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Resumen

La Mucopolisacaridosis IlIA (MPS 1ll1A), también conocida como Sindrome de Sanfilippo,
es una enfermedad neurodegenerativa poco frecuente que se encuentra dentro del grupo de
las enfermedades de almacenamiento lisosomal (EAL). Esta patologia se caracteriza por
mutaciones en el gen que codifica para la enzima heparan-N-sulfatasa (SGSH), lo que
resulta en la acumulacion del glicosaminoglicano (GAG) heparan sulfato (HS) en los
lisosomas. A pesar de los avances en la comprension de la enfermedad, aun no existen
tratamientos efectivos para abordar los sintomas neurolégicos asociados a la MPS IlIA. En
este trabajo se pretende estudiar la dinamica mitocondrial y los procesos de autofagia en
modelos neuronales de MPS IlIA generados previamente mediante la técnica de CRISPR-
Cas9 a partir de la linea celular HT22, derivada de neuronas hipocampales de raton. Las
sublineas celulares (12, 15 y 124) aqui empleadas presentan actividad no detectable de la
enzima SGSH.

En primer lugar, se confirmé la acumulacion de GAGs en la linea 124 mediante tincion
con azul de dimetil metileno (DMMB). Posteriormente, se analizé la morfologia y dinamica
mitocondrial, observandose una disminucion en el numero de redes en las sublineas 12 y
124. Ademas, se estudid el balance en la expresion de proteinas asociadas a la fisién y
fusidn mitocondrial. Resultados preliminares indican que los niveles de expresién de DRP1
aumentan en las fracciones mitocondriales de células deficientes en SGSH, mientras que
los niveles de OPA1 no presentan cambios sustanciales. Estos hallazgos sugieren un posible
desequilibrio en los procesos de fusidn y fision mitocondrial. El analisis de la ultraestructura
celular revel6 la acumulacion de mitocondrias dafiadas y una mayor presencia de vesiculas
degradativas en las sublineas. En cuanto a la autofagia, se observd un incremento en el
numero de vesiculas autofagicas LC3-Il positivas en la linea 124. Ademas, se detect6 un
aumento en la colocalizacion entre mitocondrias y LC3 en las lineas 12 y 124, indicando que
estas organelas se encuentran dirigidas a su degradacion mediante mitofagia.

En conjunto, estos resultados indican que la deficiencia de SGSH en las sublineas
celulares genera alteraciones en la dinamica mitocondrial y en los procesos de autofagia y
mitofagia, lo que contribuye a la disfuncion celular observada en la MPS IlIA. La generacion
y caracterizacion de estos modelos celulares proporciona una herramienta valiosa para el
estudio de los mecanismos patologicos de la enfermedad y para la exploracion de nuevas
estrategias terapéuticas.
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Study of mitochondrial dynamics and autophagy in neuronal models of

Mucopolysaccharidosis IlIA

Abstract

Mucopolysaccharidosis IlIA (MPS IlIA), also known as Sanfilippo Syndrome, is a rare
neurodegenerative disease that belongs to the group of lysosomal storage disorders (LSDs).
This condition is characterized by mutations in the gene encoding the enzyme heparan-N-
sulfatase (SGSH), leading to the accumulation of the glycosaminoglycan (GAG) heparan
sulfate (HS) within lysosomes. Despite advances in understanding the disease, there are still

no effective treatments to address the neurological symptoms associated with MPS IlIA.

In this study, we aim to investigate mitochondrial dynamics and autophagy processes in
MPS IlIA neuronal models previously generated using CRISPR-Cas9 genome editing in the
HT22 cell line derived from mouse hippocampal neurons. The cellular sublines employed
here (12, 15, and 124) exhibit undetectable activity of the SGSH enzyme.

First, the accumulation of GAGs in the 124 line was confirmed using dimethyl methylene
blue (DMMB) staining. Subsequently, mitochondrial morphology and dynamics were
analyzed, observing a decrease in the number of networks in the 12 and 124 cell lines.
Additionally, the balance in the expression of proteins associated with mitochondrial fission
and fusion was studied. Preliminary results indicate that DRP1 expression levels increase in
the mitochondrial fractions of SGSH-deficient cells, while OPA1 levels show no substantial
changes. These findings suggest a possible imbalance in mitochondrial fusion and fission
processes. Analysis of cellular ultrastructure revealed the accumulation of damaged
mitochondria and an increased presence of degradative vesicles in the sublines. Regarding
autophagy, an increment in the number of LC3-Il-positive autophagic vesicles was observed
in the 124 line. Furthermore, enhanced colocalization between mitochondria and LC3 was
detected in lines 12 and 124, indicating that these organelles are targeted for degradation via

mitophagy.

Together, these results indicate that SGSH deficiency in the sublines leads to alterations
in mitochondrial dynamics, as well as in autophagy and mitophagy processes, contributing to
the cellular dysfunction observed in MPS IlIA. The generation and characterization of these
cellular models provide a valuable tool for studying the pathological mechanisms of the

disease and for exploring new therapeutic strategies.
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ATP
Baf
DMMB
DRP1
EAL
EPoF
GAGs
HS
LC3
MPS
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L-OPA1
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PBS
ROS
SEM
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SGSH
TA
TEM
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Short (corta)
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Temperatura ambiente
Microscopia Electrénica de Transmision
wild-type
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Introduccion

1.Introduccion

1.1. Enfermedades de almacenamiento lisosomal y
Mucopolisacaridosis

Las enfermedades de almacenamiento lisosomal (EAL) constituyen un grupo heterogéneo
de aproximadamente 70 trastornos monogénicos caracterizados por defectos en el
metabolismo lisosomal. En estas patologias suelen estar afectados genes que codifican para
proteinas lisosomales tales como enzimas, transportadores y proteinas de membrana, cuya
ausencia o disminucion conduce a la acumulacion progresiva de sustratos en los lisosomas.
Las EAL son mayormente heredadas de forma autosomica recesiva, y la forma mas
frecuente de EAL es aquella asociada a mutaciones en genes que codifican para una enzima
lisosomal. Esto lleva a la acumulacion primaria de algunos componentes que se ven
impedidos de degradarse. De esta manera, las EAL pueden ser clasificadas por el tipo de
sustrato acumulado: glucoproteinosis y enfermedades de almacenamiento de glucogeno,
esfingolipidosis, y mucopolisacaridosis (MPS). A nivel epidemiolégico, las EAL presentan
una incidencia conjunta a nivel global de 1 en 5.000 nacidos. Sin embargo, las EAL son
clasificadas como enfermedades poco frecuentes (EPoF) ya que individualmente tienen una
incidencia que oscila entre 1 en 50.000 y 1 en 250.000 nacimientos (Platt et al. 2018). Hasta

el momento, no se cuenta con datos epidemioldgicos registrados en Argentina.

Mas alla de la acumulacion primaria caracteristica de las EAL, se han identificado
multiples mecanismos secundarios que contribuyen a su patogénesis. Estos incluyen el
almacenamiento de sustratos secundarios no relacionados con la deficiencia enzimatica,
alteraciones en la composicion de las membranas celulares, perturbacién en la fusion y el
trafico vesicular, disfuncion mitocondrial, estrés oxidativo, deterioro del flujo autofagico,
perturbacion de la homeostasis de calcio y desregulacion de las sefiales intracelulares
(Figura 1). Estas alteraciones generan un efecto cascada que afecta procesos celulares
esenciales como el crecimiento, la diferenciacion y la supervivencia celular, contribuyendo
no solo al dafo celular localizado, sino también a la inflamacién crénica y al daio progresivo
en los tejidos. Esto en conjunto explica las manifestaciones multisistémicas caracteristicas
de las EAL, aunque estos mecanismos han sido menos estudiados en el tejido nervioso
(Parenti, Medina, y Ballabio 2021; Fecarotta et al. 2020).
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Figura 1. Mecanismos involucrados en la fisiopatologia de las EAL. La acumulacion de sustratos no
degradados desencadena multiples eventos a nivel autofagico, mitocondrial, y vesicular. Figura adaptada de
Parenti et al., 2021.

Las mucopolisacaridosis (MPS) son un tipo de EAL causadas por mutaciones en los
genes que codifican para las enzimas responsables del catabolismo de los
glicosaminoglicanos (GAGs), conduciendo a su acumulacion. Los GAGs son carbohidratos
lineales complejos compuestos por disacaridos repetidos de hexosamina y acido urénico.
Hasta ahora, se han descrito cinco tipos de GAGs: heparan sulfato (HS), dermatan sulfato,
condroitin sulfato, queratan sulfato y acido hialurénico (Khan et al. 2020).

Hay 7 tipos de MPS descritas (I, 11, Ill, IV, VI, VIl y IX), cada una asociada con la disfuncion
de una via degradativa especifica, lo que provoca la acumulacion de un GAG particular en
cada caso. Ademas, pueden existir diversos subtipos segun la enzima deficiente en la via
de degradacion del sustrato afectado (Nagpal et al. 2022). Las MPS tienen una incidencia
que oscila entre 1 en 25.000 a 1 en 100.000 nacidos, dependiendo de la poblacion estudiada
(Celik et al. 2021).

La sintomatologia y la gravedad de las MPS varian segun el tipo especifico de la
enfermedad y las caracteristicas de cada individuo, pero en general, los pacientes suelen
presentar un crecimiento deficiente, alteraciones esqueléticas y articulares que conducen a

un retraso en el desarrollo fisico. Los tejidos afectados pueden incluir los sistemas
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respiratorio, cardiaco, ocular, gastrointestinal, esquelético y nervioso. Se describe un
deterioro cognitivo progresivo en los tipos mas graves de MPS, como la MPS lll, afectando

el aprendizaje y el comportamiento (Muenzer 2011).

El diagnostico temprano y preciso de las MPS es esencial para optimizar los resultados
del tratamiento. Sin embargo, al tratarse de una enfermedad poco frecuente el diagnostico
correcto suele tardar afios, un fendmeno conocido en medicina como odisea diagnostica.
Las pruebas de deteccion inicial consisten en la medicion de GAGs en orina. No obstante,
con frecuencia suelen conducir a falsos negativos debido a su baja sensibilidad (Figura 2).
Debido a esto, la confirmacion diagndstica se da a partir de ensayos de actividad enzimatica
en muestras de sangre o cultivos de fibroblastos del paciente, los cuales permiten identificar
la variante especifica de MPS. Ademas, el analisis genético complementario permite
caracterizar las mutaciones responsables (Mahalingam et al. 2004; Muenzer 2011; Kubaski
et al. 2020).

/ Sospecha clinica de MPS \

Orina Sangre
Cuantificacion de GAGs Gldbulos blancos - Plasma
(DMMB y Electroforesis)
/ \ Ensayos enzimaticos
Negativo, con baja GAGs aumentados, o —> especificos
sospecha normales pero con alta /
l sospecha ADN
NO es MPS, /

chequear otras EAL Anélisis genético | <«— Diagnostico especifico de MPS

Figura 2. Propuesta de diagrama de flujo para la investigacion de MPS en pacientes con sospecha
clinica. DMMB: azul de dimetil metileno. Figura adaptada de Kubaski et al. (2020).

El principal tratamiento para las MPS es la terapia de reemplazo enzimatico, que consiste
en la administracidén intravenosa de la enzima deficiente con el objetivo de reducir la
acumulacion de GAGs en los tejidos, ayudando a aliviar varios sintomas. Sin embargo, esta
terapia no es capaz de corregir los efectos neuroldgicos, muy comunes en algunas MPS,
dado que no pueden atravesar la barrera hematoencefalica. Otra opcion de tratamiento es
el trasplante de células madre hematopoyéticas, que si bien ha resultado exitosa en algunos
casos de MPS, debe ser administrada en el primer afio de vida antes de que se desarrollen
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los sintomas, lo cual es generalmente incompatible con el tiempo que se tarda en
diagnosticar la enfermedad. Para mejorar la calidad de vida del paciente se utilizan terapias
de apoyo, pero hasta el momento no hay tratamientos que puedan mitigar el deterioro

cognitivo (Muenzer 2011).

