intervalos de 30 s, alicuotas de 1 ul de soluciéon de FCCP 0,02
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mM, escalando luego a adiciones de 1ul de solucién de FCCP 0,05 mM; 0,2 mM, 0,5 mM
y finalizando con inyecciones de 1ul de FCCP 1 mM hasta encontrar la concentracién
maxima tolerada por el sistema, en donde se observa una disminucién en el consumo

de oxigeno por pérdida de la fuerza protomotriz debido a la accién del protonéforo.

Determinacion del consumo de oxigeno mediante oximetria

El ensayo de consumo de oxigeno mitocondrial se llevé a cabo de la siguiente
manera: las células SH-SY5Y se expusieron a Pb y EtOH durante 24h. Transcurrido ese
tiempo, la respiracion de la suspensiéon de 500.000 cels/ml se midié a 37°C mediante
respirometria de alta resolucion utilizando un oxigrafo Oroboros®. Se empled el
software DatLab (Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria) para la adquisiciéon de
datos (intervalos de 1 o 2 s) y el analisis posterior.

El régimen experimental se inicié6 con el estado de rutina (routine) o de
respiracion basal (respiracion sin sustratos adicionales ni efectores), permitiendo a las
células respirar libremente en constante agitacién, suspendidas en medio DMEM sin
SFB. Después de inhibir la actividad de la ATP sintasa con oligomicina (1 pg/ml), se
determind la respiracion para detectar el nivel de la etapa leak, que responde al estado
de respiracién independiente de la fosforilaciéon de ADP, y se produce principalmente
debido a la fuga de protones hacia el EIM. Luego, la capacidad maxima del sistema de
transporte de electrones (respiracién maxima) se obtuvo desacoplando la fosforilaciéon
oxidativa mediante titulacién escalonada con FCCP. Finalmente, la adicién de Rot (0,5
uM) y A-A (2,5 pM) inhibié la actividad de los complejos I y III respectivamente. El
estado resultante proporciona una medida del consumo de oxigeno residual (Hall y cols,
2013). La Figura 31 ilustra la CTE con los inhibidores especificos de cada complejo

proteico utilizados en este trabajo.
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Figura 31. Cadena de transferencia de electrones. Se esquematizan los efectos de los inhibidores

sobre los diferentes complejos mitocondriales. Realizada con Biorender.

Determinacién de cambios en el potencial de membrana mitocondrial (A¥F)

Se ha descripto que la sonda fluorescente JC1 ingresa a las células y se establece
un equilibrio entre la forma monomérica (verde) y la forma agregada (rojo). En
condiciones basales en células saludables, JC-1 forma en su mayoria agregados que se
visualizan de color rojo (abs: 595nm). En células con déficit funcional mitocondrial
prevalecen los mondémeros verdes de JC-1 (abs: 530nm). El cociente entre ]JC-1
agregado/]JC-1 monomérico puede calcularse y de esta manera establecer
cualitativamente si hay cambios en el AY debido al tratamiento con Pb y EtOH.

Para este objetivo se cultivaron células SH-SY5Y en capsulas individuales de
3,5mm a una densidad de 10000 cels/capsula. Al dia siguiente las células fueron
expuestas a Pb y EtOH durante 24 h. Luego, fueron incubadas con JC-1 a una
concentracion de 2 pg/ml durante 30 minutos a 37°C en incubadora con 5% de COx.

Posteriormente los preparados se lavaron dos veces con PBS 1Xy se observaron en un

122 | 202



Romina Deza Ponzio

microscopio de epifluorescencia con objetivo de 63X sumergible para obtener
imagenes de las células vivas (AXIOPLAN, CIQUIBC, CONICET).

Se obtuvieron 5 a 7 imagenes de cada condicién, analizdndose entre 20 y 25
células, lo que equivale a un N=1. Se realizaron 3 experimentos independientes. Las

imagenes fueron cuantificadas mediante la utilizacién del software Image].

Resultados

Estimacion de la masa mitocondrial

Se muestran en la Figura 33 (panel A.) los resultados de la cuantificacion de la
intensidad de fluorescencia de Mitotracker Green FM en células SH-SY5Y expuestas a
Pb y EtOH durante 24h. Se observa un efecto sinérgico de la interaccién entre ambos
toxicos, ya que solo se evidencia una disminucién significativa de la masa mitocondrial
en el grupo expuesto a Pb y EtOH. ANOVA de una via: F 4,10) = 6,804; p<0,01. El test de
Tukey realizado como post-hoc reveld diferencia estadistica significativa sélo en el

grupo expuesto a ambos tdéxicos respecto al control: C vs Pb +EtOH, p<0,05.

A.

100

o o
T 9

H
T

UA
(Intensidad de
Fluorescencia)

ol

0_
Pb 10um - + - + cCCP

EtOH 200mM - - + -

123 | 202



Romina Deza Ponzio

c Pb 10 pm

EtOH 200mM Pb 10 pm + EtOH 200mM

Figura 33. A. Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de Mitotracker Green FM. Los datos
estan graficados como la media de la intensidad de fluorescencia + SEM. * denota p<0,05 respecto del
grupo control. B. Fotografias representativas de cada condicion (63X) de cada grupo experimental

tratados con Mitotracker Green FM.
Evaluacién de cambios en el potencial de membrana mitocondrial (A¥)

En la Figura 34 se observa la cuantificaciéon de la relacién de intensidad de
fluorescencia roja y verde (rojo/verde) correspondiente a la sonda JC1. El ANOVA de
una via seguido por el test de Tukey como post-hoc arrojo6 diferencias significativas en
los grupos Pb, EtOH y su combinacién: F (3,12) = 12,83; p<0,001. C vs Pb, p<0,05; C vs
EtOH, p<0,05; C vs Pb+EtOH, p<0,0001. Estos resultados indicarian que ambos t6xicos
producen dafio mitocondrial al disminuir directamente el AY de la organela. En el panel

B de la Figura 34 se muestran fotografias representativas de la fluorescencia de JC-1.
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Figura 34. Cambios en el potencial de membrana mitocondrial. A Cuantificacién de la relacién

de intensidad de fluorescencia roja/verde de la sonda JC-1, por campo. Los datos estan graficados
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como porcentaje del control * denota p<0,05 y ** denota p<0,001 respecto del grupo control. B.

Fotografias representativas de cada condicién. (63X).

Consumo de oxigeno mitocondrial

Concentracion elegida de FCCP

Como puede observarse en la Figura 35 se realizo la titulacién con FCCP para
determinar la dosis maxima del proton6foro que genera un aumento en la respiracidn,
a los fines de evitar utilizar concentraciones por sobre las cuales se evidencie ya una
pérdida parcial o total de la capacidad respiratoria celular, y comience a disminuir el
consumo de oxigeno. Previo a esto, se observa una meseta en el grafico, quedando de
manifiesto la falta de respuesta celular frente al agregado de FCCP (a concentraciones
de 1 mM). Finalmente, luego de los calculos referidos al volumen final de la cdmara
(2ml) y los moles totales de FCCP administrados durante la titulacion, se arribé a la
conclusion de que la concentracion maxima de FCCP tolerada por el sistema es de 1,5uM
(0,0015 mM) y determinada a partir de un stock de FCCP de concentraciéon 7,5mM en

cuatro o cinco pulsos de 0,1ul con inyeccion automatica.
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Figura 35. Titulacidon de la concentracion de FCCP. A. Grafico de los valores de consumo de oxigeno
obtenidos durante los ensayos de titulacién de la concentracién de FCCP. B. Curva representativa del

consumo de oxigeno de células SH-SY5Y controles durante la titulacidn de la concentracién de FCCP.

Consumo de oxigeno de células SH-SY5Y en respuesta a inhibidores de los
complejos de la CTE.

Se muestran a continuacidon los resultados correspondientes a la curva de
consumo de oxigeno de células SH-SY5Y expuestas a Pb y EtOH durante 24 h. Los
valores de respiracidn basal, leak y capacidad maxima fueron corregidos mediante la
supresion de los valores correspondientes a la respiracién extra-mitocondrial (en
respuesta a Rot — AA).

En la Figura 36 se evidencia que la exposiciéon a Pb, EtOH o su combinacién
producen una disminucién de la respiracién basal mitocondrial. El ANOVA de una via
seguido del test de Tukey como post-hoc arrojé diferencias: F (3,13)= 9,552; p<0,001. C
vs Pb, p<0,05; C vs EtOH, p< 0,05; C vs Pb+ EtOH, p<0,01.
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Figura 36. Consumo de oxigeno basal mitocondrial de células SH-SY5Y expuestas a Pb y/o EtOH
durante 24hs. Se muestra graficada la media = SEM de la diferencia entre la respiracion basal o de rutina

y el consumo de oxigeno en respuesta a Rot+AA. ANOVA de una via seguido del test de Tukey como post-

hoc. ** denota p <0,01.

Se observan diferencias en el estado de fuga de protones (después de oligo) en
el grupo expuesto a Pb, y un efecto mas pronunciado luego de la exposicién a EtOH o su
combinacién con Pb. El ANOVA de una via seguido por el test de Tukey como post-hoc:
F (312)=35,66; p<0,0001. Cvs Pb, p<0,05; C vs EtOH, p<0,0001; C vs Pb+EtOH, p<0,0001;
Pb vs EtOH, p<0,05; Pb vs Pb+EtOH, p<0,05; (Figura 37).
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Figura 37. Leak o fuga de protones evidenciando el desacople de la fosforilacion oxidativa
mitocondrial. Consumo de oxigeno (correccién por respiracion no mitocondrial) en respuesta a oligo en

células SH-SY5Y expuestas a Pb y/o EtOH durante 24hs. Se muestran graficadas las medias + SEM de cada
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grupo. * denota p<0,05 ** denota p<0,001 respecto al grupo control. # denota p<0,05 respecto del grupo
Pb.

En relaciéon a la respiracion maxima evidenciada luego de la administracion de
concentraciones crecientes de FCCP, se puede observar que el efecto de la interaccion
Pb y EtOH disminuye la capacidad respiratoria maxima de las células, lo que puede
significar una menor capacidad para responder a desafios fisioldégicos o eventos que
representen una mayor demanda energética. ANOVA de una via: F (3, 12) = 12,25;

p<0,001. C vs Pb, p<0,05; C vs EtOH, p<0,05; C vs Pb+EtOH, p<0,001, (Figura 38).

-
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Figura 38. Capacidad respiratoria maxima. Consumo de oxigeno en respuesta a FCCP en células SH-

SY5Y expuestas a Pb y/o EtOH durante 24h. Se muestran graficadas las medias + SEM de cada grupo.

Finalmente, se administraron Rot y A-A a la suspensidn celular para evidenciar
el remanente de respiraciéon no-mitocondrial, donde se observaron diferencias en los
grupos expuestos a Pb, EtOH y su combinacién con respecto al grupo control (Figura
39). El ANOVA de una via seguido del test de Tukey revel6 diferencias: F (3,13)= 4,369;
p<0,05; C vs Pb, p<0,05; C vs EtOH, p<0,05; C vs Pb+EtOH, p<0,05. Este resultado pone
de manifiesto el consumo de oxigeno aumentado por diferentes procesos que no
responden a la fosforilacion oxidativa propiamente dicha, como por ejemplo la

produccion de EROs y el consumo por parte de las enzimas NOx.
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Figura 39 - Respiracién no mitocondrial. Consumo de oxigeno en respuesta a rotenona y Antimicina-
A en células SH-SY5Y expuestas a Pb y/o EtOH durante 24h. Se muestran graficadas las medias + SEM de
cada grupo. **p <0, 01 y *p <0,05 respecto al grupo control.

