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RESUMEN

La mitocondria es una organela dinamica que responde ante fluctuaciones en la
demanda metabdlica celular, pudiendo cambiar su forma, nimero e inclusive su distribuciéon
intracelular. Estos cambios son consecuencia de la actividad de diferentes procesos como
fusion, fisibn y remodelacién mitocondrial, conocidos como dinamica mitocondrial. La
maquinaria de fusién mitocondrial involucra las GTPasas Mitofusinas 1y 2 (Mfn1 y Mfn2),
ubicadas en la membrana mitocondrial externa (MME), y la Optic Atrophy 1 (OPA1), ubicada

en la membrana mitocondrial interna (MMI).

Resulta sumamente interesante el estudio de la regulacion del gen MFN2 dado que,
ademas de su bien conocido rol en la fusidén mitocondrial, también se ha demostrado que tiene
un rol en la funcion mitocondrial, bioenergética y la biogénesis de mitocondrias. Mas aun, la
disminucion en la expresion o actividad de Mfn2 se ha observado en numerosas patologias
como la diabetes tipo 2, obesidad, enfermedades neurodegenerativas (Parkinson y Marie-
Charcot-Tooth) y en desérdenes proliferativos vasculares. La Mfn2 esta relacionada con
diversas funciones celulares como metabolismo oxidativo, ciclo celular, muerte celular y
transporte axonal de mitocondrias, al igual que con alteraciones en la proliferacion vascular.
Mfn2 ejerce un rol positivo en la respiraciéon mitocondrial y en la fosforilacién oxidativa
(OXPHQOS) en fibroblastos murinos. Se ha demostrado que la expresiéon de Mfn2 esta
disminuida en varios tipos de tumores malignos humanos, incluidos cancer gastrico,
hepatocelular, colorrectal, de vejiga y cancer de mama, en los cuales tiene una funcion anti
proliferativa y pro apoptética. Estudios de nuestro laboratorio han demostrado que la
expresion de Mfn2 se encuentra regulada por la estimulacion hormonal en células de Leydig
de ratén y células adrenocorticales humanas, lo cual favorece la fusién mitocondrial. La
expresion regulada de Mfn2 esta, al menos en parte, mediada por el factor de transcripcion
ERRa.

Existen trabajos que describen la regulacién del promotor de Mfn2 por diferentes
factores de transcripcion, como el mencionado ERRa, y en particular, el promotor presenta
numerosos sitios de reconocimiento para el factor Sp1 (Specificity protein 1), lo cual sugiere
la importancia de este factor en la regulacién de la expresion de Mfn2. Especialmente, Sp1 es
un factor clave en la produccion de esteroides en células adrenocorticales. Para entender
mejor los mecanismos que regulan la expresion de Mfn2, es necesario estudiar la actividad

de su promotor e identificar los elementos que la controlan.



Para ello, en este trabajo de Tesina estudiamos la regulacién del promotor de Mfn2 por
Sp1 en células adrenocorticales humanas H295R en condiciones basales y estimuladas,
mediante el uso de un plasmido de expresion de ARN de interferencia contra Sp1
(shARN-Sp1) e incubando tanto con angiotensina Il como con 8Br-AMPc. Observamos que
una disminucion de la expresion del factor Sp1 en células H295R correlaciona con una
disminucion de la expresién de Mfn2 tanto a nivel del ARNm como de la proteina, tanto a nivel

basal como en condiciones de estimulacion hormonal por Ang Il y por 8Br-AMPc.

Con el fin de caracterizar funcionalmente secuencias claves en el promotor de Mfn2 y
profundizar en el analisis de la regulacion por Sp1, utilizamos un plasmido ya disponible en el
laboratorio, conteniendo un fragmento de 1,9 kb que incluia al exdn 1 en la secuencia del
promotor. Mediante experimentos de transfeccion y analisis de la quimioluminiscencia, hemos
determinado que la estimulacién con angiotensina Il favorece la actividad de este promotor de
largo completo. Luego, utilizamos plasmidos ya existentes conteniendo deleciones
unidireccionales a partir del promotor de largo completo y hemos determinado que la pérdida
del sitio de reconocimiento de ERRa provoca una disminucién de la actividad del promotor,
mientras que la pérdida de los sitios de Sp1 produce una reduccion significativa en la actividad,
en comparacion con la secuencia de largo completo, efecto que se reproduce al silenciar Sp1.
Estos resultados sugieren que efectivamente los sitios de reconocimiento de Sp1 participan

en la mayor actividad del promotor de Mfn2 en esta linea celular H295R.