Dentro del espectro de las MPS, la tipo Ill, también conocida como sindrome de Sanfilippo,
resalta por sus severas manifestaciones neuroldgicas y la complejidad a la hora de abordar
un tratamiento. La MPS Ill se caracteriza por diferentes deficiencias enzimaticas que afectan
la via de degradacion del HS, un GAG con un papel crucial en el desarrollo neurolégico. El
HS forma cadenas que luego se unen a una proteina dando lugar a proteoglicanos de
heparan sulfato los cuales integran la matriz extracelular y brindan soporte estructural a las
células gliales y neuronales. Ademas, participan en diversos procesos fundamentales para
el desarrollo neuronal tales como: la migracién celular, la adhesion, el sistema endocitico, la

secrecion vesicular, la guia axonal y la sinaptogénesis, entre otros (Beneto et al. 2020).

Los 4 subtipos de MPS Il se clasifican segun la enzima alterada, lo cual influye en la
sintomatologia de la enfermedad. En el caso especifico de la MPS IlIA, la enfermedad esta
asociada a mutaciones en el gen SGSH, localizado en el cromosoma 17g25.3. Las
mutaciones mas comunes son de tipo missense, las cuales alteran la funcionalidad de la
enzima heparan-N-sulfatasa (SGSH, por sus siglas en ingles), responsable de liberar los
grupos sulfato unidos a la glucosamina, un paso crucial en la degradacién del HS. Este
subtipo de MPS Il se considera la forma mas severa, causando demencia infantil, y con una
esperanza de vida promedio de 15 a 18 afios (Beneto et al. 2020; Pierzynowska et al. 2023;
2020; Leal et al. 2022; Ago et al. 2024; Gaffke et al. 2020).

En los ultimos afios se han desarrollado una gran variedad de modelos experimentales in
vitro e in vivo, que permiten estudiar los mecanismos moleculares de la enfermedad. Se han
descrito modelos murinos y caninos espontaneos de MPS IlIA, con sintomas analogos a los
humanos, que representan fielmente algunas de las alteraciones cerebrales y cognitivas que
se manifiestan en los pacientes. (Fischer et al. 1998; Bhaumik et al. 1999; Arfi et al. 2011).
También se han desarrollado modelos murinos knockout, donde se encuentran
interrumpidos genes especificos para reproducir la enfermedad (Beneto et al. 2020; Crawley
et al. 20006).
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En cuanto a los modelos celulares, no es posible obtener cultivos primarios de neuronas
hasta luego de la muerte del paciente, lo cual resulta ineficiente para el estudio de las etapas
tempranas de la neurodegeneracion. Si bien no se dispone de modelos primarios, se ha
logrado la diferenciacion de neuronas a partir de células madre pluripotentes inducidas
(iPSCs) de pacientes con MPS. Sin embargo, hasta la fecha, no se ha reportado ningun
modelo celular especifico para la MPS IIIA (Beneto et al. 2020).

A la hora de disefiar modelos experimentales se debe tener en cuenta que si bien la causa
primaria de la MPS IllA es conocida, el uso de modelos con mayor accesibilidad (sobre todo
de origen neuronal) es fundamental para comprender los mecanismos secundarios que
contribuyen a la patologia. La generacion de este conocimiento para luego disefiar
estrategias terapéuticas especificas sigue siendo un desafio clave para frenar el avance de
la patologia mientras se desarrollan enfoques que permitan corregir el defecto genético

subyacente.

Con este objetivo, en un trabajo previo de nuestro laboratorio se desarrollé un modelo
neuronal de MPS [lIIA mediante la técnica de CRISPR-Cas9. Para ello, se disefiaron
diferentes ARN guias especificos dirigidos al exon 1 del gen Sgsh en la linea celular derivada
de neuronas hipocampales murinas HT22. Una vez obtenidas las diversas sublineas, se
evaluo la actividad de la heparan-N-sulfatasa y se seleccionaron aquellas con actividad no
detectable para un analisis mas detallado: 12, 15 y 124 (Francia et al. 2021; Colonna 2023)

En este trabajo, continuamos con la caracterizacion de estas sublineas modelo de MPS
IIIA con el objetivo de conocer en mayor profundidad los mecanismos secundarios a la
acumulacion primaria, que podrian explicar en parte las alteraciones a nivel neuronal en los
pacientes. En particular, nos enfocamos en el estudio de la autofagia, la mitofagia y la

disfuncion mitocondrial como procesos clave en el desarrollo patologico de la MPS IlIA.

1.2. Lisosomas y autofagia

Los lisosomas, descritos por primera vez en 1955 por Christian de Duve y colaboradores
(De Duve et al. 1955), son organelas rodeadas por membranas que contienen hidrolasas
acidas responsables de la degradacion y reciclaje de desechos provenientes de diversas
vias celulares. Ademas de esta funcion degradativa, los lisosomas son mucho mas

complejos y actuan como centros integradores de sefiales metabdlicas y ambientales.

Pagina 11 de 56



Introduccion

Regulan procesos celulares clave como la reparacién de membranas, la inmunidad y el
metabolismo. Dada su importancia, cualquier alteracién en el funcionamiento de los
lisosomas tendra un impacto significativo tanto a nivel celular como sistémico. Esto explica
por qué en patologias como las EAL se ven severamente afectados diversos organos
(Settembre et al. 2008; Ballabio y Bonifacino 2020).

Dado su papel en la degradacion celular, el correcto funcionamiento del compartimento
lisosomal es fundamental para procesos como la autofagia. La autofagia es un proceso
catabolico autodegradativo esencial para el mantenimiento de la homeostasis y
supervivencia celular. Este mecanismo interviene en la degradacion lisosomal de diversos
componentes citoplasmaticos permitiendo el reciclaje de macromoléculas, la remocién de
proteinas mal plegadas o agregadas, y la eliminacién de organelas dafiadas y de patégenos
intracelulares. En situaciones de estrés, la autofagia suele verse aumentada debido a que
es mas necesaria la disponibilidad inmediata de energia y nutrientes (Glick, Barth, y Macleod
2010).

Existen tres tipos principales de autofagia, todos ellos orientados a la degradacion
proteolitica de componentes citosolicos dentro del lisosoma: la macroautofagia, la
microautofagia y la autofagia mediada por chaperonas. La macroautofagia, al cual nos
referiremos como “autofagia”, es el mecanismo mas estudiado, en donde vesiculas de doble
membrana, denominados autofagosomas, se fusionan luego con los lisosomas. En la
microautofagia, el lisosoma internaliza directamente partes del citoplasma a través de
invaginaciones de su membrana. La autofagia mediada por chaperonas consiste en la
translocacion selectiva de proteinas al interior del lisosoma mediante complejos con
chaperonas y receptores especificos en la membrana lisosomal (Glick, Barth, y Macleod
2010; Parzych y Klionsky 2014).

La macroautofagia comienza con la fosforilacion y activacién del complejo ULK1 (Unc-51-
like autophagy activating kinase 1), lo que desencadena la formacion de una membrana de
aislamiento en el sitio de iniciacidon de la autofagia. Posteriormente, esta estructura de doble
membrana crece para formar el fagoforo, el cual continua expandiéndose capturando en su
interior los componentes citoplasmaticos dirigidos a degradacion. Durante este proceso, la
proteina citosolica LC3-I (Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3) se conjuga con
fosfatidiletanolamina, formando LC3-Il, la cual se incorpora en la membrana. Como parte

integral de la membrana en expansién, LC3-II facilita su elongacién y estabilizacion. Ademas,
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LC3-Il recluta diversos efectores involucrados en la captura del material a degradar, en
particular durante la autofagia selectiva. La etapa de expansién culmina cuando el fagéforo
se cierra completamente, formando el autofagosoma maduro, que luego se fusiona con el
lisosoma (autolisosoma) para su degradacion. Debido a su condicion de proteina integral de
membrana, LC3-ll es considerado un marcador de autofagosomas. Asimismo, al ser
degradado en el autolisosoma, LC3-Il se utiliza ampliamente para evaluar la dinamica de la
autofagia. Es importante destacar que las células presentan un tono degradativo basal por
autofagia, el cual se intensifica en condiciones de estrés, como la deprivacidon de nutrientes
0 energia, a través de la activacion de AMPK (AMP-activated protein kinase) y/o la inhibicion
de mTOR (mammalian Target of Rapamycin), como se ilustra en la Figura 3 (Glick, Barth, y
Macleod 2010; Chang 2020; Parzych y Klionsky 2014).

4. Fusion con el
lisosoma

1. Inicio de
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AMPK 2
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Figura 3. Esquema del proceso autofagico. El complejo ULK1, activado por AMPK e inhibido por el complejo
mTOR, activa la autofagia. El proceso de autofagia se inicia con la formacion del fagoforo, a partir de la
membrana de aislamiento formada en el reticulo endoplasmatico, etapa conocida como nucleacién. Durante
este proceso, se reclutan diversos factores, incluido LC3-1l, que participan en la formacion y maduracion del
autofagosoma, el cual encapsula el material destinado a la degradacion. Posteriormente, el autofagosoma se
fusiona con un lisosoma, formando el autolisosoma, donde tanto el contenido capturado como la proteina LC3-
Il son degradados. Figura adaptada de Hansen et al. 2018.

La autofagia es un proceso fundamental para la vida celular, por lo que resulta importante
conocer su estado tanto en condiciones fisiologicas como patolégicas. Debido a su
naturaleza dinamica, la presencia de autofagosomas en un unico tiempo no resulta un buen
indicador de la actividad autofagica. En este sentido, su estudio requiere analizar el flujo
autofagico, es decir, el turnover de las proteinas involucradas en el proceso. Para ello, es
necesario el uso de controles especificos, como la Bafilomicina A1 (Baf), o analogos que
resultan en el bloqueo de la funcion lisosomal y, por lo tanto, en la formacién de

autolisosomas, causando que los autofagosomas generados se acumulen. Esto permite
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evaluar si un potencial aumento de LC3-ll se debe a una mayor formacion de autofagosomas
que pueden degradarse exitosamente (mayor flujo autofagico) o a una acumulacién de los
mismos debido al impedimento de su degradacion (menor flujo autofagico) (Yamamoto et al.
1998; Redmann et al. 2017).

Se ha demostrado que en muchas EAL, la autofagia esta desregulada debido a defectos
en la maduracion del autofagosoma y a la reduccion en la capacidad degradativa de los
lisosomas, lo que bloquea el flujo autofagico. Esto genera un ambiente téxico dentro de la
célula, agravando los sintomas de la enfermedad (Settembre et al. 2008; Seranova et al.
2017; Pierzynowska et al. 2020). En particular, en modelos murinos de MPS IlIA, Settembre
et al. 2008 reportaron un aumento en los niveles de LC3-Il en fibroblastos embrionarios y
una acumulacion de autofagosomas en muestras cerebrales, atribuida a una inhibicion en la
fusidn con los lisosomas. Sin embargo, hasta el momento, no se han realizado estudios que

caractericen este proceso en modelos neuronales de mamiferos.