Por otra parte, al analizar la diferencia entre la maxima capacidad respiratoria
celular y el consumo de oxigeno en estado basal se obtiene un parametro que se conoce
como capacidad de reserva mitocondrial (spare capacity en inglés), que representa la
reserva energética que poseen esas mitocondrias para responder rapidamente a las
demandas energéticas celulares. Puede observarse (Figura 40) una marcada
disminucién en dicha capacidad en células SH-SY5Y en respuesta a la exposicion a Pby
EtOH. El ANOVA de una via seguido del test de Tukey como post-hoc revel6 diferencias
significativas: F (3,13)=4,615; p<0,05. C vs Pb+EtOH, p< 0,05.
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Figura 40 - Capacidad de reserva mitocondrial de células SH-SY5Y expuestas a Pb y/o EtOH durante

24hs. Se muestran graficadas las medias + SEM de cada grupo. * p <0,05 respecto al grupo control.
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Discusion y conclusiones parciales

Los resultados presentados en este capitulo muestran una disminucién de la
respiracion basal, capacidad maxima respiratoria y capacidad de reserva mitocondrial
en células SH-SY5Y en respuesta a la exposicion a Pb y EtOH. También se evidencia un
déficit en la CTE, debido a que el tratamiento con oligomicina arrojé diferencias entre
los grupos de tratamiento respecto al control. Al estar inhibida la actividad de la ATP-
asa, el consumo de oxigeno registrado es resultado de la actividad de la CTE. Este déficit
podria encontrarse en el complejo I debido a que EtOH genera un gran consumo de
NAD+* para su metabolismo mediante la oxidacion secuencial catalizada por las enzimas
ADH y ALDH2.

De la misma manera, puede inferirse que la fosforilaciéon oxidativa en relacion a
la produccién de ATP se ve comprometida, ya que se evidencia una disminucién
significativa de la respiracién mitocondrial en respuesta a oligo, indicando un desacople
intrinseco de la CTE, desencadenando un proceso de transferencia electrénica
deficiente, con una disminucién del AY y, por consiguiente, de la fuerza protomotriz.
Ademads, se observan diferencias significativas en la respiraciéon residual no-
mitocondrial (post AA + Rot), demostrando el incremento del consumo de oxigeno por
parte de otros procesos celulares, como la produccién incrementada de EROs debido a
la exposicién a Pb y EtOH.

Los resultados presentados ademas demuestran la disminucién de la capacidad
de reserva mitocondrial resultante de la exposicién a Pb y EtOH durante 24 h en células
SH-SY5Y. En este contexto, la pérdida de la capacidad de reserva mitocondrial y los
demas efectos observados en relacién a la funcionalidad de esta organela evidencian
una menor capacidad de respuesta celular ante mayores requerimientos energéticos y
podrian deberse al estado de toxicidad generado por la disminucion en la funcionalidad
de la enzima ALDH2, como consecuencia de la acumulacién de metabolitos toxicos,
como el ACD y la generacién de un entorno oxidante en la célula como se discutira en el
proximo objetivo. Alternativamente, la disfuncion mitocondrial podria tener un

impacto negativo sobre la funcionalidad de la enzima debido al requerimiento de
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disponibilidad de NAD* para ejercer su funcidén catalitica en condiciones 6ptimas, como
fue discutido en el Capitulo 2 de este trabajo.

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Nannelli y cols, que
demostraron en cultivo de células endoteliales que la pérdida por silenciamiento génico
de ALDHZ2, acelera la adquisicion de un fenotipo de senescencia prematura que conduce
a una disfuncién endotelial. Estos eventos fueron asociados con un aumento en los
niveles de EROs, acumulacién de aductos de proteinas con 4-HNE y deterioro de las
funciones bioenergéticas mitocondriales con pérdida de la capacidad de reserva
mitocondrial (Nannelli y cols, 2018). Asimismo, Mali y cols, determinaron in vitro, en
cultivo de cardiomiocitos, que el silenciamiento de ALDH2 lleva a muerte celular y
disminucién de la capacidad respiratoria (Mali y cols, 2016).

El dafio acumulado en las biomoléculas provocadas por el ACD ejerce sus efectos
toxicos al inhibir las reacciones y funciones mitocondriales. Este compuesto puede
dafiar la funcion de la CTE, dando lugar a la produccién de ROS, que pueden oxidar las
subunidades de los complejos mitocondriales, provocando una lesién sobre el
transporte de electrones y la fosforilaciéon oxidativa, por lo que disminuyen los niveles
de ATP. Ademas, una produccién aumentada de EROs puede provocar estrés oxidativo
sobre los lipidos, lo que afecta la permeabilidad de las membranas mitocondriales.
Estos permiten la apertura del MPTP y conducen a la transicién de la permeabilidad
mitocondrial (MPT), favoreciendo la translocacion a las mitocondrias del factor pro-
apoptético Bax que forma un complejo con VDAC. El MPT extenso conduce a la
inflamaciéon o swelling de las mitocondrias y permite la liberacion del citocromo c, lo
que lleva a la activacién de las caspasas y la fragmentacion del ADN, que son eventos
clave para la induccion de la muerte celular programada o la apoptosis (Kim y cols,
2004). En apoyo a estas evidencias se ha descripto también que el tratamiento con ACD,
el metabolito considerado responsable de los efectos neurotdxicos de EtOH indujo en
células SH-SY5Y excesiva fragmentacién mitocondrial y dafo en la funcionalidad de la
organela, acompafnado de citotoxicidad (Yan & Zhao, 2020). Teniendo en cuenta estos
antecedentes y los resultados obtenidos en este trabajo, podemos sugerir que los
efectos que evidenciamos en el modelo de exposicién combinada a Pb y EtOH podrian

deberse a la acumulaciéon de ACD por inhibicién de ALDH2.
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Asi, hemos demostrado eventos tempranos de disfuncién mitocondrial, como lo
son la disminucién del consumo de oxigeno, el desacople parcial de la fosforilacion
oxidativa, la disminuciéon en la capacidad maxima respiratoria con disminucién de la
capacidad de reserva y alteraciones del AY. Todos estos eventos conllevan a un
desbalance bioenergético que podria culminar en muerte celular si el dafio persiste en
el tiempo y no es revertido.

Al ser las mitocondrias fuente principal de EROs, el siguiente capitulo tiene como
objetivo indagar sobre el estado del balance oxidativo en este modelo experimental.
Para ello, se abordara el estudio de marcadores especificos del estrés oxidativo en

relacién a la exposiciéon a Pb y EtOH y su efecto sobre la enzima ALDH2.
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Capitulo 4

Evaluacion del estado redox de células SH-SY5Y expuestas a

Pb y etanol
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Evaluacion del estado redox de células SH-SY5Y expuestasa Pby
etanol

Balance oxidativo celular

El mantenimiento del estado de homeostasis redox en los seres vivos es
fundamental para evitar el dafio que producen las especies EROs o del nitrégeno (ERN),
ya que ocasionan la pérdida del equilibrio entre moléculas reductoras y moléculas
oxidantes originando un estado de estrés relacionado directamente con el deterioro
celular. Para evitarlo, las células tienen sistemas antioxidantes que transfieren
electrones a los radicales y los neutralizan y evitan asi el dafio a las macromoléculas
bioldgicas resultantes de la oxidacion. El sistema de defensa antioxidante tiene como
objetivo principal mantener el proceso oxidativo dentro de los limites fisiolégicos y
sujeto a regulacion, previniendo la propagacién del dafio oxidativo que puede culminar
en dafios sistémicos irreparables. El sistema de defensa enzimatico incluye enzimas
como SOD, CAT y GPx. Estas enzimas actian a través de mecanismos de prevencién y/o
control la formacion de radicales libres y especies no radicales, involucradas con el
inicio de la cadena de reacciones que culminan en la propagacién y amplificaciéon del
proceso y, en consecuencia, la aparicion de dafio oxidativo. Las enzimas CAT y GPx
actuan con el mismo propdsito, prevenir la acumulacion de peréxido de hidrogeno.

La primera linea de la defensa antioxidante contra agentes ex6genos incluye las
enzimas implicadas en el metabolismo de fase I y II. El metabolismo de fase I es
responsable del aumento de la polaridad del compuesto a través de la oxidacion,
reduccion o reacciones de hidrolisis. El metabolismo de fase I, en cambio, facilita la
exportacion celular de esos compuestos; sus reacciones son principalmente
glucuronidacion, acetilacion y sulfatacién.

Las enzimas que componen el citocromo P450, como la ya mencionada CYP2E1,
son las principales responsables de la oxidaciéon de farmacos, productos quimicos y
diversos sustratos enddgenos, como eicosanoides, colesterol, vitamina D3 y acido

araquidonico (Aratjo y cols, 2016).
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El sistema de transporte de electrones a través de la CTE es muy susceptible al
estrés oxidativo. Durante este proceso, una fuga de electrones al ultimo aceptor
conduce a su union al oxigeno, considerandose una fuente primaria de EROs. En este
contexto, se considera la efectividad de la transferencia de electrones de NADPH a
enzimas CYP para la monooxigenacion de sustratos, como fuente de EROs porque
durante el desacoplamiento, sin la presencia de ningin sustrato, la cadena de
transferencia de electrones oxida NADPH y produce EROs. Durante el metabolismo de
CYP2E1 se observa con frecuencia este tipo de reacciones de desacoplamiento, por lo
que esta enzima estd fuertemente asociada con la produccion de EROs y el estrés
oxidativo.

La glutation S-transferasa (GST) forma parte de una familia de enzimas
intracelulares que previenen la accion de toxinas endégenas y exdgenas en las células.
Las GST son enzimas multifuncionales que participan en la fase II del metabolismo
xenobiodtico y catalizan el ataque nucleofilico de la forma reducida de glutatiéon (GSH) a
compuestos potencialmente peligrosos.

Las fuentes primarias de produccién endégena de EROs son las mitocondrias,
reticulo endopldasmico y peroxisomas a través de una variedad de mecanismos que
incluyen reacciones enzimaticas y/o autooxidaciéon de varios compuestos, tales como
como catecolaminas e hidroquinona. Diferentes estimulos exdgenos, como la radiacion
ionizante, los rayos ultravioletas, humo de tabaco, infecciones por patégenos, toxinas
ambientales, y la exposicidn a pesticidas, son importantes fuentes de produccion de
EROs. La Figura 41 esquematiza el balance entre la formacion de EROs y los sistemas

antioxidantes.
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Figura 41. Estado de estrés oxidativo generado por el desbalance entre la produccién excesiva de EROs

y la depuracion realizada por los sistemas antioxidantes. Adaptado de Reegy cols, 2015.

Especificamente, en la mitocondria las EROs son generados por la enzima
monoamino oxidasa y los Cl y III; y en el citosol por NADPH oxidasa (NOX) y xantina
oxidasa (XO). Esta produccién de EROs es importante porque subyace al dafio oxidativo
en muchas patologias y contribuye a la sefializaciéon redox desde la organela hacia el
citosol y el ntcleo (Murphy, 2009). Los principales EROs incluyen el radical hidroxilo
(OH*), Oz2*- y H202. Aunque este ultimo no se considera un radical libre, es un intermedio
importante en la generacion de OH* toxico a través de las reacciones de Fenton o Heber-
Weiss, que requieren cation ferroso (Fe2*) o cation cuprico (Cu2+), respectivamente. El
flujo de O2* esta relacionado con la concentraciéon de donantes potenciales de
electrones, la concentracion local de Oz y las constantes de velocidad de segundo orden
para las reacciones entre ellos. Una incrementada produccién de O2*- puede originarse

(principalmente en el CI) cuando las mitocondrias no producen ATP vy,
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consecuentemente, tienen una fuerza protomotriz alta y un aumento en la
concentracion de grupo CoQHz (coenzima Q). Otra posibilidad es cuando hay una alta
relaciéon NADH/NAD* en la MM (Cocheme & Murphy, 2008).

Asi, el 02+, formado rapidamente a partir de Oz en cercanias de la MM], se libera
en la MM, principalmente en el complejo [ y I1l y al EIM mediante el complejo III, pero
también se genera a partir de flavoenzimas, NADPH oxidasa (NOx) o lipoxigenasas y
ciclooxigenasas. Antioxidantes de tipo enzimatico, como SOD, puede dismutar dos
moléculas de O2* para transformarlas en H202 Posteriormente, las enzimas CAT y GPx
convierten H202 en H20. Estas enzimas, en conjunto con glutatiéon reductasa (GR) y
peroxiredoxinas (Prxs), son los componentes principales del sistema antioxidante

enzimatico destinado a contrarrestar los dafios moleculares por EROs (Figura 42).
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Figura 42. Producciéon y remocion de EROs. Adaptada de Lopez-Fabuel y cols, 2016.