Dado que previamente demostramos que la angiotensina Il promueve el aumento de la
bioenergética mitocondrial en células adrenocorticales humanas H295R; en este trabajo
estudiamos si la Mfn2 tiene un rol en la funcién respiratoria mitocondrial, a través del analisis
de algunos factores de transcripcion involucrados en este proceso, como NRF-1y TFAM. Para
abordar este objetivo, utilizamos un plasmido conteniendo un ARN de interferencia para Mfn2
ya presente en el laboratorio. Hemos determinado que el silenciamiento de la expresion de
Mfn2 provoca una disminucién en los niveles proteicos de NRF-1 y de TFAM, tanto en

condiciones basales como al estimular hormonalmente.

En conclusién, en este trabajo de Tesina hemos demostrado por primera vez un rol
regulador del factor de transcripcion Sp1 sobre la expresion de Mfn2 en células
adrenocorticales humanas H295R, con una probable implicancia sobre la fusién mitocondrial
y la produccién de esteroides. Ademas, hemos observado que la expresion de Mfn2 es
necesaria para mantener los niveles de NRF-1 y TFAM, sugiriendo un rol de la Mfn2 en la
biogénesis mitocondrial, abriendo la alternativa de estudio de los mecanismos moleculares

involucrados en este proceso.



Study of factors regulating Mitofusin 2 expression and
its effects on mitochondrial biogenesis in

human adrenocortical cells

ABSTRACT

Mitochondria are dynamic organelles that respond to fluctuations in cellular metabolic
demand, changing their shape, number and even their intracellular distribution. These changes
are the result of various processes such as fusion, fission and mitochondrial remodeling,
known as mitochondrial dynamics. The mitochondrial fusion machinery involves the GTPases
Mitofusin 1 and 2 (Mfn1 and Mfn2), located in the outer mitochondrial membrane (OMM), and

Optic Atrophy 1 (OPA1), located in the inner mitochondrial membrane (IMM).

The study of MFN2 gene regulation is extremely interesting because, in addition to its
well-known role in mitochondrial fusion, it has also been shown to play a role in mitochondrial
function, bioenergetics and mitochondrial biogenesis. Furthermore, decreased expression or
activity of Mfn2 has been observed in numerous pathologies such as type 2 diabetes, obesity,
neurodegenerative diseases such as Parkinson's and Marie-Charcot-Tooth, and vascular
proliferative disorders. Mfn2 is related to various cellular functions such as oxidative
metabolism, cell cycle, cell death and axonal transport of mitochondria, as well as alterations
in vascular proliferation. Mfn2 plays a positive role in mitochondrial respiration and oxidative
phosphorylation (OXPHOS) in murine fibroblasts. It has been shown that Mfn2 expression is
decreased in several types of human malignant tumors, including gastric, hepatocellular,
colorectal, bladder and breast cancer, in which it has an antiproliferative and proapoptotic
function. Studies from our laboratory have shown that Mfn2 expression is regulated by
hormonal stimulation in mouse Leydig cells and human adrenocortical cells, promoting
mitochondrial fusion. The regulated expression of Mfn2 is, at least partially, mediated by the

transcription factor ERRa.

There are studies that describe the regulation of the Mfn2 promoter by different
transcription factors, such as the ERRa factor, and in particular, the promoter has numerous
recognition sites for the Sp1 (Specificity protein 1) factor, which suggests the importance of
this factor in the regulation of Mfn2 expression. Sp1 is a key factor in steroid production in
adrenocortical cells. To better understand the mechanisms that regulate Mfn2 expression, it is

necessary to study the activity of its promoter and identify the elements that control it.



To this end, in this thesis we studied the regulation of the Mfn2 promoter by Sp1 in human
H295R adrenocortical cells under basal and stimulated conditions, using an interference RNA
expression plasmid against Sp1 (shRNA-Sp1) and incubating with both angiotensin Il and 8Br-
cAMP. We observed that a decrease in Sp1 factor expression in H295R cells correlates with a
decrease in Mfn2 expression at both the mRNA and protein levels, both at baseline and under

conditions of hormonal stimulation by Ang |l and 8Br-cAMP.