1.3. Mitocondrias

1.3.1.Generalidades

Muchos de los mecanismos secundarios que intervienen en las EAL involucran a las
mitocondrias. Estas organelas dinamicas y plasticas desempefan un papel crucial en el
metabolismo celular, y en el mantenimiento de la homeostasis. Estan compuestas por dos
membranas lipidicas, una externa y otra interna, que delimitan el citosol, el espacio
intermembrana y la matriz mitocondrial. La membrana interna forma pliegues internos
denominados crestas mitocondriales, donde se llevan a cabo funciones clave del mecanismo
oxidativo, como la produccion de adenosina trifosfato (ATP) a través de la fosforilacion
oxidativa. Ademas de la generacion de ATP, en las mitocondrias se desarrollan otros
procesos bioquimicos como la sintesis de acidos grasos, la generacion de especies reactivas
de oxigeno (ROS), y la homeostasis de calcio. Ademas, los intermediarios generados en las
mitocondrias durante el metabolismo son importantes para regular la funcién celular (Nunnari
y Suomalainen 2012; Chen, Zhao, y Li 2023; Yapa et al. 2021).

En las EAL, la acumulacion de sustrato no digerido en los lisosomas produce defectos
mitocondriales tales como cambios morfolégicos hacia una estructura de red mas

fragmentada, y una disminucién del potencial de membrana (De La Mata et al. 2016). En
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particular, en modelos murinos de MPS IlIC, se reportd la presencia de mitocondrias
pleomorficas y dilatadas, con crestas desorganizadas o reducidas en neuronas de distintas
regiones del cerebro (Pshezhetsky 2016). En el contexto de la MPS IlIA, no se ha

documentado informacién similar en la literatura disponible.
1.3.2.Homeostasis mitocondrial

La dinamica mitocondrial comprende los procesos de fision, fusion, degradacion,
biogénesis y transporte, que regulan de manera continua la forma, cantidad, calidad y
distribucion de las mitocondrias dentro de la célula. Estos mecanismos son esenciales para
la funcionalidad mitocondrial y permiten la adaptacion a las necesidades metabdlicas y
sefalizadoras de la célula. La fusion implica la integracion de mitocondrias, para formar una
estructura continua de redes mitocondriales. Esto promueve el intercambio de componentes
esenciales y la reparacion de deficiencias funcionales, ayudando a mantener una poblacién
mitocondrial funcional. Por otra parte, la fisidn consiste en la divisibn de mitocondrias lo que
facilita su transporte, segregacion y eventual eliminacién cuando estan dafadas. De este
modo, las mitocondrias son organelas plasticas con un diametro que oscila entre 0,5-1 ymy
una longitud variable. EI numero y morfologia mitocondrial depende de las necesidades
energéticas de la célula, y es este balance en la dinamica lo que repercute directamente
sobre estas caracteristicas (Chen, Zhao, y Li 2023; Lee y Yoon 2018; Annesley y Fisher
2019).

La fusiéon mitocondrial ocurre en dos etapas: primero, se produce la union de las
membranas mitocondriales externas, mediante la interaccion entre proteinas de la familia de
las mitofusinas alli presentes, y luego se fusionan las membranas mitocondriales internas,
en donde la proteina OPA1 (Optic Atrophy 1) desempefia un papel central (Figura 4,
derecha). OPA1 es una GTPasa perteneciente a la familia de las dinaminas que se
encuentra anclada a la membrana mitocondrial interna. Sin embargo, esta variante (L-OPA1)
puede ser escindida proteoliticamente, dando lugar a una proteina soluble de menor tamafno
(S-OPA1). La proporcion entre ambas formas resulta fundamental para el mantenimiento de
la homeostasis mitocondrial y depende de la actividad de las proteasas YME1L y OMA1,
presentes en la membrana mitocondrial interna (Lee, Smith, y Yoon 2017; Lee y Yoon 2018).

L-OPA1 actua directamente en la fusidon de la membrana interna al interactuar con

cardiolipina en la membrana opuesta y mediar la remodelacion mediante la hidrolisis de GTP.
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Este proceso es indispensable para que ocurra la fusidén mitocondrial. Aunque S-OPA1
inicialmente se consideré un subproducto sin funcién relevante, estudios recientes han
demostrado que el clivaje de OPA1 favorece la fragmentacién mitocondrial en condiciones
de estrés celular, o baja disponibilidad energética. En contraste, en contextos donde la
energia celular es suficiente, este mismo clivaje puede estar relacionado con la fusion
mitocondrial. Algunas proteasas, como OMA1 y YME1L, ajustan la proporcién entre las
formas de OPA1 segun el estado celular, siendo este ajuste fundamental para el
mantenimiento de la homeostasis mitocondrial (Lee, Smith, y Yoon 2017; Lee y Yoon 2018;
Yapa et al. 2021; Head et al. 2009).

fision fusion

- OPA1 \"’\nz_.

Cardiolipina
Figura 4. Mecanismos de fision y fusion. Fision: DRP1 y el reticulo endoplasmatico (RE) constrifien la
mitocondria. Fusion: Las mitofusinas (MFN) unen las membranas externas y OPA1 interactia con la
cardiolipina de la otra mitocondria permitiendo la fusion de las membranas internas. Figura adaptada de Lee y
Yoon 2018.

La fisibn mitocondrial es fundamental para garantizar la eliminacion selectiva de
mitocondrias dafiadas mediante autofagia, ademas de desempefiar un papel clave en la
division celular, el transporte mitocondrial y la apoptosis. Este proceso esta regulado
principalmente por DRP1 (Dynamin-related protein 1), una GTPasa que se transloca desde

el citosol hacia la membrana mitocondrial externa. Alli, DRP1 se ensambla en estructuras
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en forma de anillo y junto con el reticulo endoplasmatico constrifien la mitocondria,
provocando su division (Figura 4, izquierda). Su actividad es modulada por modificaciones
postraduccionales, como la fosforilacién, que regulan tanto su localizacion como su funcion
(Chen, Zhao, y Li 2023; Smirnova et al. 2001). La importancia de DRP1 es tal que su pérdida
en modelos animales resulta en letalidad embrionaria (Wakabayashi et al. 2009).

El equilibrio entre la fision y la fusibn mitocondrial es esencial para mantener la
funcionalidad y la salud celular. Cuando la fision predomina, las mitocondrias tienden a
fragmentarse, lo que disminuye la produccion de ATP, aumenta el estrés oxidativo y reduce
la eficiencia respiratoria (Chen, Zhao, y Li 2023). Por otro lado, una fusion excesiva conduce
a la acumulacién de mitocondrias dafiadas y disfuncionales, aumentando el estrés oxidativo
(Twig et al. 2008). El desbalance entre fision y fusion mitocondrial esta implicado en diversas
condiciones patoldgicas, incluidas las enfermedades neurodegenerativas, donde suele

observarse un predominio de la fision mitocondrial (Nunnari y Suomalainen 2012).

1.3.3.Mitofagia

La mitofagia es el proceso mediante el cual se produce la degradacion autofagica de
mitocondrias dafiadas o disfuncionales, lo cual es esencial para regular la masa mitocondrial
y mantener la homeostasis celular. Este proceso se activa en respuesta a sehales que
implican un mal funcionamiento mitocondrial, como la pérdida de potencial de la membrana

mitocondrial y la acumulacion de ROS (Ashrafi y Schwarz 2013).

El proceso de mitofagia comienza con la identificacion y marcacion de las mitocondrias
disfuncionales para su degradacion. Esto se logra principalmente a través de la via
PINK1/Parkin, que ubiquitina las proteinas de la membrana mitocondrial externa, facilitando
su reconocimiento por adaptadores que dirigen las mitocondrias a los autofagosomas, donde
son encapsuladas. Existen otros receptores mitofagicos que facilitan la seleccion de
mitocondrias dafadas, ya que interactuan de forma directa con LC3 en el autofagosoma.
Luego, una vez que este se fusiona con el lisosoma, las mitocondrias son degradadas. La
regulacion de la dinamica mitocondrial también juega un papel crucial, ya que, como se
menciono anteriormente, la fragmentacion de las mitocondrias a través de la fision
mitocondrial facilita su eliminacion eficiente (Ashrafi y Schwarz 2013; Springer y Macleod
2016; Kubli y Gustafsson 2012; Ding y Yin 2012).
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En la MPS lll, se ha observado una acumulacion progresiva de mitocondrias dafiadas en
las neuronas, junto con un deterioro en el proceso de mitofagia, en modelos murinos de MPS
l1IBy IlIC (Ryazantsev et al. 2007; Martins et al. 2015). La incapacidad de eliminar de manera
eficiente las mitocondrias disfuncionales resalta la importancia de un flujo mitofagico
adecuado para prevenir el dafio celular y frenar la progresion de la patologia (Fecarotta et al.
2020).
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2.Hipotesis y objetivos

El objetivo principal de esta Tesis de Licenciatura es continuar con el trabajo de
caracterizacion de las células deficientes en SGSH derivadas de la linea HT22 previamente
desarrolladas y estudiadas en nuestro laboratorio, confirmando la acumulacion de GAGs y
evaluando posibles mecanismos secundarios que puedan estar involucrados en el dafo

neuronal de la MPS IlIA, como la autofagia y la dinamica mitocondrial.
2.1.Hipétesis

La falta de actividad de la enzima SGSH en las lineas celulares HT22-12, -15 y -124
promueve la acumulacion de GAGs, lo que genera un desbalance en los mecanismos de
fusion y fision de las mitocondrias, conduciendo a la fragmentacion de la red mitocondrial.
Ademas, la disfuncién lisosomal causada por la acumulacion de GAGs resulta en una
reduccion del flujo autofagico, afectando la remocién de mitocondrias dafiadas mediante

mitofagia.
2.2. Objetivos especificos

Empleando las lineas neuronales HT22-12, -15 y/o -124 que carecen de actividad SGSH,

se plantean los siguientes objetivos especificos:

Objetivo 1: Confirmar la acumulacion de GAGs en los modelos neuronales de MPS
HA.

Objetivo 2: Estudiar las alteraciones en la morfologia y conectividad de las
mitocondrias a nivel celular. Asimismo, evaluar el equilibrio entre los procesos de

fusidn y fisidn a través del analisis de las proteinas OPA1 y DRP1.

Objetivo 3: Investigar el estado de la autofagia y la mitofagia, estudiando las
vesiculas autofagicas en las distintas lineas, y analizando la interaccidon entre las

mitocondrias y dichas vesiculas.
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Cada uno de estos objetivos permitira caracterizar de manera integral los mecanismos de
dafo celular asociados a la deficiencia de SGSH, aportando informacion clave sobre las
alteraciones mitocondriales, autofagicas y lisosomales en el contexto de la MPS IlIA.

En términos practicos, también son objetivos de esta Tesis de Licenciatura familiarizarse
con la proposicion de hipétesis en investigaciones biomédicas basicas y el uso de modelos
experimentales para poner a prueba estas hipodtesis, adquirir experiencia practica en el
manejo de cultivos celulares y en la aplicacion de diversas técnicas de biologia celular y
molecular. Se espera por lo tanto que el cumplimiento de todos estos objetivos permitan

complementar satisfactoriamente la formacion de grado.
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3.Materiales y Métodos

3.1. Materiales
3.1.1.Reactivos

Se emplearon los siguientes reactivos: medio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle’s
Medium (DMEM) (Gibco, Billings, MT, USA); suero fetal bovino (SFB) (NATOCOR, Villa
Carlos Paz, Cérdoba, Argentina); estreptomicina, penicilina y anfotericina (Richet, Ciudad
Auténoma de Buenos Aires, Argentina); tripsina, Hoechst 33258, Brilliant Blue G,
seroalbumina bovina, luminol, acido p-cumarico (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA);
EDTA, 2-mercaptoetanol, TEMED vy ditiotreitol (DTT) (BIORAD Laboratories, Hercules, CA,
USA); acrilamida, N°,N"-metilenbisacrilamida, dodecil sulfato de sodio (SDS), DMSO, Tris,
glicina y metanol (Biopack, Zarate, Buenos Aires, Argentina); PageRuler Plus (Thermo
Scientific, Waltham, MA, USA); Triton X-100 (Merck, Whitehouse Station, NJ, USA); azul de
bromofenol, Ponceau S y glicerol (ICN Biomedicals, Irvine, CA, USA); azul de dimetil
metlineo (DMMB) (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA); MitoTracker Red CMXRos
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA); membranas de nitrocelulosa Hybond ECL
(Amersham Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, NJ, USA); coctel de inhibidores de
proteasas Set Il (Calbiochem, CA, USA).