Esta accion integrada es de gran importancia, dado que tanto CAT como GPx se
encuentran implicadas en la eliminacién de H202, se sugiere que CAT puede actuar
como un mecanismo de defensa contra el exceso de H202, mientras que GPx actuaria

predominantemente frente a concentraciones bajas o fisiol6gicas de H202.
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Ademas, el péptido GHS es el compuesto derivado de tioles con menor peso
molecular y con mas abundancia que se sintetiza en las células. Tiene un rol clave en las
defensas antioxidantes, protegiendo a las células contra los xenobidticos y
manteniendo la homeostasis redox. Es el principal antioxidante no enzimatico,
particularmente en las mitocondrias, donde protege esta organela de la excesiva
generacion EROs. La mayor parte de GSH es utilizada por GPx y Prx6 para catalizar la

reduccion de H20z.

Serializacion mediante EROs

La sefalizacién por EROs principalmente se encarga de la propia defensa celular
frente al estrés oxidativo, reestableciendo la homeostasis redox. No obstante, presenta
otras funciones fisiolégicas, como la regulacién de la vasculatura, control de la tension
de oxigeno, y la transduccién de sefiales desde varios receptores celulares. El H202 ha

sido el agente propuesto como un segundo mensajero en el proceso de sefalizacion
redox, puesto que presenta mayor estabilidad que el Oz". Difunde a través de las

membranas, y gracias al transporte mediado por las aquaporinas mitocondriales, esta
sujeto a un mayor grado de regulacién. La oxidacién reversible de Cys y metioninas
constituye el principal mecanismo de sefializacién redox, en tanto que la modificacion
ejercida por el H202 sobre las Cys genera hidroxilaciéon y los procesos de oxidacion
también pueden conducir a la formacién de puentes disulfuro intra e intermoleculares
(Droge, 2002).

La sefalizacién mediada por EROs es la responsable de la activacion del factor
transcripcional Nrf2, encargado de inducir la transcripcion de genes antioxidantes,
tales como HO-1 (hemo-oxigenasa 1), NQO-1 [NAD(P)H deshidrogenasa quinona 1] o
GCLc (glutamato cisteina ligasa catalitica). En condiciones basales, NRF2 se encuentra
secuestrado en el citosol gracias a suunion a KEAP1 (Kelch-like ECH-associated protein
1) y Cul3 (culina-3). KEAP1 actiia como sensor de estrés oxidativo y adaptador de
sustratos, permitiendo la interaccién de Nrf2 con Cul3, que participa en la poli-
ubiquitinaciéon de Nrf2 para su posterior degradacion por el proteasoma. El cambio

conformacional va acompafiado de la modificacién postraduccional de KEAP1 y Nrf2,
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que culminan con la disociacién de Nrf2 del complejo KEAP1-Cul3 y su translocacién al
nucleo, incrementando la transcripcién de genes antioxidantes (Kobayashi y cols, 2006;

Niture & Jaiswal, 2009).

Peroxidacion lipidica

El SNC es especialmente susceptible al dafio inducido por EROs debido a su
mayor disponibilidad y consumo de oxigeno, altos niveles de acidos grasos
poliinsaturados, principales componentes de membranas celulares altamente
susceptibles al dafio por oxidantes; sus niveles relativamente bajos de defensas
antioxidantes, y alto contenido de metales activos redox (Valko y cols, 2007; Virgolini
& Aschner, 2021).

La peroxidacion de lipidos altera la estructura y funcién normal de las bicapas
lipidicas que rodean a la célula y a las membranas de organelas, como las mitocondrias.
En particular, la peroxidacién lipidica puede alterar la fluidez y permeabilidad de la
membrana llevando a pérdida de funcién del transporte de iones y otras moléculas,
limitando asi la funciéon de la organela o de la célula en general. En los sistemas
bioldgicos, la peroxidacion de lipidos se produce de dos formas, una enzimatica, que
implica la participacion de ciclooxigenasa y lipoxigenasa en la oxidaciéon de acidos
grasos y otras reacciones no enzimaticas, que incluye metales de transicién, las EROs y
ERNsy otros. Los resultados de la peroxidacion excesiva son muy dafiinos para la célula,
a pesar de contribuir a la respuesta inflamatoria, debido a su importancia en la reacciéon
en cascada del acido araquiddnico a formacion de prostaglandinas.

La peroxidacion lipidica se ha relacionado con el deterioro de la fosforilacion
oxidativa mitocondrial y la aparicion de megamitocondrias. En pacientes con
enfermedad hepatica alcohdlica, los marcadores séricos de peroxidacién lipidica, se
encuentran aumentados y los aductos que forman con proteinas podrian ser uno de los
mecanismos que subyacen a la aparicion de higado graso, necrosis focal y fibrosis
hepatica. Los niveles de OH-, también aumentan, lo que incrementa la permeabilidad de
la membrana por el dafno a lipidos y afecta su funcion, lo que lleva al colapso del

potencial de la membrana mitocondrial y al inicio de la MPT (Matsuhashi y cols, 1998).
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Otros estudios demostraron que la lipoperoxidacién aumentaba la sensibilidad
del CTE a la inhibicién por estrés oxidativo, excepto a nivel del complejo II, lo que
contribuye a una disminucién del funcionamiento del sistema de fosforilacion oxidativa

y reduce las tasas de sintesis de ATP.

Pb, Etanol y estrés oxidativo

Entre los mecanismos moleculares que estan involucrados en la toxicidad
inducida por Pb, se han reportado cambios a nivel de enzimas y reservas antioxidantes,
principalmente por un mecanismo mediado por su afinidad a grupos tioles. Esta
documentado qué la exposicion a Pb aumenta los niveles de EROs y uno de los
mecanismos propuestos es el aumento del Ca2* intracelular, lo que conlleva una
disminucién del AY dando como resultado los primeros estadios de disfuncion
mitocondrial via liberacién de citocromo c (Flora y cols, 2007).

Ademas, dada su afinidad por grupos tioles, Pb puede unirse al GSH y disminuir
la reserva de tiol reactivo, induciendo asi el estrés oxidativo. Otro mecanismo que ha
sido descripto es la interrupcién de la sefializacién del Ca2* mitocondrial por Pb, que
puede conducir también a la generacién de EROs y la pérdida del AY, iniciar la
apoptosis e inhibir la ATPasa Na*/K*, disminuyendo los niveles de ATP celular,
comprometiendo asi el estado bioenergético de la célula (Baranowska-Bosiacka y cols,
2013). Aunque varios mecanismos como la inhibicidn de tioles y la competencia con
cationes bivalentes esenciales pueden explicar los efectos adversos del Pb, el estrés
oxidativo es un factor importante en la etiologia de la toxicidad del Pb (Patrick, 2006b).
Si bien no es un metal con actividad redox, sus acciones pro-oxidantes pueden estar
mediadas por la inhibicion de la 6-ALA-d y, por lo tanto, la acumulacion del acido delta
aminolevulinico (6-ALA), un compuesto que sufre enolizacién y autooxidacion con la
generacion resultante de EROs.

La neurotoxicidad asociada con la exposicién al Pb puede ser el resultado de una
serie de pequeias perturbaciones en el metabolismo cerebral y, en particular, del estrés
oxidativo. En este estudio realizado por Villeda-Hernandez y cols, ratas prefiadas de la

cepa Wistar se expusieron durante la gestacién a concentraciones variables de acetato
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de Pb a través de agua potable (soluciones que contenian 320 o 160 ppm de Pb) y las
crias fueron tratadas de la misma forma después del nacimiento hasta los 45 dias de
edad, cuando fueron sacrificadas para determinar los niveles de Pb en sangre y en
diferentes regiones cerebrales: estriado, corteza parietal, tdlamo, hipocampo y
cerebelo. Los resultados mostraron que la plombemia en estos animales aument6
manera dependiente de la dosis, alcanzando valores de hasta 35 pg/dl En el cerebro, el
Pb se acumulé preferentemente en la corteza parietal, cuerpo estriado y el tdlamo
donde se alcanzaron los valores maximos de 97 ug/g de tejido, en comparacion con el
grupo de control, mientras que los niveles de lipidos oxidados aumentaron
significativamente en el estriado, el tdlamo y el hipocampo de los animales tratados, asi
como también en sangre periférica (Villeda-Hernandez y cols, 2001).

El Pb también compite y puede desplazar metales en las metaloproteinas
alterando su funcién y contribuyendo posteriormente a un estado de estrés oxidativo
celular. Se ha descripto que Pb sustituye a los metales divalentes presentes en la SOD
Cu/Zn, MnSOD y las diferentes isoenzimas de la familia de las GPx, inhibiendo asi las
actividades enzimaticas de los sistemas que son responsables de eliminar las EROs. Sin
embargo, aunque el Pb puede inhibir estas enzimas a niveles elevados o después de una
exposicion prolongada, también se ha informado de la activaciéon inducida por Pb,
probablemente como una respuesta compensadora frente al desbalance oxidativo, y
como resultado de una peroxidacién lipidica exagerada. Esto es particularmente cierto
para la actividad CAT, en la que se informé una correlacién positiva con los niveles de
Pb en adultos (Gurer-Orhan y cols, 2004), nifios (Ahamed y cols, 2005) y en el cerebro
de animales de laboratorio expuestos a Pb (Bokara y cols, 2008; Correa y cols, 2000)
como se describié también en el en el Capitulo 1, en cerebro de ratas expuestas
perinatalmente a Pb, modelo utilizado en este trabajo de tesis. Cabe sefalar que,
ademas de la capacidad del CAT para metabolizar el H202 a través de una reaccion
catalitica, esta enzima también puede promover la reaccion del H202 con los donantes
de Hz, como los alcoholes de bajo peso molecular, a través de una reaccién peroxidativa,
lo que constituye un paso metabdlico importante en el proceso de oxidacién de EtOH

en cerebro (Vetrano y cols, 2005).
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Numerosas evidencias experimentales posicionan al estrés oxidativo como uno
de los principales mecanismos de accion toxica, tanto de Pb como de EtOH (Adonaylo &
Oteiza, 1999; Husain y cols, 2001; Tandon y cols, 2002).

Aunque no se puede atribuir un solo evento al mecanismo de toxicidad de EtOH,
el desequilibrio del estado redox se sefala frecuentemente como un mecanismo
convergente (Cederbaum y cols, 2009). Entre los principales procesos que ocurren se
evidencian alteraciones en la relacion NAD*/NADH, un factor critico en el metabolismo
del EtOH (por ser cofactor de ALDH2) y en la homeostasis mitocondrial al ser uno de
los principales donores de electrones del Complejo I para iniciar la fosforilaciéon
oxidativa, ocasionando dafio mitocondrial, con la consiguiente disminucién de la
produccion de ATP. Lareduccion de los niveles de GSH en las mitocondrias y el aumento
de las concentraciones de Fe2*, promoviendo la formacion de OH a través de la reaccion
no enzimatica de Fenton, también forman parte de su mecanismo de toxicidad
multifactorial.

Como se ha descripto en la introduccion y a lo largo de este trabajo de tesis, la
producciéon de ACD, con su alta reactividad y capacidad de formar aductos con
macromoléculas es uno de los eventos cruciales en la toxicidad de EtOH. También se
evidencian efectos peroxidativos sobre las membranas celulares, debido a sus
caracteristicas lipofilicas y anfipaticas y la induccién de CYP2E1 en el cerebro y el
higado, una fuente importante de ROS. Todos estos factores podrian contribuir a la
generacion de aldehidos reactivos, como 4-HNE y MDA, siendo ambos sustratos de
ALDH2 (Zhao & Wang, 2015).