To functionally characterize key sequences in the Mfn2 promoter and further analyze
Sp1 regulation, we used a plasmid already available in the laboratory containing a 1.9 kb
fragment, including exon 1 with the promoter sequence. Through transfection experiments and
chemiluminescence analysis, we have determined that stimulation with angiotensin Il
promotes the activity of this full-length promoter. We then used existing plasmids containing
unidirectional deletions from the full-length promoter and determined that the loss of the ERRa
recognition site causes a decrease in promoter activity, while the loss of Sp1 sites produces a
significant reduction in activity compared to the full-length sequence, an effect that is replicated
when Sp1 is silenced. These results suggest that Sp1 recognition sites participate in the

increased activity of the Mfn2 promoter in this H295R cell line.

Since we previously demonstrated that angiotensin Il promotes increased mitochondrial
bioenergetics in human H295R adrenocortical cells, in this study we investigated whether Mfn2
plays a role in mitochondrial respiratory function by analyzing some transcription factors
involved in this process, such as NRF-1 and TFAM. To address this objective, we used a
plasmid containing an interference RNA for Mfn2. We have determined that silencing the
expression of Mfn2 causes a decrease in the protein levels of NRF-1 and TFAM, both at

baseline and when hormonally stimulated.

In conclusion, in this thesis we have demonstrated for the first time a regulatory role of
the transcription factor Sp1 on the expression of Mfn2 in human adrenocortical H295R cells,
with a probable implication on mitochondrial fusion and steroid production. Furthermore, we
have observed that Mfn2 expression is necessary to maintain NRF-1 and TFAM levels,
suggesting a role for Mfn2 in mitochondrial biogenesis and opening the possibility of studying

the molecular mechanisms involved in this process.
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ABREVIATURAS

8Br-AMPc, 8-Br-adenosina 3’,5’-monofosfato ciclico
ADN, acido desoxirribonucleico

ADNmt, acido desoxirribonucleico mitocondrial
AMPc, adenosin monofosfato ciclico

Ang II, angiotensina |l

ARN, acido ribonucleico

ARNm, acido ribonucleico mensajero

ATP, adenosin trifosfato

BSA, seroalbumina bovina

CTE, cadena de transporte de electrones
CYP11A1, citocromo P450scc

CYP11B1, 11- hidroxilasa

DHEA, dehidroepiandrosterona

dNTP, desoxinucledtido trifosfato

ECA, enzima convertidora de angiotensina

EDTA, acido etiléndiaminotetra-acético

El, espacio intermembrana

ERK, quinasa regulada por sefiales extracelulares
ERRAa, receptor relacionado a estrégeno a

ETS, E26-transformacion especifica

H295R, células adrenocorticales humanas
HSD3B, 3-B hidroxiesteroide deshidrogenasa
M-MLV RT, transcriptasa reversa del Virus Moloney de Leucemia Murina
MMI, membrana mitocondrial interna

MME, membrana mitocondrial externa



NRF-1, factor respiratorio nuclear 1

NRF-2, factor respiratorio nuclear 2

Nrf-2, factor nuclear derivado de eritroide 2 similar al factor-2
OXPHOS, fosforilacion oxidativa

PBS, buffer fosfato salino

PGC-1a, coactivador del receptor gamma 1-a activado por el proliferador de peroxisomas
RE, reticulo endoplasmatico

ROS, especies reactivas de oxigeno

SDS, dodecilsulfato sodico

TFAM, factor de transcripcion-A mitocondrial

ZF, zona fasciculata

ZG, zona glomerulosa

ZR, zona reticularis
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INTRODUCCION

GLANDULA ADRENAL

Las glandulas suprarrenales o adrenales de los mamiferos son estructuras pares que
se localizan en el polo superior de los rifiones. Si se secciona una glandula adrenal en un
plano longitudinal, es posible distinguir una capsula de tejido conectivo y dos regiones bien
diferenciadas, que conforman practicamente dos glandulas endocrinas separadas, tanto a
nivel histolégico como por las hormonas que cada una produce. La region externa o corteza
adrenal esta compuesta mayormente por células adrenocorticales esteroidogénicas, con alto
contenido de gotas lipidicas. La corteza adrenal es de origen mesodérmico y deriva de la
pared celdomica dorsal, motivo por el cual las células que la componen comparten

caracteristicas con las células esteroidogénicas gonadales.

La regién interna o médula adrenal, rodeada por la corteza, esta conformada por células
cromafines de origen ectodérmico. Estas células derivan de la cresta neural y funcionan
esencialmente como ganglios simpaticos modificados, ya que estan bajo el control directo de
neuronas preganglionares simpaticas colinérgicas y liberan a la circulacion noradrenalina y

adrenalina.