3.1.2.Soluciones generales

Reactivo de Bradford
Coomassie Brilliant Blue G-250 al 0,01% (p/v) en etanol al 4,7% (p/v) y acido fosfoérico 8,5%

(p/v).

PBS - Buffer fosfato salino (pH 7,4)
NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1,8 mM.

PBST - Buffer fosfato salino con Tween-20 (pH 7,4)
NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, NazHPO4 10 mM, KH2PO4 1,8 mM, Tween-20 0,05%.
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3.1.3.Soluciones para western blot

Buffer de lisis — pH 7,4
HEPES 50 mM, Triton 0,1%, %, coctel de inhibidores de proteasas Set Il (dilucion 1:500).

Buffer MSHE — pH 7,4
Manitol 0,22 M, sacarosa 70 mM, EGTA 0,5 mM, HEPES-KOH 2 mM, céctel de inhibidores
de proteasas Set Il (dilucion 1:500).

Buffer de cracking
Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8, SDS 2%, glicerol 30%, DTT 3 mM, B-mercaptoetanol 15%, azul
de bromofenol 3,75 x 10™%.

Gel concentrador- pH 6,8
Acrilamida-bisacrilamida (N",N’"-metilenbisacrilamida) 3,8%, Tris-HCI 126 mM, SDS 0,1%,
APS 0,1%, TEMED 0,2%.

Gel separador — pH 8,8
Acrilamida-bisacrilamida (10 %), Tris-HCI 375 mM, SDS 0,1%, APS 0,1%, TEMED 0,25%.

Buffer para la separacion electroforética — pH 8,3
Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 0,1%.

Buffer de transferencia — pH 8,3
Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20%.

TBS - Tris buffer salino—- pH 8
Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM.

TBST - Tris buffer salino con Tween-20 — pH 8
Tris-HCI 10 mM, NaCl 150 mM, Tween-20 0,05%.

Solucién de bloqueo
Leche en polvo descremada 5% y SDS 0,1% en TBS.

Solucidén para la preparaciéon de anticuerpos
Leche en polvo descremada 3% y SDS 0,1% en TBS.

ECL
Solucion A — pH 8,5: Tris-HCI 0,1 M, luminol 2,5 mM, acido p-cumarico 0,4 mM.
Solucion B — pH 8,5: Tris-HCI 0,1 M, H,0, 0,064 vol.
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3.1.4.Anticuerpos

Anticuerpos primarios: Anti-B-Actina (C4) (sc-47778) (Santa Cruz Biotechnology, CA,
USA); Anti-DRP1 (H-300) (sc-32898) (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA); Anti-OPA1
(612607) (BD Pharmingen, San Diego, USA); Anti-LC3 (2775) (Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA).

Anticuerpos secundarios

- Acoplados a peroxidasa (para western blot): Anti-conejo IgG-HRP (sc-2030) (Santa
Cruz, Biotechnology, CA, USA); Anti-raton IgG-HRP (sc-2031) (Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA).

- Acoplado a Alexa (para Inmunofluorescencia): Anti-conejo IgG (H+L) Alexa Fluor 488
#A-21206, Invitrogen (Thermo Fisher Scientific).

3.2. Métodos
3.2.1.Cultivo celular y criopreservacion

Las sublineas modelo de MPS IlIA utilizadas en este estudio (12, 15 y 124) fueron
previamente generadas en nuestro laboratorio en colaboracion con el grupo de la Dra.
Guberman (IQUIBICEN-CONICET, FCEN-UBA). Para ello, se utilizé la linea inmortalizada
HT22 derivada de neuronas de hipocampo de raton (Liu et al. 2009), a la cual se le realizo
la edicion génica del gen Sgsh mediante la técnica de CRISPR-Cas9, empleando ARN guias
especificos dirigidos al exon 1. Las células fueron transfectadas con polietilenimina (25kDa,
Sigma Aldrich) y seleccionadas mediante tratamiento con puromicina. Para verificar la
delecion de la enzima en los clones resultantes, se analizé la actividad heparan-N-sulfatasa
empleando el sustrato fluorogénico 4MU-alpha-N-sulpho-D-glucosaminide (Carbosynth).
Finalmente, se seleccionaron aquellos clones con actividad no detectable para su posterior
caracterizacion (Francia et al. 2021). Estas sublineas han sido parcialmente caracterizadas
en estudios previos por Colonna 2023.

Las células HT22 wild-type (wt) y las sublineas modelo de MPS IlIA (12, 15y 124), fueron
cultivadas en medio DMEM de alta glucosa con 10% de suero fetal bovino (SFB),
suplementado con glutamina (2 mM), penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 pg/ml),
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anfotericina B (0,25 pg/ml). Los cultivos se mantuvieron en estufa a 37°C con una atmosfera
humeda y controlada de 5% de COg, y el medio de cultivo fue renovado regularmente.

Los pasajes celulares se realizaron dos o tres veces por semana, al alcanzar
aproximadamente un 80% de confluencia. Para ello, las células se despegaron de la placa
con tripsina-EDTA al 0,25%, incubandolas durante 5 minutos a 37°C. La accion de la tripsina
se detuvo afadiendo medio completo fresco. Posteriormente, las células se contabilizaron
en camara de Neubauer y se replaquearon en placas de Petri o multipocillos, dependiendo

del experimento a realizar.

Las lineas se preservaron criogénicamente a -80°C o en nitrogeno liquido. Para su
congelacion, las células se levantaron como se describio anteriormente, se transfirieron a un
tubo y se centrifugaron a 1.000 rpm durante 5 minutos. El pellet celular se resuspendi6 en
medio de congelacion, compuesto por 50% de medio de cultivo completo, 40% de SFB y

10% de DMSO, y se transfirié a un criotubo para su posterior almacenamiento.

Para descongelar las células, el contenido de cada criotubo se afadi6 a un tubo
conteniendo 3 ml de medio de cultivo fresco y se centrifugd a 1.000 rpm durante 5 minutos
para eliminar el DMSO. Finalmente, las células se resuspendieron en medio de cultivo y se

colocaron en placas para su posterior utilizacion y mantenimiento.

3.2.2.Deteccion de GAGs

Los GAGs fueron detectados mediante tincion con azul de dimetilmetileno (DMMB), un
colorante cationico ampliamente utilizado para la deteccién y cuantificacion de GAGs
sulfatados en muestras bioldgicas. Para poder llevar a cabo este ensayo, se realizé una
adaptacion de diversos protocolos presentes en la bibliografia (Coulson-Thomas y Gesteira
2014; Zheng y Levenston 2015; Sun et al. 2022). Las células se sembraron en placas de 96
pocillos. Al dia siguiente, se retir6 el medio de cultivo y se agregé una solucion de DMMB a
una concentracion de 73 pg/ml. La tincién se realizé durante la noche a temperatura
ambiente (TA). Una vez finalizado el tiempo de incubacion, se elimino el exceso de solucion
y se re-disolvio el colorante asociado a los GAGs con acido acético al 0,1% v/v. Luego, se
midio la absorbancia a 595 nm empleando un lector de microplacas DR — 200Bs (Diatek).
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3.2.3.Marcacién y analisis de mitocondrias por microscopia

Las mitocondrias fueron marcadas con la sonda MitoTracker Red CMXRos (100 nM). Para
ello, las células se cultivaron sobre cubreobjetos de 10mm de diametro, previamente
esterilizados por calor, en placas de 24 pocillos. Luego de 24 horas, las células se incubaron
con la sonda, previamente calentada en estufa y diluida en medio sin suero, durante 30
minutos a 37°C. Pasado este tiempo, las células fueron fijadas con metanol durante 20
minutos a -20°C. Tras la fijacion, las células se lavaron con PBS y los nucleos fueron tefidos
con Hoechst 33258 (1,5 ug/ml) durante 10 minutos a TA. Posteriormente, los cubreobjetos
con células se montaron sobre portaobjetos utilizando una solucion de PBS-glicerol en
proporcion 1:1. La marcacion se verificO mediante observacion en un microscopio de
epifluorescencia Olympus IX71, y las imagenes se capturaron utilizando un microscopio
confocal de fluorescencia Olympus FV1000 (Olympus Corporation, Tokyo, Japan)
empleando el objetivo Plan Apo N 60X Oil (NA: 1,42). Los parametros de adquisicion de
imagenes fueron ajustados para evitar la saturacion de la sefial y minimizar el ruido de fondo.
El analisis de las imagenes se llevd a cabo con el software Fiji (Schindelin et al. 2012a),
empleando el plugin Mitochondria Analyzer (Chaudhry 2021). Este plugin realiza de manera
ciega un pre-procesamiento de imagenes, que incluye la eliminacién de fondo, el filtrado de
ruido y el ajuste de contraste local. Luego, se aplica un umbralizado adaptativo (Weighted
Mean) para binarizar y segmentar mitocondrias y ademas realiza un post-procesamiento,
(Despeckle, Remove Outliers, Fill 3D Holes). A partir de las imagenes binarizadas, el plugin
calcula parametros morfolégicos totales como area y perimetro. Tras la esqueletonizacion,
cuantifica parametros de red, como numero de ramas, longitud total de ramas y puntos de
unidn. Para los analisis cuantitativos, en algunos casos se considerd la suma total de los
valores obtenidos por red mitocondrial (ej: area total, longitud total de ramas), mientras que
en otros se calcul6 el promedio de dichos valores por red (ej: area mitocondrial promedio por
célula). Las imagenes obtenidas se compararon visualmente con las originales para verificar

que el procesamiento realizado diera como resultado la mejor segmentacion posible.
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3.2.4.Electroforesis en gel de poliacrilamida y western blot

La electroforesis y western blot se realizaron siguiendo los pasos detallados a

continuacion:

Extraccion de lisados totales: Para cada muestra, se recolectaron células provenientes de
dos pocillos. Luego de eliminar el medio de cultivo y realizar un lavado con PBS, se
desprendieron las células utilizando un cell scrapery se transfirieron, junto con un nuevo
lavado con PBS, a tubos Eppendorf de 1,5 ml. Posteriormente, se centrifugaron a 1.000 rpm
durante 5 minutos y el pellet celular resultante se resuspendié en 75 pl de buffer de lisis con
inhibidores de proteasas. Las muestras se incubaron en hielo durante 30 minutos, tras lo
cual se sometieron a sonicacion por 10 segundos. Posteriormente, se centrifugaron en frio
(4 °C, 12.000 rpm, 20 minutos) para obtener el sobrenadante con las proteinas solubles. Los
sobrenadantes fueron transferidos a tubos nuevos y almacenados a -20 °C hasta su

utilizacion.