Al respecto, EtOH puede inducir procesos oxidativos directamente a través de
02+, OH- e hidroxietilo radicales formados en su biotransformacién, con un rol también
de las ERNs como el peroxinitrito (Thurman y cols, 1999). El higado y el rifién, siendo
organos que juegan un papel vital en el metabolismo y excrecién de ambos téxicos, son
organos blanco de dafios debido a la accién oxidativa de estos xenobidticos. A este
respecto, se hareportado que la peroxidacién lipidica de membranas celulares inducida
por Pb y EtOH juega un papel crucial en los mecanismos de hepato y nefrotoxicidad de
estas sustancias (Jurczuk y cols, 2006; Sandhir & Gill, 1995), reportdndose mayor

concentracion de MDA, utilizado como bioindicador de peroxidacién lipidica. También
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se evidencian alteraciones en la actividad de enzimas antioxidantes como SOD y CAT en
el higado y rin6n de ratas expuestos a Pb o EtOH. Especialmente en higado, los procesos
de peroxidacién lipidica se intensifican en la co-exposiciéon a Pb y EtOH, lo que podria
indicar un efecto potenciado de la interaccién entre ambos (Jurczuk y cols, 2006).

Ha sido descripta asimismo la disminuciéon inducida por EtOH de las
concentraciones de GSH en higado y en rifidn, que puede ser el efecto resultante de la
utilizaciéon de grupos tioles para eliminar los radicales libres formados durante la
oxidacion de EtOH. Ademas, la disminucién de la concentraciéon de GSH debido a la
exposicion a EtOH también podria ser causada por la unién (formacién de aductos) de
ACD a grupos SH, asi como por cambios en las actividades de las enzimas responsables
del mantenimiento de la concentracidn fisiol6gica de GSH, tales como GRy G6PD, ya que
ha informado al respecto que EtOH puede inhibir la actividad de estas enzimas (Ohi y
cols, 1998).

Interesantemente, en un trabajo realizado por Flora y col en 2012 se abord6 el
estudio de la toxicidad combinada de Pb y EtOH en cerebro. Para ello, se expusieron
ratas machos de la cepa Wistar a Pb (0,1% en agua de bebida), EtOH (10% en agua de
bebida) o su combinacién; de forma crénica a lo largo de 16 semanas (4 meses). Fueron
evaluados posteriormente diferentes marcadores de estrés oxidativo, incluyendo
sistemas enzimaticos y no enzimaticos en sangre periférica, y en homogenato de
cerebro de estos animales. Los grupos que recibieron Pb, EtOH o su combinacion
mostraron una disminucion significativa en los niveles de enzimas antioxidantes como
SOD, CAT y GPx, en comparacién con los animales controles. Las mayores inhibiciones
y alteraciones en los parametros de estrés oxidativo fueron evidenciadas en el grupo
que recibi6 ambos téxicos. Este estado de desbalance oxidativo precedi6 al aumento en
la expresion de proteinas marcadoras de apoptosis, como caspasa 3 y la proteina p53.
A suvez, se encontrd un aumento en la liberacién de cit ¢ hacia el citosol indicando una
disfuncién por apertura del poro mitocondrial y alteracion del AY de esta organela

(Floray cols, 2012).
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ALDH?2 y estrés oxidativo

ALDH?2 es considerada como una enzima indirectamente antioxidante, por su rol
principal en la degradacion de aldehidos toxicos como ACD y 4-HNE. A su vez, se ha
reportado que ALDH2 es inhibida por altos niveles de 4-HNE por lo que al acumularse
este metabolito produce aiin mas deterioro sobre esta enzima, lo que favoreceria al
incremento de EROs y dafio oxidativo. Como un producto de peroxidacién lipidica, 4-
HNE es considerado un biomarcador de estrés oxidativo e identificado como uno de los
aldehidos mas reactivos, participando en multiples procesos fisiolégicos como un
segundo mensajero, y formando aductos con muchas sustancias quimicas,
particularmente con residuos de cisteina de proteinas que contienen grupos tioles. En
condiciones fisioldgicas, 4-HNE tiene una corta vida media y estd estrechamente
regulado por la actividad de enzimas como glutatiéon sulfur-transferasa, aldo-ceto
reductasay ALDH (en particular ALDH2 y ALDH3), siendo la primera también inhibida
por 4-HNE y disminuyendo por lo tanto la afinidad por su sustrato, dando como
resultado mayor cantidad de aductos de proteinas e incrementando el dafio celular
particularmente en organelas vulnerables como la mitocondria (Breitzig y cols, 2016).

Numerosas evidencias recientes indican que el estrés oxidativo y los productos
resultantes como el 4-HNE juegan un rol en la patogenia de diferentes enfermedades
neurodegenerativas, como enfermedad de Alzeheimer y Parkinson, en las que se ha
demostrado que la reduccion en los niveles de 4-HNE podria limitar la progresion del
dafio neuroldgico. En esta patologia, DA sufre desaminacién oxidativa catalizada por
monoamino oxidasa a DOPAL, que se metaboliza principalmente en acido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC) a través de ALDH2. La biotransformaciéon de DOPAL es
critica ya que este aldehido derivado de DA es un electréfilo reactivo y téxico para las
células dopaminérgicas. Por lo tanto, 4-HNE producido a través del estrés oxidativo
inhibe la oxidacion mediada por ALDH2 de la neurotoxina endégena DOPAL, ya que se
demostro que la incubacion de ALDHZ recombinante humana con 4-HNE (1,5-30 mM)
produjo inhibicion de la actividad y acumulaciéon de DOPAL (Florang y cols, 2007).

A este respecto, en un trabajo realizado por Ma y cols, se observd que la

deficiencia de ALDH2 acentud la fibrosis hepatica inducida por CCls en ratones. Ademas,
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en animales transgénicos ALDH2-/- se desencadendé mas generacion de EROs,
apoptosis de hepatocitos y mitofagia deteriorada después del tratamiento con CCls. En
células HSC-T6, el silenciamiento del gen de ALDH2 mediante la transfeccién con un
precursor de RNAi, aumenté la generacién de EROs y, por el contrario, la
sobreexpresién de ALDH2 o la activacién por administracién de Alda-1 (un activador
de la enzima ALDHZ2) revirti6 parcialmente el efecto antes mencionado. Ademas, la
administracion de Alda-1 protegio6 contra la fibrosis hepatica in vivo, efecto que podria
estar mediado por la regulacion positiva de la cascada de Nrf2/HO-1, indicando que
ALDH?2 tiene un importante rol en el mantenimiento del balance redox celular (Ma y
cols, 2018).

Asi, por lo descripto anteriormente, resulta de total importancia estudiar los
efectos del estrés oxidativo que ocurren a nivel cerebral, ya que el SNC conforma un
sitio blanco de la accién téxica tanto de Pb como de EtOH, ademads de ser un 6rgano muy
susceptible al dafio oxidativo. Los mecanismos por los cuales ejercen su accion téxica a
nivel neuronal no estan atin completamente esclarecidos, por lo que en este capitulo
proponemos abordar el estudio de marcadores de estrés oxidativo en células SH-SY5Y

expuestas a Pb y EtOH en un contexto de baja actividad y expresién de ALDH2.
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Materiales y métodos

Determinacion de los niveles de EROs

El diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina (H2DCFDA) es una de las sondas
mas utilizada para estimar los niveles de EROs celulares y puede proporcionar
mediciones fiables tanto en células enteras como también en preparaciones purificadas
de mitocondria.

La H2DCFDA difunde al interior de las células y alli es desacetilada por las
esterasas celulares para formar 2'7'-diclorodihidrofluoresceina  (HzDCF),
convirtiéndola en un compuesto mas hidrofilico que es retenido en el citosol. En
presencia de EROs, predominantemente H202, H2DCF se oxida rapidamente a 2', 7'-
diclorofluoresceina (DCF), que es altamente fluorescente, con longitudes de onda de
excitacion y emision de 498 y 522 nm, respectivamente, pudiendo cuantificarse por
diferentes metodologias, por ejemplo, mediante microscopia de fluorescencia (Figura

43).
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Figura 43. Reaccion de oxidacion de DCF H;-DA.

Originalmente se postul6é que la oxidacién de H2DCF a DCF era especifica para
H202, pero la evidencia reciente ha demostrado que otras EROs como el OH, los
hidroperoéxidos y el peroxinitrito también pueden oxidar H2DCF, pero con una
sensibilidad muy reducida en comparacion con la del H202 (Winterbourn, 2014).

Para llevar a cabo este ensayo, se crecieron células SH-SY5Y en capsulas
individuales de 3,5mm a una densidad de 10.000 cels/capsula. Al dia siguiente las
células fueron tratadas con Pb y EtOH durante 24 h de acuerdo a lo descripto en el

capitulo 2. Posteriormente fueron cultivadas en presencia de 10 mM de H2DCFDA
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(Sigma-Merck, Argentina) durante 30 min a 37°C en incubadora con 5% de CO2 y
lavadas dos veces con PBS 1Xpara su observacién en un microscopio de fluorescencia
con objetivo de 63X sumergible (AXIOPLAN, CIQUIBIC, UNC). Como control positivo de
la técnica se analizé un grupo adicional conformado por células que fueron expuestas a
H202 50mM durante 30 minutos.

Se obtuvieron 5 a 7 imagenes de cada condicién, analizandose al menos 20
células por condicién en 3 experimentos independientes. Las imagenes fueron

cuantificadas utilizando el software Image].

Determinacion de la actividad enzimdtica de catalasa

La actividad enzimatica de CAT se determiné mediante espectrofotometria,
teniendo como referencia el método de Aebi (Aebi, 1984) con ligeras modificaciones.
Esta técnica se basa en el seguimiento de la descomposicién del H202 mediada por CAT,
que se observa mediante la disminucion en los niveles de absorbancia del H202 a una
longitud de onda de 240 nm.

Para llevar a cabo este ensayo, se crecieron células SH-SY5Y en capsulas
individuales de 6cm hasta llegar a una confluencia del 70%. Estas células fueron luego
tratadas durante 24 h con Pb y EtOH segun lo descripto en el capitulo 2. Al finalizar el
periodo de exposicién fueron tripsinizadas y se procedié a homogeneizar el pellet
celular obtenido en buffer fosfato que fue luego sonicado y centrifugado a 10.000 rpm
durante 10 min. El sobrenadante fue utilizado para la mediciéon de la actividad
enzimatica de CAT en tanto que una alicuota del sobrenadante se us6 para para la
medicion de proteinas mediante un kit comercial basado en el método de Bradford
(BioRad Bradford Protein Assay Kit, Hércules, CA, USA). El procedimiento empleado
consistié en colocar en una cubeta de cuarzo 1,25 ml de buffer fosfato 50 mM (pH=7) al
que se le adicion6 100 pl de H202 150 mM y 25 pl de la muestra. Se tomaron mediciones
cada 1 min durante 10 min.

La actividad de CAT fue determinada utilizando un espectrofotémetro Varian

Cary 50. Los valores de absorbancia obtenidos fueron transformados a unidades de
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actividad/min/ml/mg de proteina mediante la siguiente férmula (coeficiente de

extincion molar del H202 e 240= 0,0394 mmol-1).

U CAT/mg prot/min = Abs/min X Vcubeta/ (40 X V muestra X Mg proteina X 100)

Determinacion de la expresion de catalasa

Para la cuantificacion de la expresion de la enzima CAT se emple6 la técnica de
WB (ver Materiales y Métodos del capitulo 2), utilizando un anticuerpo primario de
conejo anti-CAT (1/1000, Abcam) y un anticuerpo secundario IR-Anti-conejo posterior
mente revelando la sefial con el scanner infrarrojo Odyssey (LI-COR Biosciences). Las

imagenes obtenidas fueron cuantificadas utilizando el software Image].

Determinacion de la concentracion de sustancias reactivas al dcido tiobarbitiirico
(TBARS)

Para estimar el dafio por peroxidacidn lipidica, las sustancias reactivas al acido
tiobarbiturico (TBARS) fueron determinadas en homogenatos de células. El
fundamento de la técnica se basa en que el MDA, un metabolito final de la peroxidacién
lipidica y uno de los mas abundantes, reacciona con el acido tiobarbitiurico (TBA) para
formar un aducto. Este compuesto puede cuantificarse espectrofotométricamente
midiendo su absorbancia a una longitud de onda de 530nm.