La corteza adrenal se divide en tres zonas concéntricas: zona glomerulosa (ZG), zona
fasciculata (ZF) y zona reticularis (ZR) (Camponova et al., 2021). Pese a que esta descripcion
esta basada en la organizacion histologica de la corteza adrenal, hoy en dia se acepta que

estas tres zonas tienen distintos roles en la sintesis de hormonas esteroideas.

La ZG es la mas externa y delgada de las tres. Las células que la componen son
pequenas, redondeadas y con un contenido lipidico menor al de las células de la ZF. Las
células de la ZG sintetizan mineralocorticoides, como la aldosterona, que regula el balance

hidrico por sus efectos sobre la concentracion de K™y Na*.

La ZF se localiza entre la ZG y la ZR, y consiste en células poliédricas con gran
contenido de gotas lipidicas, distribuidas en largas columnas paralelas que se extienden
radialmente desde la ZG hacia la ZR y rodeadas de sinusoides que permiten el contacto
directo y extendido de las células con la circulacion. La ZF produce glucocorticoides, los cuales
tienen un rol fundamental en el metabolismo de los glucidos, en la respuesta a situaciones de

estrés y en la regulacion de la respuesta inflamatoria, entre otros.

La ZR bordea la médula adrenal y contiene numerosas fibras reticulares. Sus células se

disponen de forma irregular, poseen gotas lipidicas y estan considerablemente pigmentadas.
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Esta region es la fuente principal de andrégenos adrenales, como es el caso de la
dehidroepiandrosterona (DHEA), pero también se sintetizan alli algunos glucocorticoides
(Gallo-Payet & Battista, 2014).

Las distintas zonas de la corteza adrenal sintetizan hormonas esteroides, al igual que
otros tejidos esteroidogénicos, a partir de un unico sustrato: el colesterol. Dicho sustrato puede

provenir de reservorios endogenos, del transporte por suero o ser sintetizado de novo.

La ZG de la corteza adrenal es la responsable primaria de la sintesis de
mineralocorticoides, especialmente la aldosterona, una hormona clave en la regulacion del
balance hidrosalino y la homeostasis cardiovascular. Este proceso esta altamente regulado e
involucra varias etapas y enzimas clave que transforman el colesterol en aldosterona. Las
células de la ZG expresan receptores de lipoproteinas de baja densidad (LDL), permitiendo la
captacion e internalizacion de colesterol, principalmente proveniente del sistema circulatorio
(Bassett et al., 2004). El primer paso, y también limitante, en la sintesis de todos los esteroides
es la conversion del colesterol a pregnenolona, mediada por la proteina Steroidogenic Acute
Regulatory (StAR), conocida por su participacion en la sintesis aguda o rapida de esteroides
(Stocco & Clark, 1996) como proteina transportadora. De esta manera, StAR facilita el
transporte de colesterol a través de la membrana mitocondrial externa (MME) hacia la interna
(MMI), donde se localiza la enzima citocromo P450scc (side cholesterol chain cleavage) que
cataliza la conversién de colesterol a pregnenolona. En la ZG, la pregnenolona se convierte
en aldosterona a través de una serie de reacciones enzimaticas, principalmente catalizadas
por la 11-B-hidroxilasa y la aldosterona sintasa. La 11-B-hidroxilasa, expresada en dicha zona
de la corteza adrenal, introduce un grupo hidroxilo en la posicion 11 del esteroide y la
aldosterona sintasa, exclusiva de esta zona, cataliza las reacciones finales para formar

aldosterona.

La esteroidogénesis en ZG se encuentra mayormente regulada por angiotensina |l
(Ang II) y K*, mientras que la hormona adrenocorticotrépica (ACTH) es la hormona principal

que regula la esteroidogénesis en las ZF y ZR (Hattangady et al., 2012).