Fraccionamiento subcelular: Para obtener las fracciones citosolica y mitocondrial, las
células de todas las lineas fueron cultivadas en cajas de 100 mm. Tras 48 horas, se realizo
un lavado con PBS y se levanté la monocapa en 1ml de PBS frio utilizando un cell scraper.
La suspension celular se centrifugd a 1000 rpm durante 5 minutos a TA. El pellet resultante
se resuspendié en buffer MSHE y se sonicé a una amplitud de 40% durante 10 segundos.
Luego, se realiz6 una primera centrifugacion a 700 x g durante 10 minutos a 4 °C. El
sobrenadante se transfirio a otro tubo y se centrifugd nuevamente a 10.000 x g durante 20
minutos a 4 °C. Este segundo procedimiento permiti6 obtener la fraccion citosdlica
(sobrenadante) y la fraccion mitocondrial (pellet). Para evitar una posible contaminacion con
ARNmM citosalico, el pellet mitocondrial se lavo con KCI 150 mM y se centrifugé a 10.000 x g
durante 10 minutos a 4 °C. Finalmente, el pellet resultante fue resuspendido en buffer MSHE.

Determinacidén de proteinas: La concentracion de proteinas se determind mediante el
método de Bradford. Para ello, 10 yl de muestra se mezclaron con 500 ul del reactivo de
Bradford. Después de agitar en un vortex, se incubaron en oscuridad durante 15 minutos.
Paralelamente, se prepararon soluciones de BSA a concentraciones conocidas para
construir una curva de calibracion. Todas las mezclas se transfirieron a una placa de 96
pocillos (200 ul por pocillo) y se midié la absorbancia a 595 nm usando un lector de
microplacas (DR-200 Bs Microplate Reader, Diatek Instruments Co., China). Las
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concentraciones de proteinas se calcularon ajustando los valores de absorbancia a una

curva lineal derivada de la ley de Lambert-Beer.

Preparacion de muestras para electroforesis: Los sobrenadantes se diluyeron en buffer
de lisis para alcanzar una carga proteica de 60-80 pg en un volumen final aproximado de 40
ul. Se agrego buffer de cracking (0,5 volumenes), y las muestras se calentaron en un
termobloque durante 10 minutos a 100 °C. El marcador de peso molecular se prepard de
manera similar, mezclando 2 pl del marcador con buffer de lisis y buffer de cracking en una

proporcion de 2:1.

Electroforesis: Las muestras se cargaron en un gel 10% de poliacrilamida desnaturalizante
y discontinuo (1,5 mm de espesor). En los pocillos vacios, se cargd una mezcla de buffer de
lisis y buffer de cracking (2:1). La corrida se llevo a cabo a 120 V constantes durante 1 hora
y 30 minutos en buffer de corrida.

Transferencia: Las proteinas separadas en el gel se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa utilizando el sistema MiniPROTEAN Transblot de Bio-Rad, a 250 mA
constantes en frio, con agitacion durante 2 horas. La transferencia se verificé tifiendo la
membrana con rojo Ponceau, tras lo cual se lavé con TBS y se reservd para

inmunodeteccion.

Inmunodeteccion: La membrana se mantuvo durante 90 minutos a TA y en agitacion
embebida en solucién de bloqueo, para prevenir uniones inespecificas. Posteriormente, se
incubo con el anticuerpo primario a 4 °C durante la noche en agitacion. Al dia siguiente, se
realizaron lavados secuenciales con TBST y TBS, seguidos de la incubacién con el
anticuerpo secundario a TA durante 1 hora. Finalmente, se realizaron lavados adicionales

antes del revelado.

Revelado: La deteccion de las proteinas se realizd mediante quimioluminiscencia
empleando el reactivo ECL. Para ello, se cubridé la membrana con una mezcla en partes
iguales de las soluciones A y B. Las sefnales de emision de luz se capturaron utilizando el
analizador de imagenes Amersham Imager 600. La cuantificacion de la intensidad de las
bandas de luz se llevo a cabo con el software Fiji (Schindelin et al. 2012b).
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3.2.5.Inmunofluorescencia y analisis de colocalizacion

Los ensayos de inmunofluorescencia se realizaron utilizando células cultivadas sobre
cubreobjetos de vidrio en placas de 24 pocillos. Después de 24 horas post-siembra, las
células fueron tefiidas con MitoTracker Red CMXRos (100 nM) y fijadas con metanol frio, tal
como se mencionod previamente. A continuacion, se realizaron cinco lavados con PBS (5
minutos cada uno). Posteriormente, se bloqued con una solucién de BSA al 1 % en PBST
durante 30 minutos a TA y se incubd con el anticuerpo primario anti-LC3 durante toda la
noche a 4 °C. Al dia siguiente, las muestras se lavaron tres veces con PBS (5 minutos) y se
incubaron con el anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 anti-conejo durante 1 hora a TA, en
camara humeda y protegidas de la luz. Luego, se realizaron tres lavados adicionales con
PBS (5 minutos cada uno). Para la visualizacion, los cubreobjetos se montaron en
portaobjetos utilizando una mezcla de PBS y glicerol (1:1). Las muestras fueron analizadas
con un microscopio confocal digital Olympus FV1000 (Olympus Corporation, Tokio, Japon),
utilizando el objetivo Plan Apo N 60X Oil (NA: 1,42). Los parametros de adquisicion de

imagenes fueron ajustados para evitar la saturacion de la sefial y minimizar el ruido de fondo.

A partir de las imagenes obtenidas, se determiné el coeficiente de co-localizacion en cada
célula, de manera ciega, utilizando el plugin Intensity Correlation Analysis de ImageJ.
Antes de la cuantificacion, las imagenes fueron corregidas mediante la sustraccién de un
fondo correspondiente a una region considerada autofluorescente + 3 desvios estandar. Se
calculé el coeficiente de correlacion de Manders que mide la superposicién de pixeles
entre dos canales (rojo y verde). Este coeficiente varia entre 0 y 1, donde 1 indica co-
localizacion perfecta y 0, ausencia total de la misma. El analisis de co-localizacion
empleando el coeficiente de Manders permite discriminar la correlacién en cada canal de
forma independiente (canal 1, rojo: M1; canal 2, verde: M2). Estos coeficientes proporcionan
informacion sobre la calidad del solapamiento entre las sehales de ambos canales. En
particular, para estudiar la mitofagia se utilizo el coeficiente M1, ya que permite evaluar la
fraccidon de la sefial en el canal rojo (MitoTracker Red) que se solapa con la sefal del canal
verde (LC3). Es decir, M1 es una medida del reclutamiento de las mitocondrias hacia
vesiculas positivas para LC3. Por el contrario, el coeficiente M2 brinda informacion respecto
a la proporcion de vesiculas autofagicas destinadas a la degradacion de mitocondrias.
Debido a que la cantidad de vesiculas positivas para LC3 puede variar o incluso estar
involucrada en otros procesos que no estan en estudio, no se ha considerado el indice M2
en este trabajo (Manual online “Image J for Microscopy”, Collins 2007).
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3.2.6.Microscopia Electronica de Transmisién (TEM)

El procesamiento de las muestras para microscopia electronica de transmision (TEM) fue
realizado en un servicio brindado por el LANAIS-MIE, un Servicio Tecnolégico de Alto Nivel
perteneciente al Instituto de Biologia Celular y Neurociencia (IBCN), especializado en TEM.

Se sembraron células en dos placas de cultivo de 100 mm y se las mantuvo hasta alcanzar
un 80% de confluencia. Posteriormente, las células se lavaron con PBS y se levantaron
empleando un cell scraper. Las muestras recolectadas se transfirieron a tubos Eppendorf y
se centrifugaron hasta obtener un pellet con un volumen no menor a 50 pl. Tras retirar el
sobrenadante, el pellet fue cubierto con 1,8 ml de fijador, resuspendido y dejado en fijacion
durante 4 horas a 4 °C, manteniéndolo sobre hielo o en heladera. Posteriormente, las
muestras se centrifugaron nuevamente para retirar el fijador y se cubrieron con 1 ml de buffer
de lavado, manteniéndolas en reposo durante 15 minutos a 4 °C. El buffer de lavado fue
eliminado y reemplazado por buffer fresco, realizando centrifugaciones adicionales si fue
necesario. Este primer paso de fijacion fue realizado en nuestro laboratorio. Las muestras
fijadas se conservaron en heladera hasta su traslado al laboratorio LANAIS-MIE, donde se

realizé una segunda fijacion para garantizar la adecuada preservacion del material.

Para la segunda fijacion, las muestras fueron centrifugadas a 1000 rpm durante 5 minutos,
se retird el buffer y se cubrid el pellet con tetroxido de osmio (OsO,) al 1% en buffer fosfato
0,1 M, pH 7,4. Esta fijacion se realiz6 durante una hora a 4 °C. Al finalizar, se elimino el
fijador y se realizaron dos enjuagues de 15 minutos con agua ultrapura. Posteriormente, las
muestras fueron deshidratadas mediante una serie de alcoholes ascendentes (50°, 70°, 96°
y 100°), con dos cambios de 15 minutos por concentracion, seguidos de tres cambios de 15
minutos con acetona pura. Las muestras se infiltraron en una mezcla de acetona y resina
epoxi "Durcupan” durante 4 horas a TA, y luego en resina pura durante la noche. Finalmente,
se incluyeron en moldes de silicona y se polimerizaron en estufa a 60 °C durante tres dias.

Para la visualizacidén en el microscopio electronico, se obtuvieron cortes ultrafinos de 90
nm de los bloques incluidos, que fueron contrastados mediante flotacidn en soluciones de
acetato de uranilo al 2% durante 20 minutos y de Reynolds durante 3 minutos, con enjuagues
intermedios con agua ultrapura. Los cortes contrastados se colocaron sobre grillas de cobre
de 200 mesh y se dejaron secar antes de ser observados en un microscopio TEM Zeiss
EM109T, capturando imagenes con una camara digital Gatan ES1000W.
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3.2.7.Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé utilizando RStudio y GraphPad Prism 10. Para las
variables con distribucion normal, se emplearon pruebas ANOVA de una o dos vias,
seguidas de comparaciones multiples ajustadas mediante los métodos de Dunnett, Tukey, o
Sidak’s segun correspondiera. El supuesto de normalidad fue evaluado analiticamente a
través de la prueba de Shapiro-Wilk y graficamente a través de QQplot. El supuesto de
homocedasticidad fue evaluado analiticamente por la prueba de Levene y graficamente a

través de un grafico de residuos versus predichos.

En el caso de variables con distribucién no normal, se aplico la prueba de Kruskal-Wallis,
o Wilcoxon. Para los datos de conteos, se ajustd un modelo con distribucién binomial

negativa y se realizaron comparaciones multiples utilizando el ajuste de Tukey.

Los resultados se presentan como media * error estandar de la media (SEM). En todos
los analisis, se considero significativo un valor de p < 0,05. Los niveles de significancia se
indican en las figuras con asteriscos: * para p < 0,05; ** para p < 0,01; *** para p < 0,001; y
**** para p<0,0001.
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4.Resultados

4.1. Acumulaciéon de glicosaminoglicanos

Con el fin de validar si la menor actividad de la SGSH de las lineas modelo de MPS IIIA
se asocia a una mayor acumulacién de GAGs, evaluamos la presencia de los mismos

mediante tincion con azul de dimetilmetileno (DMMB).

Llamativamente, a pesar de que las tres lineas fueron modificadas para inducir la
deficiencia de SGSH, solo observamos una acumulacion significativa de GAGs mediante
esta técnica en la linea 124 con respecto al control (Figura 5). Este resultado respalda

parcialmente la reproduccion de los efectos de la deficiencia de SGSH en dicha linea.