Para ello, las muestras se incubaron a 100 °C durante 60 min en medio acido que
contiene SDS al 0,45% y TBA al 0,6%. Fueron luego centrifugadas y se determin el
producto de reaccibn a 530 nm en el sobrenadante. Se utiliz6 1,1,3,3-
tetrametoxipropano (TMP) como estandar para realizar la curva de calibracion para

TBARS y los resultados se expresaron como nmol MDA/ mg de proteina.
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Resultados

Cuantificacion de EROs

En la Figura 44 puede observarse el grafico correspondiente a la cuantificacion
de la intensidad de fluorescencia verde, producto de la oxidacién de DCFH2-DA en
células SH-SY5Y expuestas a Pb y EtOH. El analisis estadistico realizado mediante
ANOVA de una via arrojé diferencias en los grupos respecto al control: F (4, 10) = 20,76;
p<0,0001. C vs Pb, p<0,005; C vs EtOH, p<0,05; C vs Pb+EtOH, p<0,001. Se observé un
aumento en la fluorescencia verde de DCF por efecto de la exposicién a Pb, EtOH y su
combinacién indicando la produccién aumentada de EROs. En cuanto al grupo expuesto
a H202 50Mm, éste presentd el aumento esperado de la fluorescencia verde de DCF
evidenciando la sensibilidad de la sonda para indicar cambios en la produccién de EROs

en las condiciones experimentales evaluadas.
A.
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EtOH 200mM
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Figura 44. Cuantificaciéon de EROs. A. Se grafican los datos de intensidad de fluorescencia de DCF por
campo, expresada como porcentaje del grupo C. * denota p<0,05. ** denota p<0,01. ***denota p<0,001

respecto al grupo control. B. Fotografias representativas de células SH-SY5Y (63X).
Estimacion del dario por peroxidacion lipidica

En la Figura 45 se observa graficado el resultado de la determinacién TBARS. El
ANOVA de una via y posterior andlisis de la prueba de Tukey como post-hoc realizado
arrojo6 diferencias respecto al grupo control: F (3,8) = 36,92; p<0,0001. C vs Pb, p<0,05; C
vs Pb+EtOH, p<0,0001; se observaron asimismo diferencias entre los grupos: Pb vs
Pb+EtOH, p<0,01; EtOH vs Pb+EtOH, p<0,001. Estos resultados podrian estar indicando
una mayor acumulacién de aldehidos téxicos debido a la inhibicién de la combinacién
entre Pb y EtOH sobre los niveles de ALDHZ2, lo que implicaria mayores niveles de EROs
favoreciendo asi el dafio por peroxidacion lipidica cuando ambos téxicos estan

presentes.
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Figura 45. Cuantificacion de TBARS. *denota p<0,05, ** denota p<0,001 respecto al grupo control. #

denota p<0,05 entre tratamientos.
Actividad enzimadtica de catalasa

Se puede observar la cuantificacion de la actividad de la enzima CAT en la Figura
46. El ANOVA de una via seguido por el test de Tukey como post-hoc mostroé diferencias
significativas, F (3,12) = 9,646; p<0,05. La exposicién a Pb y EtOH evidenci6 diferencias
respecto al grupo control: C vs Pb+EtOH, p<0,001; y respecto a la exposicién a ambos
toxicos por separado: Pb vs Pb+EtOH, p>0,05; EtOH vs Pb+EtOH, p>0,05. Esto
demuestra que la interaccion entre Pb y EtOH provoca un aumento en la actividad de
CAT en células SH-SY5Y, probablemente como mecanismo compensatorio frente a los

elevados niveles de EROs y TBARS presentes generando un entorno oxidante.
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Figura46. Actividad enzimatica de Catalasa. * denota p<0,05 respecto al grupo control. # denota

p<0,05 respecto de Pb y EtOH.
Expresion de catalasa

La determinacion de la expresién de CAT mediante WB (Figura 47) se mantuvo
en concordancia con los resultados obtenidos para la actividad de CAT. En este caso, el
ANOVA de una via seguido por el test de Tukey como post-hoc mostré diferencias
significativas: F (3,12) = 7,67; p<0,05, y se observé el sinergismo entre Pb y EtOH sobre

la expresion de CAT: C vs Pb+EtOH, p<0,01.
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Figura 47. Expresion de Catalasa. A. Grafico de cuantificacion de la expresion de CAT. ANOVA de una
via: **denota p<0,01 en relacidn al grupo control. B. Fotografia representativa del scanner de membrana
utilizando el equipo Odyssey. Se muestran las bandas correspondientes a CAT (superior) y a tubulina

(inferior) como control de carga durante la corrida electroforética.
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Discusion y conclusiones parciales

Es reconocido el rol de la enzima ALDH2 en el balance redox de la célula,
particularmente relacionado a su capacidad de detoxificacién de aldehidos altamente
reactivos. Al respecto, los resultados presentados en este capitulo demuestran un
aumento en las concentraciones de MDA en el grupo expuesto a Pb y EtOH con respecto
a la exposicion a ambos téxicos por separado. Este incremento en los niveles de MDA
se acompana con elevados niveles de EROs, indicando un desbalance oxidativo celular
hacia las especies oxidantes. Si bien estos mecanismos de toxicidad han sido reportados
en diferentes sistemas frente a la exposicion a Pb, EtOH o su combinacioén, en el presente
trabajo de tesis se da evidencia de que en este contexto, la exposicion a Pb y EtOH fue
capaz de inhibir la actividad y expresion enzimatica de ALDHZ, lo que sugeriria que los
dafios por peroxidacion lipidica podrian estar mediados por la acumulaciéon de ACD, 4-
HNE y probablemente DOPAL en células dopaminérgicas de neuroblastoma humano
SH-SY5Y, poniendo de manifiesto el rol crucial de esta enzima en el balance oxidativo
celular y en la remocion de aldehidos toxicos.

Por otra parte, se observé un incremento en los niveles de CAT, tanto de
actividad enzimatica como de expresién de la proteina en células SH-SY5Y, que fueron
tratadas con Pb y EtOH. Este resultado podria evidenciar un mecanismo compensatorio
en estas células que se activaria a modo de defensa frente al creciente nivel de EROs y
de aldehidos téxicos acumulados. En linea con estos resultados también reportamos
aumento de la actividad y expresién de CAT en ratas expuestas perinatalmente a Pb, lo
que, sumado al deficiente funcionamiento de la enzima ALDHZ2, podria explicar en parte
el elevado consumo de EtOH que presentan estos animales por acumulaciéon de ACD
cerebral (Mattalloni y cols, 2013, 2017 y 2019 ay b).

En relaciéon a la generacidn de estrés oxidativo por parte de Pb y EtOH,
numerosas evidencias sefialan la capacidad de ambos neurotéxicos (y de su
combinacién), de inducir un desbalance redox en la célula (Virgolini y cols, 2019). En
este caso, y en relacion a las EROs, los resultados demuestran que este desbalance
puede ser el resultado de una mayor produccién de estos compuestos, lo que podria

conducir a un aumento en la actividad y expresion de enzimas antioxidantes (en este
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caso CAT) asi como al exceso de formacién de lipidos peroxidados. Podria decirse
entonces, que el estrés oxidativo seria un mecanismo de accién comuin a ambos téxicos,
que se veria potenciado por la inhibicién de la actividad y expresién de ALDH2 y los
dafios ocasionados a nivel de la funcionalidad mitocondrial descriptos en el Capitulo 3.
En este punto, es necesario asimismo discutir estos resultados en el marco de la
modulacién de los niveles de estrés oxidativo inducidos por Pb por un mecanismo que
esta relacionado a la desregulacion de los niveles intracelulares de Ca?*, que por su
estado de oxidacion muestra similitud con el Pb2*. Se ha reportado que la
neurotoxicidad ejercida por Pb podria estar relacionada a la acumulaciéon de Ca2+ y
desregulacion de los multiples procesos en los que participa este cation puesto que, una
vez que el Pb ingresa a las células, se une a los grupos tioles de proteinas y compite con
iones esenciales por sus sitios de insercion como por ejemplo los canales idnicos, en
particular los Ca-dependientes. Ademas, Pb tiende a acumularse y a dafar la
mitocondria, la cual tiene un rol importante en la regulacién de la concentracion
intracelular de Ca?* (revisado en Sanders y cols, 2009, Virgolini y Aschner, 2021).
Dado que en estas condiciones experimentales existe dafio por peroxidacién
lipidica e incremento de EROs debido a la acumulacién de aldehidos téxicos, resulta de
interés abordar el estudio de los efectos que produciria la activacién de ALDH2 en este
modelo experimental. Para ello, en el capitulo siguiente de este trabajo de tesis

propusimos evaluar los efectos de la activacién de ALDH2 utilizando Alda-1.
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Capitulo 5

Efecto de la administracion de Alda-1 en células SH-SY5Y

expuestas a Pb y Etanol
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Efecto de la administracion de Alda-1 en células SH-SY5Y
expuestas a Pb y etanol

Activadores de ALDHs (Aldas)

Los activadores de ALDHs (Aldas) han sido recientemente desarrollados como
moléculas que son capaces de aumentar la actividad de las enzimas pertenecientes a la
familia ALDH. Si bien aun sigue investigandose el mecanismo de accion de estos
compuestos, se ha descripto que potencian la unién enzima/sustrato y estabilizan la
estructura tetramérica de las enzimas, incluso de la ALDH2*2 (Perez-Miller y cols,
2010).

En particular, Alda-1 [N- (1,3-benzodioxol-5-ilmetil) -2,6-diclorobenzamida] es
un activador de la ALDH2, pudiendo incrementar la actividad enzimatica hasta en 11
veces su valor. Cuando se administr6 Alda-1 en ratas antes de un evento isquémico,
redujo el tamafio de la lesién por infarto en un 60%, muy probablemente a través de su
efecto inhibidor sobre la formacion de aldehidos citotéxicos. Ademas, en estudios in
vitro, Alda-1 demostré ser un activador particularmente eficaz de ALDH2*2 (Chen y
cols, 2009). No so6lo ha sido reportado que Alda-1 aumenta selectivamente la actividad
enzimatica de ALDHZ2, sino que también incrementa los niveles de proteina de la enzima
(Belmont-Diaz y cols, 2016; Zhao y cols, 2020).

La activacion de ALDH2 por Alda-1 es un mecanismo muy estudiado en
numerosos modelos experimentales tanto in vivo como in vitro, con el fin de evidenciar
el rol de ALDH2Z y la acumulacion de aldehidos toxicos en diferentes patologias.
Numerosas evidencias muestran que Alda-1 disminuye los efectos deletéreos causados
por altos niveles de EROs y mejora los dafios en diferentes modelos animales de
patologias, como infarto de miocardio, accidente cerebrovascular, dermatitis por
radiacién y dolor (Gross y cols, 2015). También se ha probado en otros modelos de
patologias como la enfermedad de Parkinson, modelos de privacion de oxigeno-glucosa
cerebral (Guo y cols, 2013), lesién por isquemia-reperfusion cerebral (Fu y cols, 2014),
dermatitis inducida por radiacién (Ning y cols, 2012), e infarto de miocardio (Sun y cols,

2021). Estas evidencias en diferentes modelos apoyan la idea de que la activacion de
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ALDH2 por Alda-1 protegeria la integridad celular y pone de manifiesto la participacion
crucial de esta enzima en numerosas patologias, como estd ilustrado en la Figura 6.

Particularmente, ALDH2 se ha propuesto como enzima clave en la
cardioproteccién durante los procesos de isquemia-reperfusion. Esta propuesta llevé a
la busqueda de activadores de ALDH2 con el objetivo de desarrollar farmacos
cardioprotectores, y Alda-1 fue el primer activador de ALDH2 identificado. A pesar del
gran potencial farmacoldégico de Alda-1, el mecanismo de accién todavia no esta
completamente dilucidado. Al respecto, un estudio cristalografico mostré que Alda-1 se
une a la entrada del sitio de unién al aldehido (sustrato); por lo tanto, Alda-1 deberia
ser, en esencia, un inhibidor. Para explicar la activacion por Alda-1, se propuso que la
unién de esta molécula disminuye el volumen de bolsillo del sitio activo y, como
resultado, aumenta la probabilidad de encuentros entre las moléculas implicadas en la
catdlisis actuando, asi como una molécula chaperona estructural de la enzima, lo que
algunos autores definen como un parche molecular (Pérez-Miller y cols, 2010). En este
estudio se determin6 también, que en lugar de unirse cerca del sitio de mutacion en la
variante inactiva ALDH2*2, Alda-1 se une cerca de la salida del tinel de union al
sustrato, en una posicién que se superpone al sitio inhibidor, pero deja los residuos
criticos del sitio activo Cys302 y Glu268 libres para funcionar. Es asi que la capacidad
de Alda-1 para activar ALDH2 depende del tamafio del sustrato, y también puede
incrementar las actividades esterasa de ALDH2 y ALDH2*2. Tanto los ensayos
enzimaticos como los datos estructurales muestran que la unién de Alda-1 proporciona
estabilidad estructural a la enzima ALDH2*2, rescatando una gran fracciéon de los
déficits funcionales asociados con la sustitucion del Glu487 critico por Lys (Pérez-Miller
y cols, 2010).