Modelo celular adrenocortical humano: H295R

Las células H295R son una linea celular derivada de un carcinoma adrenal humano
funcional y se utilizan en investigaciones relacionadas con la esteroidogénesis y la funcién
adrenal. Este modelo fue establecido por Rainey y colaboradores, y se ha convertido en una
herramienta clave para el estudio celular, molecular y fisiolégico de la corteza adrenal humana
(Rainey et al., 1994). Al ser células adrenocorticales derivadas de la corteza adrenal humana,

conservan muchas de las caracteristicas de las células adrenales primarias, incluyendo la
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capacidad de sintetizar y secretar una gran variedad de hormonas esteroideas, como cortisol
y DHEA (Mangelis et al., 2016). Por este mismo motivo han sido y son ampliamente utilizadas
para estudiar la regulacion endocrina y la respuesta a estimulos hormonales (Duranova et al.,
2022). Como modelo experimental, es la Unica linea celular suprarrenal que expresa todas las
enzimas esteroidogénicas de la corteza y tiene un patrén de secrecion esteroide similar a los
cultivos primarios de células suprarrenales (Romero et al., 2010). Es un modelo en el cual
también se ha estudiado ampliamente la activacion de cascadas de senalizacion intracelular,
incluyendo la via de las quinasas reguladas por sefales extracelulares (Duranova et al., 2022;
Rainey et al., 1994, 2004).

Las células H295R presentan diversas cascadas de sefalizacion intracelular que
regulan la sintesis de esteroides y otras funciones celulares. Entre las cascadas de

sefalizacion mas relevantes en este modelo, se encuentran:

-Via de PKC: La activacion de receptores acoplados a proteinas G por Ang Il (AT1R) lleva a
un aumento en los niveles de DAG y Ca?*, activando las distintas isoformas de PKC (M. Cooke
et al.,, 2013; Manna et al., 2011).

-Via de K*: El K* a través de canales especificos promueve el aumento de Ca?* intracelular,
favoreciendo la expresion de enzimas esteroidogénicas y la sintesis de esteroides (Nogueira
et al., 2009).

-Via de AMPc/PKA: La via de AMPc es esencial para la sefializacion hormonal en las células
adrenocorticales, incluyendo las H295R. La activacién de receptores acoplados a proteinas G
(GPCRs) por hormonas, como la ACTH, lleva a un aumento en los niveles de AMPc, activando
la PKA. La PKA, a su vez, regula eventos celulares importantes, incluyendo la fosforilacién de
proteinas clave involucradas en la esteroidogénesis (Aumo et al., 2010; Hauet et al., 2002;

Lefrancois-Martinez et al., 2011).

Regulacion hormonal de la esteroidogénesis adrenal

La glandula adrenal produce esencialmente dos grupos de hormonas esteroides: los
glucocorticoides y los mineralocorticoides. El cortisol es el glucocorticoide predominante en

humanos y la aldosterona, el mineralocorticoide mas potente.

ACTH ejerce su accion mediante un mecanismo que se inicia con la unién a sus
receptores de la membrana plasmatica (B. A. Cooke & van der Kemp, 1976), especificos de
la familia de los 7TMS (7 segmentos transmembrana). Esto promueve un aumento de los
niveles intracelulares de AMPc y la activacion de la PKA (Abdou et al., 2014), desembocando

en la fosforilacién en serina/treonina de proteinas regulatorias. De esta manera se
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desencadena la respuesta celular mas notoria: el incremento en la sintesis y secrecion de

glucocorticoides en la ZF.

Por otra parte, la Ang Il y pequefios incrementos en la concentracion de K* provocan un
aumento del Ca?" intracelular por varios mecanismos diferentes (Fakunding & Catt, 1980;
Foster et al., 1997), lo que actua como el principal estimulo intracelular en la secrecién de
aldosterona. Especificamente, la unién de la Ang Il a los receptores ATR1 acoplados a
proteina Gg/11 (Ardaillou, 1999; de Gasparo et al., 2000) activa la hidrélisis, dependiente de
PLC (Fosfolipasa C), de PIP2 (Fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato) en la membrana plasmatica, lo
que resulta en la formacion de inositol-3-fosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 genera un
aumento en la concentracion citosdélica de Ca?*, inicialmente por una rapida liberacion desde
depdsitos intracelulares y luego por un ingreso sostenido desde el espacio extracelular a
través de canales de Ca?* voltaje dependiente (tipos Ty L), asi como canales activados por la
liberacion misma de Ca?* (Ambroz & Catt, 1992; Burnay et al., 1994). Este aumento en el Ca?*
intracelular activa a la CaMKIl (quinasa |l estimulada por Ca?*/calmodulina) (Pezzi et al.,
1996), mientras que el DAG dentro de la membrana activa a la proteina quinasa dependiente
de Ca?*, PKC (l. Kojima et al., 1984) (Figura 1).
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Figura 1. Representacion esquematica de la esteroidogénesis en la glandula suprarrenal.