Figura 5. Incremento en la acumulacion de GAGs en
la linea celular 124. Las células de la linea control HT22
...Qeoo...n_.%@... el (wt) y las deficientes en SGSH fueron tefiidas con DMMB
> para detectar y cuantificar la presencia de GAGs. Se
presentan valores individuales de cada replica,
relativizados al wt, junto con la media + SEM. N=6-7 La
significancia estadistica se determind mediante la
prueba de los rangos con signo de Wilcoxon,
comparando los datos contra un valor hipotético de 1.
T T T *p<0,05.

wt 12 15 124

—
[3)]
1 |
°|%*

595nm)
]
]

-
o
1

(vs wt)
oo H4

o
(1]
I

Absorbancia (A

ol
(=]
I

4.2. Morfologia y dinamica mitocondrial

Para continuar con la caracterizacion de las lineas celulares, decidimos estudiar la
dinamica y morfologia mitocondrial, dado que su alteracion ha sido reportada en otras EAL,

tal como se menciond anteriormente.
4.2.1.Analisis de la red mitocondrial

Para evaluar si las caracteristicas descritas en la literatura se replicaban en nuestro
modelo, decidimos evaluar la morfologia de las mitocondrias en las distintas sublineas
mediante microscopia confocal, utilizando la sonda MitoTracker Red CMXRos. Aunque en
investigaciones anteriores de nuestro grupo ya se habia reportado cualitativamente la
presencia de mitocondrias fragmentadas (Colonna 2023), en este trabajo realizamos un
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analisis morfométrico detallado para obtener parametros descriptivos mas especificos. Las
imagenes obtenidas fueron procesadas y analizadas (ver seccion 3.2.3), permitiendo la
determinacién de dichos parametros (Figura 6).

Binarizada Sin procesar

Esqueletonizada

Figura 6. Andlisis de la morfologia mitocondrial. Imagenes representativas, sin procesar y procesadas
(binarizadas y esqueletonizadas), de mitocondrias marcadas con la sonda MitoTracker Red CMXRos en las
lineas wt, 12 y 124 para medir parametros de la red mitocondrial mediante microscopia confocal. Barra de
escala: 5 ym.

Se encontr6 que el numero de redes mitocondriales por célula disminuyo
significativamente en ambas sublineas en comparacion con la wild-type (wt). En promedio,
el numero de redes fue un 39% y 31% menor en las 12 y 124, respectivamente (Figura 7A).
Analogamente, se vio que el area mitocondrial total también fue significativamente menor en
las lineas mutantes para Sgsh comparadas con el control (Figura 7B). En este mismo
sentido, se observé una reduccion significativa en la longitud total de las ramas

mitocondriales (Figura 7C).

Sin embargo, al analizar el area promedio (Figura 7D) y la longitud promedio de las ramas
(Figura 7E), no se encontraron diferencias significativas con respecto al control, por lo que
no se puede concluir que las mitocondrias hayan reducido su tamafo. No obstante, tanto el
area como la longitud media de las ramas mitocondriales muestran una leve tendencia a la
disminucién en la linea 124, con reducciones promedio de un 17% y un 27%,

respectivamente.
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Figura 7. Cambios en la red mitocondrial en las sublineas 12 y 124. Cuantificacion de (A) el nimero de
redes mitocondriales por célula, (B) el area mitocondrial total (um?), (C) la longitud total de las ramas
mitocondriales (um), (D) el area mitocondrial promedio (um?) y (E) la longitud promedio de las ramas
mitocondriales (um). Todos los datos se presentan como valores individuales junto con la media £+ SEM. N=10-
15 células por linea. La significancia estadistica en (A), (B), (C) y (E) se determiné mediante ANOVA de un
factor y prueba de Dunnett, y en (D) se evalué mediante la prueba de Kruskal-Wallis. *p<0,05, **p<0,01.
Estos resultados sugieren que la deficiencia en SGSH afecta la organizacién mitocondrial,
aunque las evidencias cuantitativas no son completamente concluyentes. Si bien se
observaron tendencias a la disminucién en ciertos parametros, los resultados obtenidos
mediante el analisis morfométrico no lograron reflejar la mayor fragmentacion observada en

estudios previos.

Habiendo caracterizado la morfologia mitocondrial mediante microscopia confocal,
decidimos profundizar en el analisis ultraestructural utilizando microscopia electrénica de
transmision (TEM). Este enfoque permite visualizar con mayor detalle la organizacion interna
y las caracteristicas especificas de las mitocondrias, asi como otros componentes celulares
relevantes. En la Figura 8A se muestra una imagen representativa de la linea wt, en donde
se distinguen distintas estructuras internas. Se capturaron imagenes a mayor aumento que

permiten observar en detalle las mitocondrias (Figura 8B), incluidas sus crestas
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mitocondriales las cuales se aprecian en la Figura 8C como estructuras elongadas de mayor

densidad electronica en el interior de las mitocondrias.

é

- % 5 £
”‘- , i z
Figura 8. Estructura mitocondrial en la linea wt. Imagenes representativas obtenidas mediante TEM a

distintas magnificaciones: (A) 7000x, (B) 20000x y (C) 50000x. RE: Reticulo Endoplasmico, N: Nucleo, puntas
de flecha blanca: mitocondrias.

Por su parte, el analisis cualitativo de las imagenes obtenidas en las sublineas 12, 15y
124 revelo la presencia de mitocondrias que contienen una estructura electrén-lucida similar
a una vacuola, localizada en uno de los laterales (Figura 9). Esta alteracion en la

ultraestructura de la mitocondria podria indicar una posible desorganizacion de la membrana
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mitocondrial interna y la subsecuente difusion del contenido de la matriz mitocondrial, lo cual
es coherente con otras observaciones informadas en la bibliografia (Rumbeiha et al. 2023).
Nuestros hallazgos sugieren que en las sublineas deficientes en SGSH se produce una
acumulacion de mitocondrias dafiadas (Kamogashira etal. 2017). La ausencia de

vacuolizacion mitocondrial en la linea wt refuerza esta hipotesis.

» "o it -.""-!r%? ¢ :_.* } T - b il S, e 0t

-

Figura 9. Dafio mitocondrial en las lineas mutantes. Imagenes representativas obtenidas mediante TEM de
las lineas 12, 15 y 124 (magnificacion 20000x). Puntas de flecha negras: mitocondrias dafiadas. RE: Reticulo
Endoplasmatico; N: Nucleo.

4.2.2.Dinamica Mitocondrial: balance fusion-fision

Para investigar posibles alteraciones en la dinamica mitocondrial, evaluamos el balance
entre fision y fusion en las lineas deficientes de SGSH. En este contexto se midieron los
niveles de DRP1, proteina involucrada en la fision, y de OPA1, implicada en la fusion.

Tal como se mencioné previamente, DRP1 es una GTPasa citosdlica que bajo senales
especificas es reclutada a la membrana mitocondrial externa, donde promueve la
constriccion y eventual fisién de las mitocondrias (Smirnova et al. 2001). Debido a esto,
evaluamos la expresion de DRP1 mediante western blot en fracciones citosdlicas y
mitocondriales de las distintas lineas. Al analizar la fraccion citosolica (Figura 10A), se
encontré una tendencia al aumento en los niveles de expresion de DRP1 en la linea 124,

con respecto al control, con un incremento promedio del 71% (Figura 10B).
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Figura 10. Expresion citosolica de DRP1. Se midieron los niveles de expresion proteica en fracciones
citosolicas de las lineas wt, 12, 15 y 124 mediante western blot. (A) Imagen representativa de la
inmunomarcacion con anticuerpos anti-DRP1 y anti-B-Actina (control de carga). (B) Cuantificacion de la
expresion de DRP1 normalizada a 3-Actina. Se presentan valores individuales de cada réplica, relativizados al
wt, junto con la media + SEM. N=2-3. La significancia estadistica se determin6 mediante ANOVA de un factor,
y prueba de Dunnett. No se observaron diferencias significativas entre grupos.

En la fraccion mitocondrial, se midieron los niveles de DRP1 y se normalizaron a la
intensidad de la tincion de las membranas con rojo Ponceau como control de carga, debido
a que no fue posible evaluar la expresion de una proteina housekeeping mitocondrial (Figura
11A). A pesar de que ninguna de las sublineas mostré diferencias significativas en
comparacion con el control, probablemente debido al bajo numero de réplicas, se han
observado, de manera preliminar, algunos cambios relevantes. Para la linea 124, que habia
mostrado una tendencia al incremento en la fraccion citosolica, se detectdé una tendencia al
aumento de DRP1 en la fraccion mitocondrial, con un incremento del 28% respecto a la linea
control. Las lineas 12 y 15, que no contaban con cantidades particularmente incrementadas
en el citosol, presentaron en promedio, un nivel de expresion mitocondrial un 43% y 67%
mayor que la wt, respectivamente (Figura 11B). Esto podria estar sugiriendo que DRP1 en
estas lineas esta translocando del citosol a la fraccion mitocondrial, o bien que hay cambios

en los niveles totales del mismo.
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A Fraccion Mitocondrial B
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Figura 11. Expresion mitocondrial de DRP1. Se midieron los niveles de expresion proteica en fracciones
mitocondriales de las lineas wt, 12, 15 y 124 mediante western blot. (A) Imagen representativa de la tincion de
proteinas totales con rojo Ponceau (control de carga) y la posterior inmunomarcacion con anticuerpo anti-
DRP1. (B) Cuantificacién de la expresion de DRP1 normalizada a rojo Ponceau. Se presentan valores
individuales de cada réplica, relativizados al wt, junto con la media + SEM. N=1-2. No se realizd analisis
estadistico debido a la falta de réplicas.

Para intentar explicar este mecanismo, evaluamos los niveles de DRP1 en los lisados
totales (Figura 12A). No se observaron diferencias entre la linea wt y las mutantes 12 y 15,

aunque no pudo realizarse este analisis para la 124 (Figura 12B).
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Figura 12. Expresion de DRP1 en lisados totales. Se midieron los niveles de expresion proteica en lisados
totales de las lineas wt, 12, 15 y 124 mediante western blot (A) Imagen representativa de la inmunomarcacion
con anticuerpos anti-DRP1 y anti-B-Actina (control de carga). (B) Cuantificacion de la expresién de DRP1
normalizada a B-actina. N=1. No se realizé andlisis estadistico debido a la falta de réplicas.

Para investigar si la dinamica de fusion mitocondrial se veia afectada en las lineas
deficientes en SGSH continuamos nuestro analisis midiendo los niveles de OPA1. Tras la
inmunomarcacién con el anticuerpo especifico, logramos detectar dos bandas
correspondientes a la forma larga (L-OPA1) y corta (S-OPA1) de OPA1 (Figura 13A).

Pégina 37 de 56



Resultados

En los resultados analizados, se detecté un incremento estadisticamente significativo en
la expresion de S-OPA1 en la linea 15, lo que sugiere una regulacién diferencial de esta
isoforma en dicha sublinea. Por su parte, en las lineas 12 y 124 se observo una leve
tendencia al aumento en los niveles de esta variante. En cuanto a L-OPA1, no se registraron
cambios significativos en su expresion entre las distintas lineas celulares analizadas (Figura
13B). Ademas, al comparar la proporcion entre ambas variantes dentro de cada sublinea
con respecto a la linea control, no se observo un aumento concluyente de la variante corta

frente a la larga (Figura 13C).
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Figura 13. Expresion de OPA en lisados totales. Se midieron los niveles de OPA1 L y S mediante western
blot en las lineas wt, 12, 15 y 124. (A) Imagen representativa de membranas con inmunomarcacién con
anticuerpos especificos anti-OPA1 y anti-B-Actina (control de carga). (B) Cuantificacion de la expresion de
OPA-1 normalizada a la expresion de B-actina, en las lineas wt, 12, 15y 124. Se presentan valores individuales,
relativizados al wt, junto con la media £ SEM. La significancia estadistica se determiné6 mediante ANOVA de
dos factores, y prueba de comparaciones multiples Sidak’s. N=2-5. *p<0,05. (C) Relacion entre S-OPA1 y L-
OPA1 en las lineas wt, 12, 15y 124. La significancia estadistica se determiné mediante ANOVA de un factor y
prueba de Dunnett. No se encontr6 significancia estadistica. Se presentan valores individuales y la media +
SEM. N=2-5.