Posteriormente, para esclarecer este hallazgo a nivel estructural, se realizaron
experimentos cinéticos con el objetivo de caracterizar el efecto de Alda-1 sobre las
propiedades de ALDH2 (parametros cinéticos, determinacion del paso limitante de la
velocidad, reactividad de la cisteina catalitica), y sobre el mecanismo cinético (tipo de
cinética, secuencia de sustratos entrada y liberacion de productos). Los resultados
mostraron que Alda-1 modifica dramaticamente las propiedades de ALDH2, puesto que

la Km para NAD* disminuy6 en 2,4 veces y la eficacia catalitica aumenté 4,4 veces; sin
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embargo, el Km para el sustrato aument6 8,6 veces, disminuyendo asi la eficacia
catalitica. Las alteraciones en estos parametros dieron como resultado un
comportamiento complejo, donde Alda-1 actiia como inhibidor a bajas concentraciones
de aldehido y como activador a altas concentraciones del sustrato. Ademas, la unién de
Alda-1 a ALDH2 hizo que el paso de desacilacion fuera menos limitante y disminuyé el
pKa de la cisteina catalitica. Asi, los patrones de inhibicién de NADH indicaron que Alda-
1 indujo un cambio en la secuencia de entrada de sustratos y liberacién de productos,
de acuerdo con la propuesta de que ambos sustratos entren en ALDH2 por el sitio de
entrada NAD+* (Belmont-Diaz y cols, 2016).

En base a estos antecedentes, cabe destacar que Alda-1 ha sido ensayado en
numerosos modelos experimentales como posible molécula para el tratamiento de
diversas patologias. Al respecto, Patil y cols, en 2019 determinaron en células
endoteliales microvasculares humanas (HMVEC) que recibieron un pre-tratamiento
con Alda-1 (20 uM), antes de la exposicion hiperéxica frente a los controles no tratados,
mostraron niveles mas bajos de 4-HNE, una disminucién significativa de las
expresiones de Bax y citocromo c denotando una reversion del dafio mitocondrial, con
la actividad y la expresion de ALDHZ parcialmente restauradas y el AY
significativamente mejorado. Estos resultados sugieren que, en las células endoteliales
vasculares del pulmén, ALDHZ2 es un objetivo terapéutico prometedor para el
tratamiento de los dafios producidos por injuria aguda en pulmén y que Alda-1 es una
posible opcién de tratamiento (Patil y cols, 2019).

Evidencias recientes también muestran que Alda-1 mitiga la regulacién positiva
de EROs inducida por aldosterona, lo cual esta en linea con un mecanismo por el cual el
compuesto acelera el metabolismo de 4-HNE por ALDH2. Esta accién rompe un circulo
vicioso. La peroxidacion lipidica produce 4-HNE, que a su vez se une a objetivos
mitocondriales y, por lo tanto, conduce a una sobrecarga mitocondrial y una mayor
produccion de EROs. También esta descripto que el 4-HNE inhibe la actividad
enzimatica de ALDH2, generando una retroalimentacién negativa contribuyendo al
dafio celular. Sin embargo, se han reportado también dos resultados inesperados con
respecto al efecto de la administracion de Alda-1: estimulacién de la sintesis de NO y la

liberacion de Ca%*(Montiel-Jaen y cols, 2021).
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En cuanto a la relacion entre la activacion de ALDH2 por Alda-1 y el consumo de
EtOH, Rivera-Meza y cols realizaron ensayos en ratas bebedoras de la cepa UChB. Para
los estudios de adquisicion de ingesta de etanol, ratas UChB fueron tratadas con Alda-1
durante 5 dias consecutivos 12,5 ,25 y 50 mg/kg/dia o inyectadas i.p. con solucion
vehiculo. En el dia 2, se permitié a los animales elegir entre beber de 2 botellas,
conteniendo 10% de EtOH o solo agua, y el consumo de EtOH fue monitoreado durante
28 dias consecutivos. Se observo una inhibicidn significativa del consumo de EtOH por
el tratamiento con Alda-1, efecto que se manifesté como dosis dependiente, alcanzando
una inhibicién maxima del 90% de la adquisicidn de ingesta de EtOH al en el quinto dia
de administracion de 25 mg /kg / dia en comparacion con el vehiculo (Rivera-Meza y
cols, 2019). Durante el mismo periodo de tratamiento de 5 dias, los animales tratados
con vehiculo mostraron la escalada del consumo de EtOH caracteristico en ratas UChB
(Quintanilla y cols, 2011; 2016b). También, fue cuantificada la actividad enzimatica de
ALDH2 en tejido hepatico y cerebral luego de la administraciéon de una dosis tnica de
25 mg de Alda-1. Se evidencié un aumento de 2,3 veces en la actividad de ALDH2
hepatica y un incremento de 3 veces en la actividad cerebral de ALDH2 respecto a los
animales vehiculo (Rivera-Meza y cols, 2019). Se observ6 también que el efecto de
activacién sobre ALDH2 perdura hasta 7-14 dias después de descontinuar su
administracion, sugiriendo que el mecanismo de activacién por Alda-1 estd mas alla de
la presencia de la droga (semivida plasmatica de 7,3 h, Taneja y cols, 2015). En general,
el estudio muestra que la administracion de Alda-1 a ratas UChB conduce a un aumento
de la actividad de ALDH2 en el higado y el cerebro, con la consecuente abolicion de la
adquisicion de la ingesta de EtOH en animales sin experiencia y una marcada reduccion
del mantenimiento de la ingesta de EtOH en animales consumidores. Alda-1 no modifico
la tasa de eliminacion de EtOH o el consumo de una sustancia gratificante diferente
como sacarosa.

Estos efectos de Alda-1 sobre la adquisicién de la ingesta de EtOH se encuentran
en linea con un estudio anterior del mismo grupo de investigacion, que muestra que la
sobreexpresién mediante la microinyeccién de un lentivirus codificante para ALDH2,
en el ATV, practicamente abolié la adquisicién de consumo de EtOH en ratas UChB

(Karahanian y cols, 2011). Sin embargo, una sobreexpresion tan localizada de ALDH2
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fue completamente ineficaz para inhibir el mantenimiento de la ingesta de EtOH en
animales que habian consolidado un alto nivel de consumo, lo que sugiere que la ingesta
créonica de EtOH depende, ademds, de la actividad neuronal de otras areas o
mecanismos cerebrales (Karahanian y cols, 2015).

Como ya se ha mencionado, la enzima ALDH2 tiene un rol critico en el
mantenimiento de la integridad celular en numerosos modelos experimentales de
diferentes patologias. Debido a esto y a los resultados expuestos en los capitulos
anteriores, nos propusimos en este capitulo abordar los efectos que se producen en
células SH-SY5Y expuestas a Pb y EtOH, frente a la activacién de ALDH2 utilizando Alda-
1. Postulamos que la activacion de ALDH2 producira una reversion de los parametros
que se vieron alterados en el balance oxidativo y la funcionalidad mitocondrial por la

exposicion a Pb y EtOH.
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Materiales y métodos

Obtencion de Alda-1

Alda-1 fue sintetizado y generosamente proporcionado por el Dr. Mario Rivera-
Meza, de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile. Segiin
el protocolo descripto por Rivera-Meza y cols, una soluciéon de cloruro de 2,6-
diclorobenzoilo y trietilamina en tetrahidrofurano anhidro se afiadié gota a gota a una
solucién de 1,3-benzodioxol-5-metilamina en tetrahidrofurano anhidro. La suspension
resultante se dejé reposar durante 1 h con agitacidon a temperatura ambiente para luego
ser transferida a una ampolla de decantacién, donde se adicion6 NaOH 1N. La fase
acuosa se extrajo 3 veces con diclorometano y las fracciones organicas se combinaron
y lavaron con agua hasta que la fase acuosa mostr6 un pH neutro. La fase organica se
sec6 bajo sulfato de sodio anhidro, se filtr6 y se administr6 diclorometano evaporado
al vacio. Alda-1 se recristalizé dos veces a partir de soluciones de EtOH, generando
cristales blancos en forma de aguja. La estructura de Alda-1 fue confirmada por

espectroscopia 1H- y 13C-RMN (Rivera-Meza y cols, 2019).

Tratamiento con Alda-1

En este objetivo, las células SH-SY5Y fueron expuestas a 10uM de Pb y 200mM de
EtOH como ha sido descripto en experimentos anteriores, y concomitantemente
durante 24h tratadas con Alda-1 en una concentraciéon de 20 um, con la finalidad de
restaurar los niveles de actividad enzimatica de ALDH2 que se ven afectados por la
exposicion a los téxicos. Luego de transcurrido el tiempo de exposicion y tratamiento,
las células fueron procesadas de acuerdo con los protocolos antes mencionados para

cuantificar:

e Actividad enzimatica de ALDH2
e Expresion de ALDH2, mediante IF (anticuerpo primario: 1/1000, mouse
antiALDH2, Invitrogen) y mediante WB (anticuerpo primario: 1/1000, rabbit

antiALDH2, Abcam) (ver seccion Materiales y métodos del Capitulo 2).
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e (Cambios en el potencial de membrana mitocondrial (AY, ver Materiales y
métodos del Capitulo 3)
e Niveles de EROs (ver Materiales y métodos del Capitulo 3).

e Masa mitocondrial (ver Materiales y métodos del Capitulo 3).

Resultados

Efectos del tratamiento con Alda-1 sobre la actividad y expresion de ALDH2

Los efectos de la administraciéon de Alda-1 sobre la actividad de ALDH2 se
muestran en la Figura 48. De acuerdo a lo esperado, se observé un incremento en la
actividad de ALDH2 en todos los grupos respecto a su estado basal (sin Alda-1). El
andlisis realizado mediante ANOVA de dos vias revelé diferencias entre los grupos
expuestos a Pb, EtOH y su combinacién respecto al C: F (3, 30) = 4,922; p<0,005, en el
tratamiento con Alda-1: F (1,30) =221,0; p<0,0001 y en la interaccién entre ambos: F 3,
30) = 4,742; p<0,05. Alda-1 fue capaz de incrementar la actividad enzimatica de ALDH2
en todos los grupos, incluso el grupo control y resultando en un incremento de hasta 20
veces en el grupo expuesto a Pb y EtOH, respecto a la actividad enzimatica inhibida por
los toxicos. Asi, el test de Tukey realizado como post-hoc revel6 que existen diferencias
significativas en todos los grupos experimentales tratados con Alda-1 respecto a su

estado basal y al control sin tratar.
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Figura 48. Actividad enzimatica de ALDH2 en respuesta al tratamiento con Alda-1 **denota p<0,01,
*** denota p<0,001 respecto al grupo C basal. #denota p<0,05, ### denota p<0,01 respecto al

tratamiento con Alda-1.

El efecto de Alda-1 en la expresion de ALDH2, fue cuantificado mediante WB e

[FI. Los resultados se grafican en las Figuras 49 y 50 respectivamente.