Después de la captacion de colesterol mediada por StAR en las mitocondrias de las células
adrenocorticales, son sintetizados aldosterona, cortisol y precursores de andrégenos suprarrenales
mediante la accién coordinada de una serie de enzimas esteroidogénicas especificas de cada zona.
Traducido y adaptado de (Gallo-Payet & Battista, 2014).
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Varios estudios han demostrado que esas vias de transduccion de sefales estan
interrelacionadas. En células de la ZG bovinas, la ACTH, en un proceso dependiente de AMPc,
inhibe la sefial de Ca?* y la secrecion de aldosterona inducidas por Ang Il (Yoshida et al.,
1991). En contraste, Ang |l potencia el efecto de ACTH sobre la produccién de AMPc e inhibe
el aumento de la concentracion de Ca?* intracelular y la produccion de aldosterona inducidos
por K* (Aptel et al., 1996; Balla et al., 1991).

En cuanto a laAng Il, es un péptido vasoactivo que se produce a partir de la angiotensina
| mediante la accién de la enzima convertidora de angiotensina (ECA). Es el principal estimulo
hormonal para la sintesis y secrecidn de aldosterona por la ZG. La Ang Il no sdlo actua sobre
la estimulacion inmediata o aguda de la sintesis de las hormonas esteroideas mencionadas,
sino que también aumenta la expresion de una serie de genes, incluidos los implicados en
esteroidogénesis, como StAR, el CYP21A1, CYP11B1 y CYP11B2 (la aldosterona sintasa), y
en otras funciones celulares claves, como factores de transcripcion AP-1y de la familia de los

EGRs (Genes de Respuesta al Crecimiento Temprano) (Nogueira et al., 2007).

Por su parte, el analogo permeable del AMPc, el 8Br-AMPc es un activador de la PKA
de accion prolongada, ya que es resistente a la degradacion por la fosfodiesterasa de AMPc
(Rueda et al.,, 2012). Se utiliza en investigaciones cientificas para estudiar la funcion y
regulacion de las vias de sefializacion que involucran al AMPc. Al ser un analogo de AMPc,
puede activar las vias de sefnalizacion de AMPc sin depender de los receptores de membrana
y de la adenilato ciclasa que activan la produccion de este segundo mensajero a partir de la
estimulacién con la hormona trofica. También, a través de la activacion de PKA, puede
modular la expresion génica activando vias de senalizacion mediadas por el factor de

transcripcion CREB (CAMP response element-binding).

LA MITOCONDRIA

La mitocondria es una organela que esta presente en todas las células eucariotas y es
uno de los sistemas de endomembrana mas antiguamente descriptos (Friedman & Nunnari,
2014). Originalmente era considerada una estructura aislada y estatica, y la proveedora de
energia celular. En la actualidad, se conoce ampliamente que las mitocondrias son organelas
moviles, dinamicas e interconectadas tanto entre ellas como con otros componentes celulares.
Como es sabido, la mitocondria juega un rol central en la bioenergética celular y el
metabolismo de aminoacidos y lipidos, dado que en ella ocurren los procesos de B-oxidacion,

ciclo de Krebs, cadena de transporte de electrones (CTE) y fosforilacidn oxidativa.

La mitocondria esta compuesta por dos membranas, la MMI y la MME, que rodean una

densa matriz donde se encuentran las enzimas que participan en el ciclo de Krebs. En dicha
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matriz mitocondrial también suceden otras reacciones celulares, ademas de contener
multiples copias de un genoma mitocondrial que codifica para unas pocas proteinas de la
membrana interna, junto a los ARN de transferencia y ARN ribosomales mitocondriales
utilizados para su traduccion. Los otros varios cientos de proteinas presentes en la mitocondria
son codificados por el ADN nuclear y, posteriormente, sintetizados e importados desde el
citosol (Bartolak-Suki et al., 2017).

Actualmente se entiende a la mitocondria como una red dinamica en constante fusion y
fisidbn, que forma un complejo de redes que interactia con otros componentes celulares, en

particular el citoesqueleto y el reticulo endoplasmico (RE) (Rutter & Rizzuto, 2000).

El mantenimiento de la funcion mitocondrial requiere una orquestacion fuertemente
controlada de los procesos de mitofagia y mitobiogénesis (que sera introducida mas adelante
en esta seccion). Existen numerosas evidencias que apoyan la existencia de varios estimulos
capaces de desencadenar simultdneamente estos dos procesos antagénicos (L. Liu et al.,
2023).