Nuestros resultados preliminares indican que las lineas modelo de MPS IlIA presentan
alteraciones en la dinamica mitocondrial, destacandose cambios en los niveles y la
localizacion de DRP1, junto con variaciones en la forma corta de OPA1. En su conjunto,

estos datos sugieren un desequilibrio en los procesos de fision y fusion mitocondrial.
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4.3.Vias de degradacién

La evidencia obtenida hasta el momento indica que la deficiencia en la enzima
SGSH provoca alteraciones en la red mitocondrial que conllevan a la acumulacion de
mitocondrias dafiadas, sugiriendo una posible disfuncién en los procesos de mantenimiento
y eliminacion de estas organelas. En este contexto, nos enfocamos en el estudio de la

autofagia y, especialmente, en la eliminacion selectiva de mitocondrias mediante mitofagia.

4.3.1.Autofagia

En la MPS llIA, la disfuncion lisosomal derivada de la deficiencia de SGSH interfiere con
la degradaciéon de autofagosomas, afectando negativamente el proceso de autofagia.
Resultados previos obtenidos en nuestro laboratorio habian mostrado alteraciones en esta
via degradativa en las lineas celulares 12 y 124, en comparacion con la linea control. En
particular, al analizar la expresion de LC3-Il por western blot tras el tratamiento con
Bafilomicina-A1 (Baf), se observo un aumento en el flujo autofagico en la linea 12, mientras
que en la linea 124 este flujo estaba disminuido. Estos antecedentes nos motivaron a

expandir el analisis de la autofagia utilizando microscopia.

Para ello, realizamos una inmunofluorescencia con anticuerpos anti-LC3 para observar
en el microscopio la presencia de autofagosomas (Figura 14A). En este caso, la distincion
entre LC3-l1 y LC3-Il se realiza evaluando la intensidad y la localizacion de la sefal
fluorescente. La sefal correspondiente a LC3-| se presenta difusa en el citosol, mientras que
la de LC3-Il forma un puntillado de mayor intensidad debido a su acumulacién en los
autofagosomas.

Se ha observado que en las células de la linea 124 el porcentaje de area positiva para
LC3-1l aument6é considerablemente en comparacion con las células wt (Figura 14B).
Confirmando este resultado, el numero de vesiculas LC3-ll positivas también aumento
significativamente en esta linea (Figura 14C). Por otro lado, en la linea 12 no se encontraron
diferencias significativas en relacion con las células wt. Estos resultados son consistentes
con los obtenidos previamente y sugieren que el aumento en la proporcion de vesiculas
positivas para LC3-Il en la linea 124 podria ser un reflejo de una disminucion en el flujo
autofagico. Como consecuencia, los autofagosomas no se degradarian adecuadamente, lo

que conduciria a su acumulacion en el citoplasma.

Pégina 39 de 56



Resultados

=
(5]
1

% Area LC3 Il +
(% area total)
T

i
o
1

1.5

Numero de vesiculas/Area celular

wit 12 124

Figura 14. Aumento del area ocupada por vesiculas LC3-positivas en la linea 124. (A) Imagen
representativa de lainmunomarcacion de LC3, barra de escala: 10um; e imagenes representativas de la tincion
especificas de las lineas wt, 12 y 124, barra de escala: 5 ym. (B) Cuantificacion del area positiva para LC3-II
(% del area total) en cada linea celular; la significancia estadistica se determiné utilizando ANOVA de un factor
y la prueba de Dunnett. (C) Cuantificacion del nimero de vesiculas positivas para LC3-ll normalizado al area
total celular. La significancia estadistica se determiné utilizando la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y
posterior comparacion al wt. Los datos se presentan como media £ SEM. N=13-22 células por linea. **p<0.01.

Para continuar con el analisis, se utilizO TEM para observar con mayor detalle las
vesiculas degradativas, las cuales presentan contenido heterogéneo. Los autofagosomas
generalmente muestran membranas limitantes dobles, que se evidencian como mas oscuras
que el resto del citosol y estan separadas por un pequefio espacio electrén-lucido. Sin
embargo, debido a las técnicas de fijacion, también pueden presentarse con una sola
membrana. Los lisosomas, en cambio, se distinguen por su alta densidad electrénica y la
presencia de multiples membranas en su interior, reflejando su actividad degradativa (Neikirk
et al. 2023). En la Figura 15A se muestra una imagen obtenida en la linea 124, en la que se
observan estas estructuras en detalle. El analisis cualitativo revelé una mayor cantidad de
vesiculas degradativas en estas células en comparacion con el control. En la sublinea 12,
también se observd un aumento en la cantidad de las mismas respecto al wt, aunque en
menor medida que en lalinea 124. Cabe mencionar que estas vesiculas presentan contenido

heterogéneo, con algunas mostrando restos citoplasmaticos y otras con material menos

Pagina 40 de 56



Resultados

definido, lo que podria reflejar distintos estados de degradacion. En la Figura 15B y C, se
presentan imagenes de mayor resolucion de estas organelas en las sublineas 124 y 12,
permitiendo observar mejor su ultraestructura. También se identifican lisosomas con una alta
densidad electronica y multiples membranas internas. En la Figura 15C se observa un

autofagosoma que parece contener una mitocondria en proceso de degradacion.

A

—
100 nm

Figura 15. Vesiculas degradativas presentes en las lineas mutantes. Imagenes representativas obtenidas
mediante TEM. (A) Acumulacion de diversas vesiculas degradativas (punta de flecha rosa) en la linea 124
(magnificacion: 30000x). (B, C) Detalle de vesiculas asociadas a lisosomas (punta de flecha verde) en las
lineas (B) 124 (magnificacion: 30000x) y (C) 12 (magnificacion: 50000x).
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4.3.2.Mitofagia

Como se senald anteriormente, la alteracion en la autofagia y las caracteristicas
morfolégicas descritas en las mitocondrias de las sublineas nos llevo a investigar el proceso
de eliminacion selectiva de mitocondrias. Con el objetivo de evaluar la presencia de
mitocondrias asociadas a autofagosomas, analizamos la colocalizacion entre MitoTracker y
LC3 (Figura 16A-C). Los resultados obtenidos demostraron un aumento de la colocalizacién
en las lineas 12 y 124, en comparacion con el control. En particular, este incremento fue mas
exacerbado en las células de la linea 124, con un grado de colocalizacién promedio un 33%
mayor que en la linea wt (Figura 16D). Este aumento podria indicar una mayor proporcion
de mitocondrias marcadas para su degradacion, aunque su completa eliminacion

dependeria, en ultima instancia, de una autofagia que podria ser disfuncional.
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Figura 16. Aumento de la colocalizacion LC3-MitoTracker en las sublineas. (A-C) Imagenes
representativas de la colocalizacion entre vesiculas positivas para LC3-1l (verde) y mitocondrias (Mitotracker,
rojo) en las lineas: (A) wt, (B) 12 y (C) 124. En blanco se indican los pixeles colocalizados. Barra de escala:
10um. (D) Analisis del coeficiente de correlacion de Manders’ (M1). Se presentan valores individuales de cada
célula junto con la media £+ SEM. N=20-34 células por linea. La significancia estadistica se determiné utilizando
ANOVA de un factor y la prueba de Dunnett. *p<0,05, ****p<0,0001.
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En sintesis, la posible disminucion en el flujo autofagico descrita en la linea 124 es
consistente con la acumulacion de vesiculas degradativas observada mediante diversas
técnicas de microscopia. En este contexto, la degradacion de mitocondrias dafiadas podria
verse afectada, dando como resultado una mayor colocalizacién entre mitocondrias y

vesiculas autofagicas.
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5.Discusion

Dado que la MPS IlIA aun carece de tratamientos efectivos, el desarrollo de modelos in
vitro como los descritos en este estudio resulta de gran importancia, ya que permitirian
avanzar en la comprension de los mecanismos de dafio que subyacen a la muerte neuronal.
De esta forma, darian lugar a la exploracién de nuevas estrategias terapéuticas para el
tratamiento de la MPS IlIA, lo cual constituye una necesidad médica desatendida.

En este trabajo exploramos como la deficiencia de la enzima SGSH afecta diversos
procesos celulares en modelos neuronales de MPS IlIA. En términos generales, los
resultados obtenidos confirman la hipotesis propuesta, demostrando que la ausencia de
actividad de SGSH en las sublineas 12, 15 y 124 altera la dinamica mitocondrial y la
autofagia, ademas de promover la acumulacién de GAGs en una de ellas. A continuacion,
se analizaran en detalle estos hallazgos y sus implicancias.

Nuestros resultados permiten confirmar parcialmente la acumulacién de GAGs en este
modelo, ya que sélo se observaron niveles significativamente elevados en la linea 124. Sin
embargo, la ausencia de este fenotipo en las otras sublineas podria deberse a las
limitaciones en el ensayo empleado. Aunque el DMMB es un método ampliamente utilizado
debido a su simplicidad y bajo costo, se aplico un protocolo que combina diferentes
metodologias descritas, lo que podria haber introducido variabilidad adicional. Ademas, el
DMMB también puede unirse al ADN, generando un solapamiento con la medicion de GAGs
(Templeton 1988). Este punto es relevante ya que en este trabajo no se relativizaron los
valores obtenidos al contenido de ADN para cada cultivo. Teniendo esto en cuenta, si bien
la acumulacion significativa solo se observo en una de las sublineas, no se descarta la
posibilidad de que los GAGs también se estén acumulando en el resto. Para abordar estas
limitaciones y obtener resultados mas precisos, se podrian utilizar técnicas mas robustas,

como analisis cromatograficos o electroforéticos (Kubaski et al. 2020).

En este trabajo realizamos por primera vez un analisis cuantitativo de diversos parametros
morfométricos a partir de imagenes de microscopia confocal. Los hallazgos obtenidos
apuntan hacia una disminucion en el numero de redes mitocondriales en las lineas 12y 124.
Teniendo en cuenta este resultado, es importante destacar que la sonda Mitotracker Red
CMXRos utilizada para las mediciones solo permite evaluar mitocondrias con el potencial de
membrana intacto («Mitotracker Red CMXRos», s. f.). Esto significa que las mitocondrias
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dafadas, con un potencial de membrana reducido o despolarizado, no estan siendo
detectadas por la sonda, lo que podria llevar a una subestimacion de la cantidad total de
mitocondrias presentes en la muestra. Esto se alinearia con hallazgos previos obtenidos
mediante citometria de flujo empleando la sonda mitocondrial MitoSpy que indican que la
masa mitocondrial total no cambia significativamente en las sublineas con respecto al control
(Colonna 2023). Ademas, estos resultados concuerdan con las observaciones realizadas por
TEM, en donde se identific6 una gran cantidad de mitocondrias dafiadas en todas las
sublineas. Las alteraciones ultraestructurales observadas son similares a las reportadas por
Rumbeiha et al. 2023 y apuntan hacia una desorganizacion de la membrana mitocondrial
interna y la difusion de la matriz mitocondrial, eventos que desencadenan la pérdida del
potencial de membrana. Por consiguiente, no podemos descartar que la reduccion en la
cantidad de redes mitocondriales observada mediante tincién con MitoTracker posiblemente
se deba a un aumento en el numero de mitocondrias dafiadas, las cuales estarian siendo

excluidas del analisis.