El analisis mediante ANOVA de dos vias de la cuantificacién por WB revel6
diferencias entre el estado basal y la exposicién a Alda-1 y la interacciéon entre ambos
factores. F (3, 24) interaccisn = 2,89; p<0,05; F (1, 24) alda-1 = 61,28; p<0,0001; F (3, 24) pb+Eton =
5,308; p<0,005. Esto evidencia que el tratamiento con Alda-1 fue capaz de aumentar
también la expresion de la enzima ALDH2, revirtiendo el efecto ocasionado por la
exposicion a Pb y EtOH, retornando los niveles de enzima a valores similares a los del
grupo C. El test de Tukey realizado como post-hoc arrojo diferencias: Pb vs Pb +Alda-1,
p<0,01; EtOH vs EtOH+Alda, p<0,05; Pb + EtOH vs Pb + EtOH+Alda-1, p<0,001. Sin
embargo, Alda-1 no tuvo efecto significativo sobre la expresién de ALDH2 en el grupo

control: Cvs. C + Alda-1, p>0,05.
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Figura 49. Efecto del tratamiento con Alda-1 sobre la expresion de ALDH2. A. Cuantificacion de la
intensidad de las bandas de WB expresada como relacién ALDH2 /Tubulina. Los datos se presentan como
la media + SEM. # denota p<0,05, ### denota p<0,01 respecto de la exposiciéon a Pb y EtOH. B Imagen
representativa del ensayo de WB para cuantificar niveles de proteina de ALDH2. Tubulina fue usada

como control de carga.

El andlisis mediante ANOVA de dos vias con posterior test de Tukey de la
cuantificaciéon de la intensidad de fluorescencia reveld diferencias estadisticamente
significativas entre el estado basal (exposiciéon a Pb y EtOH), en el tratamiento con a
Alda-1 y en la interaccion entre ambos factores: F (3, 24) mteraccion = 14,08; p<0,0001; F (1, 24)
Alda-1= 143,2; p<0,0001; F (3,24) po+Eron = 5,16; p<0,05. Este resultado esta en concordancia con

el obtenido mediante WB, ya que se observa que el tratamiento con Alda-1 fue capaz de
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aumentar también la expresion proteica de ALDHZ2, revirtiendo el efecto ocasionado
por la exposiciéon a Pb y EtOH y retornando los niveles de enzima a valores similares e
incluso mayores (C vs EtOH+Alda-1, p<0,05; C vs Pb+EtOH+Alda-1, p<0,05) a los del
grupo control. También puede observarse un cambio de morfologia celular luego del
tratamiento con Alda.1 en comparacién con las células expuestas a Pb, EtOH o su

combinacién (ver Figura 27 en el Capitulo 2).
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C+Alda-1 Pb 10 um+ Alda-1

Pb 10 pm + EtOH 200mM
+ Alda-1

Figura 50. Efecto del tratamiento con Alda-1 sobre la expresion de ALDH2 cuantificada por IFL A.

EtOH 200mM + Alda-1

Cuantificacién de la intensidad fluorescencia, expresada como relacién intensidad por um?. ## denota

p<0,05, ###denota p<0,01 respecto del basal. B. Imagenes representativas de IFI para ALDH2, 63X.
Efecto del tratamiento con Alda-1 sobre la masa mitocondrial

Se observé un aumento en la cuantificacion de la fluorescencia de Mitotracker
Green FM por el tratamiento con Alda-1: F (1,16) = 58,93; p<0,0001; respecto del estado
basal de exposicion a ambos toxicos, F (3,16) = 3,552; p<0,05; pero no se evidenci6 una
interaccidn entre ambos factores: F (3,16) = 2,349, p>0,1; impidiendo la realizacién del

andlisis post-hoc.

169 | 202



Romina Deza Ponzio

150

100 I

UA
(Intensidad de

Fluorescencia)
u
2

Pb 10uM - + - + - + - +
EtOH 200mM - - + + - - + +

Alda-1 20uM - . ; ] + + + +

C+ Alda-1 Pb 10 pm + Alda-1

EtOH 200mM + Alda-1 Pb 10 pm + EtOH 200mM +Alda-1

Figura 51. Efecto del tratamiento con Alda-1 sobre la masa mitocondrial. A. Cuantificacién de la
intensidad de fluorescencia de Mitotracker Green FM por campo. B. Fotografias representativas de cada

condicién (63X).
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Efecto del tratamiento con Alda-1 sobre el potencial de membrana mitocondrial

(4%)

Mediante la cuantificacidn de la relacién entre la fluorescencia verde y roja de
JC1 se pudo evidenciar una mejora significativa del AY evaluado luego del tratamiento
con Alda-1 en células SH-SY5Y expuestas a Pb y EtOH (Figura 52 A y B). El analisis
mediante ANOVA de dos vias reveld diferencias estadisticamente significativas por la
exposicion a los toxicos: F (3,20) = 11,11; p<0,001; por el tratamiento con Alda-1: F (1,20
= 14,65; p<0,001 y la interaccion entre ambos factores fue también significativa: F (3,20
= 7,662; p<0,005. Se evidencia que el tratamiento con Alda-1 logré revertir el dafio
causado por la exposiciéon a Pb, EtOH o su combinacién sobre AY. El test de Tukey
realizado como post-hoc reveld diferencias significativas: Pb vs Pb+Alda-1, p<0,05;

EtOH vs EtOH+Alda-1, p<0,05; Pb+EtOH vs Pb+EtOH+Alda-1, p<0,05.
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Rojo Verde Merge

C+ Alda-1

Pb 10 pm +
Alda-1

EtOH
200mM +
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Figura 52. Cuantificacidon de la fluorescencia de JC1. A. Grafico del cociente entre la fluorescencia roja
y verde de JC1, los valores se expresan como la mediax SEM y como porcentaje del control, # denota
p<0,05 respecto de la exposicion sin tratamiento con Alda-1. B. Fotografias representativas de cada

condicion, 63X
Efecto del tratamiento con Alda-1 sobre los niveles de EROs

El ANOVA de dos vias realizado mostré diferencias estadisticamente
significativas respecto a la exposicidén: F (3,16) = 13,01; p<0,05; al tratamiento con Alda-
1: F (1, 16) = 38,57; p<0,0001; y la interaccién entre ambos factores: F (3,16) = 5,461;
p<0,05. El test de Tukey utilizado como post-hoc arrojé diferencias, evidenciando una
disminucién de los niveles de EROs en todos los grupos experimentales por el
tratamiento con Alda-1, excepto en el grupo control (p>0,05): Pb vs Pb+Alda-1, p<0,05;
EtOH vs EtOH+Alda-1, p<0,01; Pb + EtOH vs Pb+EtOH+Alda-1, p<0,05; (Figura 53).
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Figura 53. Cuantificacion de los niveles de EROs mediante fluorescencia. A. Grafico de la
cuantificaciéon de la intensidad de fluorescencia de DCF por campo, expresado como porcentaje del
control. Se grafica la media + SEM. #p<0,05, ##p<0,01 respecto a la exposicion a Pb y EtOH. B. Imagenes

representativas de cada condicion (63X).
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Discusion y conclusiones parciales

En este trabajo de tesis hemos demostrado que el tratamiento con Alda-1
durante 24 h pudo revertir el dafio ocasionado por la exposiciéon a Pb y EtOH sobre la
actividad de ALDH2. El aumento fue significativamente mayor (hasta 20 veces) en el
grupo expuesto a Pb y EtOH, lo que podria indicar una diferencia conformacional de la
enzima por interaccién de ambos toxicos, ya que se ha reportado que Alda-1 induce
cambios alostéricos y estabiliza la unién tetramérica.

Interesantemente, también evidenciamos un aumento en la expresion de la
enzima, determinando los niveles aumentados de proteina mediante WB e IFI en
comparacion con el estado basal de exposicion a Pb y EtOH. Estos resultados podrian
indicar una disminucién en la acumulacion de aldehidos toxicos, como los ya
mencionados ACD, 4-HNE y MDA, promoviendo su oxidacién gracias a la restauracion
de la funcionalidad y los niveles de proteina de ALDH2. La cuantificacién de aductos
derivados del 4-HNE seria una estrategia interesante para evaluar en nuestro modelo
experimental el impacto de Alda-1 sobre el desbalance redox, como asi también en la
respiracion mitocondrial. Sin embargo, la disminucién de los niveles de EROs por el
tratamiento con Alda-1 dan evidencia del rol clave de ALDH2 en los mecanismos que
mantienen el balance redox de la célula, y ponen de manifiesto el rol crucial de Alda-1
como una molécula con un gran potencial terapéutico, lo cual podria ser el mecanismo
por el cual ALDH2 protegeria a las células del dafio oxidante. Ademas, observamos
mediante las imagenes obtenidas por microscopia confocal un cambio en la morfologia
celular luego del tratamiento con Alda-1 en comparacion al control sin tratamiento, y a
los grupos expuestos a Pb. Al respecto, si bien ha sido documentado mediante la
observacion en microscopio de campo claro (20X) que la exposicién a Pb (5 y 10 um
durante 48hs) de células SH-SY5Y provocé una pérdida de neuritas, una disminucion
del namero de células y una modificacion de la morfologia (Chetty y cols, 2005), no ha
sido reportado el efecto causado por la exposicién a Pb+EtOH, ni bajo condiciones de
tratamiento con Alda-1 sobre la morfologia celular, lo cual seria interesante para

continuar desarrollando en nuestro modelo experimental para continuar
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caracterizando los mecanismos mediante los cuales la activaciéon de ALDH2 revierte los
dafios ocasionados por la exposicién a Pb.

En relaciéon a los pardmetros de funcionalidad mitocondrial que pudimos
evaluar, determinamos que el tratamiento con Alda-1 revirtié el efecto generado por la
exposiciéon a Pb, EtOH o su combinacién en el AY, lo que podria traducirse en una
mejoria en la estabilidad de la CTE en la organela y su funcionalidad. A este respecto, en
estudios realizados en cardiomiocitos, Alda-1 parece tener un impacto positivo en la
respiracion mitocondrial, aumentando la produccion de ATP y restaurando el AY, por
lo que los autores postulan que la ALDH2 activada por Alda-1 puede haber restaurado
eficazmente la integridad mitocondrial y la funcién bioenergética y, en consecuencia, la
homeostasis energética y la produccién de energia cardiaca (Pangy cols, 2017).

En concordancia con lo mencionado anteriormente, Wimborne y cols, en 2020,
evidenciaron un aumento de EROs y 4-HNE en higado de animales tratados con
acetaminofeno y demostraron que la activacion de ALDH2, mediante la administracion
de Alda-1 fue capaz de revertir los dafnos a nivel del AY y la formacién de aductos
derivados de 4-HNE, mitigando asi los efectos hepatotéxicos del acetaminofeno
(Wimborne y cols, 2020).

Asi hemos podido demostrar que la activacion de ALDH2 mediante Alda-1
revierte el dafio oxidativo y la funcionalidad mitocondrial, causada por la exposicién a
Pb, EtOH o su combinacién en células SH-SY5Y, mediante un mecanismo que involucra
directamente a la enzima ALDH2 evidenciando su rol como enzima antioxidante y

neuroprotectora.
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CONCLUSIONES FINALES

En el presente trabajo de tesis se abordaron diferentes perspectivas de los
mecanismos de toxicidad resultantes de la exposicion a Pb, un conocido neurotéxico del
desarrollo, y a EtOH, una droga legal de amplio uso y abuso en la poblacién con
numerosos efectos adversos reportados a niveles del SNC.

Tanto en los estudios in vivo como in vitro pudo demostrarse que la interaccion
de ambos téxicos a nivel neuronal disminuye la actividad y expresion de la proteina de
ALDHZ2, una oxidorreductasa de localizacién mitocondrial cuya funcién es esencial para
la integridad celular y mitocondrial, puesto que metaboliza aldehidos toxicos,
incluyendo el ACD producto de la degradacién oxidativa del EtOH.

Estos efectos sobre la actividad enzimatica fueron revertidos tanto por la
administracion de NAD*, cofactor esencial de ALDH2Z y numerosas enzimas
mitocondriales; como de Alda-1, un activador de ALDH2, que también fue capaz de
aumentar la expresion de la enzima.