Dinamica mitocondrial

La mitocondria es una organela dinamica que responde ante fluctuaciones en la
demanda metabdlica celular, pudiendo cambiar su forma, nimero e inclusive su distribucion
intracelular. Las mitocondrias en células de mamifero se visualizan como una red de
filamentos que se encuentran bajo cambios continuos de forma y localizacién, respondiendo
a la homeostasis celular y a diversos estimulos. Estos cambios son consecuencia de la
actividad de diferentes procesos como fusion, fision y remodelacién mitocondrial. En conjunto,

estos procesos se conocen como dinamica mitocondrial (Zorzano et al., 2010).

La dinamica determina la forma e interconectividad de la mitocondria en la regulacién
de varios aspectos de su funcionalidad, incluyendo la produccion de ATP, mantenimiento de
los niveles de Ca?*, homeostasis de los radicales libres, herencia del ADN mitocondrial,
regulacién de la apoptosis y el control de calidad mitocondrial (Buck et al., 2016; Canto, 2018;
Dorn, 2019; Merrill et al., 2011; Tilokani et al., 2018; Whitley et al., 2019). La dinamica
mitocondrial esta fuertemente regulada por proteinas GTPasas de la superfamilia de la
dinamina. En la fusion intervienen la Mitofusina 1, Mitofusina 2 (Mfn1, Mfn2) y Optic Atrophy 1
(OPA1). Mnf1 y Mnf2 son GTPasas transmembrana homélogas que se localizan en la MME
regulando la fusion de esta bicapa, mientras que OPA1 regula la fusion de la MMI y el
mantenimiento de las crestas mitocondriales (Zorzano et al., 2010). Por otro lado, la fision
mitocondrial depende principalmente de dos proteinas, Dynamin-related protein 1 (Drp1) y

Fis1 (Qi et al., 2011), para las cuales se han descripto una gran variedad de modificaciones
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post-traduccionales como fosforilacion, oxidacién, sumoilacion y ubiquitinacién, que regulan

su actividad y, en consecuencia, la dinamica mitocondrial (J. Zhao et al., 2013) (Figura 2).

La dinamica mitocondrial esta vinculada a muchos eventos fisioldgicos y patolégicos,
como el estrés oxidativo, la apoptosis y la respuesta inmune (Angajala et al., 2018; Nunnari &
Suomalainen, 2012; Pickles et al., 2018; Spinelli & Haigis, 2018; Xiong et al., 2014). Ademas,
su desregulacion se ha asociado con enfermedades neurodegenerativas, cardiovasculares y
metabdlicas (H. Chen et al., 2003; Detmer & Chan, 2007; Joaquim & Escobar-Henriques,
2020).

MFN1,2
outer membrane
. @ sorat
fusion lCL \ﬁ/
" inner membrane
L-OPA1 L-OPA1  |-OPA1 YME1L

DRP1

fission

Figura 2. Actores principales en la fusion y fision mitocondrial. La fusién de la membrana
mitocondrial externa es llevada a cabo por las Mfn1 y 2, mientras que L-OPA1 (larga) mantiene la
continuidad de la membrana interna, ya sea por interaccion homotipica o al unirse a la cardiolipina (CL).
La fisiébn es mediada por el reclutamiento de Drp1 citosélico a la membrana externa mediante dinamicas
dependientes de actina, donde se une a FIS1, MFF, MiD49, y MiD51. Cuando se activa, OMA1 cliva
L-OPA1 a S-OPA1 en cooperacion con YME1L para la acumulacion de S-OPA1 (inactiva en fusion).
Extraido de (Gilkerson et al., 2021).

Mitofusina 2

La Mfn2 es una proteina GTPasa multifuncional ubicada en la MME y en membranas de
RE asociadas a mitocondria, 0 MAMs (mitochondria-associated ER membranes). Mfn2 es
clave en la direccion de la fusion mitocondrial y participa en varios procesos biolégicos tanto

en condiciones fisioldgicas como patoldgicas (proliferacion celular, autofagia, apoptosis,
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contacto RE y mitocondria, diferenciacion de células madre, ferroptosis, etc.) (Benard &
Karbowski, 2009; Brooks & Dong, 2007; Deng et al., 2022; Filadi et al., 2018; Martin, 2011;
Wei et al., 2020).