De acuerdo con el analisis morfolégico realizado, y contrariamente a lo esperado, no se
observan diferencias significativas en el area y la longitud promedio de las ramas
mitocondriales entre las lineas wt y mutantes. No obstante, detectamos una leve tendencia
descendente en estos parametros en la linea 124. Cabe mencionar que este tipo de analisis
morfométrico plantea ciertos desafios que podrian explicar los resultados preliminares
obtenidos. En particular, la correcta segmentacion de las mitocondrias individuales es
fundamental en este tipo de analisis y depende de la homogeneidad de la tincion mitocondrial
a lo largo de la red y del procesamiento de las imagenes obtenidas. Es importante destacar
que un procesamiento demasiado restrictivo puede conducir a una mayor segmentaciéon de
la red, resultando en mitocondrias aparentemente mas pequenas y aisladas; mientras que
un procesamiento menos restrictivo puede generar una segmentacion deficiente, en donde
varias mitocondrias separadas se perciben como parte de una red ramificada. En este
sentido, se propone repetir este ensayo incorporando modificaciones destinadas a mejorar
la precision y representatividad del analisis morfologico: i) incrementar el numero de células
analizadas, ii) optimizar la marcacion de las mitocondrias mediante el uso de un marcador
menos susceptible a alteraciones en la integridad mitocondrial, y iii) perfeccionar el
procesamiento de las imagenes para minimizar la pérdida de informacion. Ademas, se podria

realizar una reconstruccion tridimensional de la red mitocondrial mediante microscopia
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confocal, con el fin de caracterizar con mayor detalle su organizacion espacial y el grado de

interconectividad.

Para estudiar la dinamica mitocondrial en este modelo, se evaluo6 el balance entre la fision
y la fusion mitocondrial mediante western blot. Respecto a la fision, se observo una leve
tendencia al aumento de DRP1 citosélico en la sublinea 124, asi como una tendencia al
incremento, aunque menor, en la fraccion mitocondrial. Este incremento citosélico minimo
puede entenderse como una retencion de esta proteina en el citosol, 0 como un aumento
generalizado de DRP1 en esta linea que, ademas se podria estar desplazando a las
mitocondrias. Sin embargo, no se cuentan con resultados de lisados totales de esta sublinea
que nos permitan sacar conclusiones al respecto. En la sublinea 15, se encontré6 aumentado
DRP1 en la fraccion mitocondrial con respecto al control, sin cambios en la fraccion citosoélica
ni en los lisados totales, lo cual podria sugerir mas presencia de DRP1 en las mitocondrias
llevando a una mayor fision. Algo similar fue observado en la sublinea 12. Sin embargo,
ninguno de estos resultados fue significativo, y deben interpretarse con cautela debido a
limitaciones en la metodologia, como el uso de rojo Ponceau como control de carga para la
fraccidon mitocondrial. El rojo Ponceau, aunque muchas veces utilizado, puede no ser
completamente confiable debido a que la intensidad de la tincién no siempre es uniforme y
puede disminuir con el tiempo (Rivero-Gutiérrez et al. 2014). Por consiguiente, seria
necesario repetir estos ensayos empelando un control de carga mitocondrial apropiado,
como Tom20. Ademas, debe tenerse en cuenta que la actividad de DRP1 esta regulada por
modificaciones post-traduccionales, como la fosforilacion y la SUMOilacidn, las cuales no
fueron consideradas en este estudio. Por ejemplo, la fosforilacion en la serina 616 esta
asociada con la forma pro-fision de DRP1, mientras que la fosforilacion en la serina 637 la
inhibe, lo que podria alterar la actividad de DRP1 sin cambiar sus niveles totales (Tilokani
et al. 2018). Teniendo esto en cuenta, seria pertinente estudiar las modificaciones post-
traduccionales de DRP1, para obtener una evaluacion mas detallada de su actividad. Estos
resultados preliminares sugieren cambios en la localizacién y cantidad de DRP1 en las
sublineas estudiadas.

En lo que respecta a la expresion de OPA1, se observo un aumento significativo en la
forma corta en la sublinea 15 en relacion al control. Se ha descrito en la literatura que un
incremento en S-OPA1 podria ser el resultado de la activacion de la proteasa OMA1 que
corta la forma larga, inhibiendo la fusion mitocondrial. No obstante, dado que la relacion entre
las formas corta y larga de OPA1 se mantiene constante en nuestro modelo, resultaria poco
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probable que el aumento de la forma corta esté vinculado a una inhibicion de la fusién
mitocondrial. EI aumento en cantidades proporcionales de ambas isoformas podria indicar
una mayor sintesis de OPA1, sin alterar el equilibrio necesario para la fusién mitocondrial
(Baker et al. 2014; Ehses et al. 2009). Por otro lado, en las lineas 12 'y 124 no se observaron
cambios estadisticamente significativos en la expresion de las formas de OPA1 en
comparacion con el control, aunque se detectd una leve tendencia al aumento en los niveles
de S-OPA1. Sin embargo, similar a lo observado en la linea 15, la relacion entre las formas
larga y corta no presenta variaciones en estas sublineas. Esto sugiere que el proceso de
fusion mitocondrial no estaria alterado en nuestro modelo. Este fendmeno podria
interpretarse como un mecanismo de regulacion homeostatica que asegura niveles
relativamente estables de ambas isoformas, manteniendo asi el equilibrio requerido para la

fusion mitocondrial.

En su conjunto, los datos obtenidos sobre la dinamica mitocondrial sugieren un
desbalance en la fision/fusion mitocondrial, lo que podria favorecer la fragmentacién de la
red. Sin embargo, estos resultados son preliminares debido al numero limitado de réplicas y
al caracter exploratorio de los hallazgos. La dinamica mitocondrial es altamente compleja y
depende de muchos factores involucrados por lo que seria adecuado realizar un analisis

mas integral que considere otros factores implicados en el proceso.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la deficiencia en la enzima SGSH
promueve cambios a nivel mitocondrial consistentes con los reportados en las MPS. Sin
embargo, aun resta determinar como se ve afectada la funcion de estas organelas en nuestro
modelo. En particular, la acumulacién de mitocondrias dafiadas y la pérdida del potencial de
membrana mitocondrial son indicadores de disfuncidn mitocondrial, lo que podria generar
una disminucion en la produccion de ATP y un aumento en los niveles de ROS (Zorov,
Juhaszova, y Sollott 2014). Contrariamente a lo esperado, se ha reportado que las lineas
12, 15 y 124 presentan una disminucion en los niveles de ROS en comparacion con el wt
(Colonna 2023), lo cual podria ser indicativo de una mayor actividad del sistema de defensa
antioxidante. Ademas, en estas condiciones no se han observado cambios en la viabilidad
celular segun lo que hemos reportado previamente (Colonna et al. 2023), lo que sugiere la
ejecucion de mecanismos alternativos que podrian contrarrestar el dafio mitocondrial,
favoreciendo la sobrevida de las lineas mutantes. Resulta importante destacar que, segun
estos mismos resultados previos, este equilibrio aparente se ve perturbado en presencia de
peréxido de hidrogeno, dando cuenta de una mayor susceptibilidad al dafio oxidativo en las
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sublineas deficientes de SGSH. En lo que respecta al funcionamiento mitocondrial, seria
relevante evaluar si los cambios observados se traducen en alteraciones en la actividad
metabdlica de la célula, lo que permitiria comprender mejor los mecanismos celulares que

operan en las sublineas modelo de MPS IlIA.

La acumulacién de sustratos no degradados dentro de los lisosomas afecta multiples vias
degradativas que dependen del buen funcionamiento de esta organela, entre ellas la
autofagia. Mediante técnicas de microscopia confocal y electrénica de transmision,
confirmamos la acumulacion de vesiculas degradativas de diversa indole y autofagosomas
en la linea 124. Estos resultados son consistentes con una reduccion del flujo autofagico, lo
cual ha sido previamente reportado para esta linea mediante western blot (Colonna 2023).
El uso de técnicas de microscopia nos permitié evaluar el numero y las caracteristicas
morfoldgicas de las vesiculas en estudio, lo que representa una ventaja frente al analisis por
western blot, ya que este solo proporciona informacion sobre los niveles de proteinas. En
este contexto celular, también detectamos una mayor colocalizacion de vesiculas LC3-lI
positivas con la sonda MitoTracker Red en la linea 124, lo que sugiere que las alteraciones
en la autofagia previamente descritas podrian estar afectando la degradacion de
mitocondrias mediante mitofagia. Por su parte, los resultados obtenidos en la linea 12
concuerdan con los obtenidos mediante western blot, que indican una autofagia funcional.
Teniendo en cuenta que las alteraciones lisosomales descritas para esta linea son mas leves
que las observadas en la linea 124 (Colonna 2023), es factible que existan diferencias en la
actividad autofagica entre ambas. En este caso, la linea 12 no present6 diferencias respecto
al wt en cuanto al numero o tamafo de los autofagosomas. Sin embargo, la mayor presencia
de vesiculas degradativas detectadas mediante TEM y el aumento, aunque moderado, en la
mitofagia podrian estar reflejando un flujo autofagico activo. Dado el caracter dinamico de la
autofagia, se requieren estudios adicionales para correlacionar con mayor precision los
resultados obtenidos por western blot con los de microscopia. Un ejemplo de ello seria el
tratamiento de las lineas con Baf, que permitiria evaluar el flujo autofagico de manera mas

precisa.

A medida que avanzamos en la comprension de la MPS IlIA, es importante reconocer las
limitaciones de este modelo para optimizar los procedimientos para futuras investigaciones.
Si bien las sublineas generadas proporcionaron informacion valiosa, las metodologias
utilizadas en algunos analisis, como la deteccion de GAGs o la medicion de proteinas
relacionadas con la dinamica mitocondrial, podrian ser ajustadas para reducir la variabilidad
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en los resultados. La inclusién de métodos mas robustos y un aumento en el numero de
réplicas ofreceria datos mas precisos y representativos. Ademas, seria valioso incorporar
modelos animales para validar los hallazgos obtenidos en el contexto in vitro. Como se
menciond anteriormente, un area que podria ser explorada en el futuro es la evaluacién del
metabolismo celular y su relacion con la disfuncion mitocondrial, lo cual podria ofrecer una
vision aun mas detallada de los mecanismos celulares de la enfermedad. A través de un
enfoque mas integral, podemos avanzar en el conocimiento de los mecanismos patolégicos

de la MPS IlIA y mejorar las posibilidades de intervencion clinica.
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6.Conclusion

El conocimiento de los mecanismos fisiopatoldgicos involucrados en la progresién de la
neurodegeneracion asociada a la MPS IlIA es fundamental para el desarrollo de terapias
mas eficaces. En este sentido, los modelos neuronales de MPS IllA desarrollados en nuestro
laboratorio representan una herramienta valiosa para el estudio de la enfermedad.

Entre las lineas estudiadas, la 124 mostré resultados mas robustos, permitiendo
establecer una relacién mas clara entre los eventos observados. En este caso, se observo
acumulacion de GAGs, las mitocondrias mostraron dafo, y las vesiculas autofagicas y
degradativas aumentaron en tamafo y cantidad, coincidiendo con un posible bloqueo en el
flujo autofagico. Ademas, se detectd mayor presencia de mitocondrias en autofagosomas,

sugiriendo defectos en la degradacion mitofagica.

Consideramos que un enfoque mas integral permitira avanzar en el entendimiento de los

mecanismos patologicos de la MPS IlIA y mejorar las posibilidades de intervencién clinica.
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