En cuanto alos mecanismos moleculares de la interacciéon Pb-EtOH, se demostro
el aumento de produccién de EROs a nivel celular, con un marcado aumento en los
efectos generados por el dafio peroxidativo a lipidos de membrana, representados por
un aumento en los niveles de MDA. Como evento secundario de toxicidad, encontramos
eventos compatibles con un estado de disfuncién mitocondrial, como una capacidad de
reserva mitocondrial disminuida, con compromiso de la capacidad respiratoria maxima
y disminucion del AY. A su vez, demostramos una disminucién en la masa mitocondrial
total por interaccién de Pb y EtOH. Estos cambios obedecen a un estado de disfuncién
mitocondrial que antecede a los procesos de muerte celular en un contexto de aumento
de la produccién de EROs y compromiso de la fosforilaciéon oxidativa. En cuanto a la
viabilidad celular, si bien no se evidencian diferencias significativas entre los grupos,
un 20% de las células se encuentran no viables en respuesta al tratamiento con 10 uM
de Pb y 200 mM de EtOH, luego manifestarse en etapas posteriores como eventos de

muerte celular programada.
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En relacién a los efectos sobre la funcionalidad dopaminérgica en células SH-
SY5Y, se ha demostrado que el bloqueo de la actividad de ALDH2 puede potenciar la
toxicidad de DA. A este respecto, se ha mencionado anteriormente que el EtOH es una
droga de abuso que induce un aumento de la liberacién de DA en la via mesolimbica de
mamiferos superiores. Asi, es posible postular que en estas células que poseen
caracteristicas catecolaminérgicas el tratamiento con EtOH y Pb interrumpira el
metabolismo de DA por la inhibicion que ambos ejercen sobre la enzima ALDH2,
propiciando asi la acumulacién de DOPAL cuya formacién se veria aumentada por el
exceso de DA y degradacion disminuida por el bloqueo de la enzima. En este mismo
sentido el ACD generado a partir del exceso de EtOH verda también favorecida su
acumulacién, sometiendo a las células a un cdctel de aldehidos téxicos, lo cual sumado
ala disfuncién mitocondrial y al desbalance redox vera afectada su capacidad de normal
funcionamiento.

Cabe destacar que las enzimas ALDHs estan involucradas en el balance redox y
en procesos de detoxificacidn, por ser consideradas “secuestradoras de aldehidos”,
particularmente durante la peroxidacién lipidica. Es asi que esta superfamilia
representa una clase de enzimas que contribuyen al manejo del estrés
oxidativo/electrofilico en los organismos vivos, por lo que una reduccién en su
funcionalidad se relaciona con numerosas patologias. En este trabajo de tesis hemos
aportado evidencias que extienden este concepto a efectos sub-umbrales producidos
por un contaminante y/o una droga de abuso, relacionado a las teorias de las bases
ambientales de las enfermedades neurologicas.

Interesantemente, Alda-1 fue capaz de revertir los efectos que se generaron por
la exposiciéon a 10uM de Pb y 200mM de EtOH sobre el AY y la produccién de EROs. Es
asi que la neuroproteccion resultante de la reduccion de EROs y de la recuperacion del
AY, inducida por el activador Alda-1, indicarian que ALDH2 juega un rol clave en el
mantenimiento de la funcionalidad mitocondrial y el balance redox del organismo. Lo
que aun no se ha dilucidado es si la deficiencia de ALDH2 produce disfuncion
mitocondrial y por lo tanto incremento en la generacién de EROs, como lo postula el
trabajo realizado por Wakabayashi (Wakabayashi y cols, 2020), o si, por el contrario, la

inadecuada funcionalidad de los complejos mitocondriales (en particular el Complejo
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[) trae como consecuencia la inhibicién de la enzima por la baja disponibilidad de su
cofactor debido a la alteracion de la relacion NADH/NAD*, lo que podria generar un
desbalance redox y dafar la mitocondria, puesto que esta organela es tanto un blanco
celular como una fuente de EROs téxicas. Mas aun, las células que contienen DA estan
sujetas a estrés oxidativo debido al ciclado redox de las catecolaminas a aldehidos
reactivos tales como DOPAL, MDA y 4-HNE, conduciendo a un incremento en la
generacion de EROs como esta bien descripto para modelos animales de parkinsonismo
(Chiu y cols, 2015).

Este escenario podria encontrar un paralelismo con la exposicién concomitante
a los dos neurotoxicos bajo estudio, Pb y EtOH, los cuales hemos demostrado producen
una inhibicién de ALDH2 en células SH-SY5Y. Estas células, ademas de poseer toda la
maquinaria necesaria para sintetizar y metabolizar DA, han demostrado ser muy
sensibles a sustancias tdéxicas para las neuronas dopaminérgicas, por ejemplo, SAL y
demas isoquinolinas (Maruyama y cols, 2000). Al respecto, se ha demostrado que Alda-
1 también incrementa la actividad de ALDH1A1, una isoforma citosélica que comparte
una gran homologia con ALDH2 (Kotraiah y cols, 2013); mas adn, su sobreexpresion
redujo la citotoxicidad por dafio oxidativo en células SH-SY5Y (Zhang y cols, 2010). Es
asi que en base a estas y otras evidencias se propone a Alda-1 como una estrategia
terapéutica para la co-exposicion a Pb y EtOH, dado el rol critico de ALDH2 en el
metabolismo de EtOH y a su susceptibilidad a ser inhibida por ambos neurotéxicos
como ha sido demostrado en este trabajo de tesis. Si bien la acumulacién de otros
aldehidos no ha sido medida directamente (solo inferida por la mediciéon de TBARS),
estos resultados aportan evidencias robustas al rol critico de la enzima ALDH2 en
numerosos trastornos y patologias ocasionadas por su inhibiciéon y abren nuevas
avenidas a terapias destinadas a reducir los niveles de aldehidos toxicos.

Asi, en tanto que los abordajes con terapia antioxidante para la exposicion a Pb
actualmente despiertan menos expectativas por la falta de eficacia debida a la ubicuidad
de los efectos observados, se espera que nuevos blancos moleculares sean
considerados, tales como los activadores de ALDH2 como Alda-1 propuestos en esta
tesis, aunque futuros experimentos son necesarios para explicar su mecanismo de

accién en mayor detalle. Estos abordajes trascienden a los efectos descriptos sobre el
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desbalance redox, alcanzando también a la disfuncién mitocondrial por la importancia
de esta organela en el mantenimiento del balance energético, asi como su
vulnerabilidad a la formacién de aductos de las numerosas proteinas que la conforman.
En conjunto, preservando la funcionalidad de las enzimas involucradas en la formacion
y degradacion de aldehidos téxicos, asi como de nuevos compuestos antioxidantes se
podra prevenir el desarrollo y la progresion de las alteraciones neurolégicas descriptas
en seres humanos y mamiferos superiores, por la intoxicacién con Pb y consumo
excesivo de EtOH.

En relacién a estas evidencias, en un modelo animal de exposicién perinatal a
bajas dosis de Pb, demostramos que la huella que imprime en areas limbicas (CPF,
Estriado dorsal y NAc) el contacto con este metal, condiciona el comportamiento frente
al consumo voluntario de EtOH durante el periodo adolescente. Esta alteracion en la
respuesta a EtOH manifiesta un estado de vulnerabilidad de los individuos que han
sufrido exposicién a Pb durante el desarrollo temprano frente al uso y abuso de drogas
con potencial poder adictivo.

A este respecto, demostramos que CIAN, un inhibidor farmacol6gico de ALDH2,
administrada in situ en cerebro indujo un aumento en el consumo de EtOH tanto en
animales C como aquellos que han sido expuestos a Pb, demostrando el rol clave de
ALDH2 en el comportamiento de consumo de EtOH. En este contexto, se puede postular
que la acumulacion de ACD en areas mesolimbicas relacionadas a la recompensa, seria
responsable del escalonamiento del consumo de EtOH debido a su capacidad
reforzante. Dado que EtOH es considerado por muchos autores como una pro-droga y
que los efectos del mismo estarian mediados exclusivamente por ACD, podemos decir
que en los animales que fueron expuestos a Pb durante el desarrollo se acumula ACD
en cerebro, que desencadenaria el aumento escalonado de la adquisicidn de la conducta
de consumo voluntario de EtOH debido a sus propiedades reforzantes. A su vez,
considerando que ACD es altamente reactivo y capaz de formar aductos con diferentes
macromoléculas, entre ellas el neurotransmisor DA, con la consecuente formacion de
SAL, se favoreceria aun mas la liberacion de este neurotransmisor en areas limbicas

debido al EtOH. Estos resultados aportan evidencias que demuestran el rol principal del
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metabolismo oxidativo del EtOH en los efectos motivacionales y de bisqueda de la
droga.

El conocimiento de los mecanismos moleculares por los cuales la enzima ALDH2
es inhibida por la exposicion a Pb, EtOH o su combinacién resulta clave para prevenir
la acumulacion de ACD en el contexto de los AUDs o de enfermedades

neurodegenerativas que involucran otros aldehidos téxicos.
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ABSTRACT

In the present work, we evaluated the interaction between lead (Pb), an environmental
pollutant known for its neurotoxicity mainly during development, and ethanol (alcohol, EtOH),
a drug of abuse widely consumed worldwide.

In the framework of the hypothesis in which the oxidative metabolism of EtOH will be
altered upon exposure to both neurotoxicants, we proposed to evaluate the role of the enzyme
aldehyde dehydrogenase 2 (ALDHZ2), a mitochondrial oxidoreductase, in Pb and EtOH toxicity
mechanisms in two different experimental models: Wistar rats and SH-SY5Y human
neuroblastoma cell culture.

In the first chapter of this thesis, we were able to reproduce the experimental model in
Wistar rats previously reported by our group, where rats exposed perinatally to 220ppm of Pb
show higher voluntary consumption of EtOH than their control counterparts. Furthermore,
using cyanamide, a pharmacological inhibitor of ALDH2, we were able to highlight the role of
acetaldehyde (ACD), the first metabolite of EtOH and main substrate of ALDHZ2. Upon
accumulation in the CNS by in situ injections of cyanamide, ACD exerts reinforcing properties
and the animals (both controls and Pb) enhanced voluntary ethanol consumption, supporting
the key role of ALDH2 in the neurobehavioral effects of Pb and EtOH interaction. In this regard,
in brain areas involved in the reward circuit, it was demonstrated a decreased ALDH2 protein
expression in the prefrontal cortex, nucleus accumbens, and dorsal striatum of animals
perinatally exposed to Pb; effect boosted by cyanamide administration.

To investigate the molecular mechanisms of this interaction, an in vitro model was used.
Human neuroblastoma SH-SY5Y cells were exposed to 10mm Pb, 200 mM EtOH or their
combination for 24h. In the first instance, we assessed ALDHZ2 enzymatic activity, showing
potentiation of the inhibitory effect in the group exposed to Pb and EtOH, compared with both
toxicants separately, and we also observed a decrease in the protein expression of ALDH2
(determined by western blot and immunofluorescence).

In a second objective, we focused on determining parameters of mitochondrial
functionality in cells exposed to Pb and EtOH, showing a reduced mitochondrial mass, with a
decrease in maximum respiratory and mitochondrial spare capacity, and an increase in extra-
mitochondrial oxygen consumption. Moreover, we evidenced a decrease in mitochondrial

membrane potential.
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On the other hand, we evaluated the oxidative balance in these cells, evidencing an
increase in reactive oxygen species (ROS) production. Also, Pb and EtOH exposure produced
lipid peroxidation damage (assessed by T-BARS quantification) and an increase in catalase
activity and protein expression, possibly as a compensatory mechanism against the increase in
ROS.

Interestingly, using an ALDH2 activator, Alda-1, we were able to reverse the increase in
ROS and the decrease in mitochondrial membrane potential. Alda-1 was able to activate ALDH2
(up to 20 times) in the group exposed to Pb and EtOH compared to control, which reveals the
antioxidant and neuroprotective role of this enzyme and the potential of activators such as
Alda-1 as therapeutic approaches against several pathologies.

The work included in this thesis provides new insights about the interaction between
Pb and EtOH, being ALDH2 inhibition, mitochondrial damage, and oxidative stress a common
mechanism. Also, data support the idea that early exposure to an environmental contaminant,
even at low doses, predisposes at a later age to differential reactivity to challenging events,
increasing, in this case, vulnerability to acquiring addictive behaviors, including excessive EtOH

intake.
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