La Mfn2 humana es una proteina formada por 757 aminoacidos. Esta compuesta por un
gran dominio GTPasa citosélico en la region N-terminal, seguido secuencialmente por un
espaciador, un primer dominio de repeticion (HR1) en hélice enrollada, un espaciador, dos
dominios transmembranales (TM) muy cercanos que atraviesan la MME, un espaciador y un
segundo dominio de repeticion (HR2) en la region C-terminal (Figura 3, paneles Ay B). Cabe
destacar que, entre HR1 y los dominios TM, Mfn2 posee un dominio rico en prolina (PR),

probablemente responsable de interacciones especificas de proteina a proteina.

En mamiferos, Mfn2 junto con su homéloga Mfn1 son las principales reguladoras de la
fusién de la MME (Figura 3, panel C) (Daste et al., 2018; Giacomello & Scorrano, 2018; Y. J.
Li et al., 2019; Yan et al.,, 2018). A pesar de tener un 77% de similitud, la disminucién
independiente de los niveles de cada Mfn afecta diferencialmente la morfologia mitocondrial
(H. Chen et al., 2003). Mientras que la deplecion de Mfn1 lleva a mitocondrias altamente
fragmentadas, organizadas en pequefios bloques dispersos por todo el citosol, la deplecién
de su homodloga Mfn2 conduce a fragmentos mitocondriales mas grandes que se agrupan

perinuclearmente.

Aunque se expresa de manera ubicua, Mfn1 esta principalmente presente en el corazén
y los testiculos, mientras que Mfn2 es predominante en el cerebro y los tejidos musculares;
en otros tejidos, conviven niveles de expresion similares para ambas isoformas (Eura et al.,
2003; Santetl et al., 2003). La delecion homocigota en modelos murinos de Mfn1 o Mfn2 es
letal, y los ratones knockout para ambas isoformas mueren incluso antes que los knockout
para cada isoforma individual (H. Chen et al., 2003), lo que sugiere que estas dos proteinas
desempenan funciones no redundantes. Ademas, los ratones deficientes en Mfn2 (pero no en
Mfn1) presentan defectos placentarios (H. Chen et al., 2007). Si Mfn2 se elimina después de
la placentacion, conduce a la neurodegeneracion cerebelosa (H. Chen et al., 2007), resaltando

el impacto diferencial de estas proteinas segun la etapa de desarrollo.
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Figura 3. Estructura de Mfn2. (A) El esquema representa la estructura lineal de la proteina Mfn2: gran
dominio GTPasa N-terminal, seguido por el dominio HR1, el dominio PR, los dos dominios TM y el
dominio HR2 C-terminal. Los nimeros superiores indican los aminoacidos iniciales y terminales de los
dominios correspondientes. (B) El dibujo representa la topologia de Mfn2, con dos dominios TM muy
cercanos cruzando la MME (hélices verdes) y las partes citosodlicas. (C) Esquema de la fusién de la
MME a través de las Mfns. La unién esta mediada por la interaccion entre los dominios HR2 de las

Mfn2 pertenecientes a las MMEs opuestas. Tomado de (Filadi et al., 2018).

Aunque ambas Mfns regulan la fusion mitocondrial, se han atribuido roles adicionales a
Mfn2 (Filadi et al., 2018; Pendin et al., 2017; K. Xu et al., 2017; Zhou et al., 2019). Se propuso
que Mfn2 regula el acercamiento/contacto y la distancia entre las mitocondrias y el RE
(Cosson et al., 2012; De Brito & Scorrano, 2008; Filadi et al., 2015; Naon et al., 2016),
controlando el intercambio de Ca?* entre ambas organelas (Hayashi et al., 2009; Rutter &
Rizzuto, 2000; Szabadkai et al., 2006). Consistentemente, los contactos Mfn2 vy
RE-mitocondria modulan funciones dependientes de Ca?* en la remodelacion vascular
(Gobel et al., 2018). Ademas, estos MAMs son esenciales para la transferencia de fosfolipidos
entre las dos organelas (R. Kojima et al., 2016) y se ha propuesto un rol directo de Mfn2 en la

transferencia de lipidos (Hernandez-Alvarez et al., 2019).

Respecto a los estudios en la clinica, existe gran cantidad de evidencia que muestra la
relevancia de Mfn2. Se ha visto que mutaciones en el gen que codifica para Mfn2 se asocian
con enfermedades neurodegenerativas como ser Charcot-Marie-Tooth 2A, Alzheimer,
Parkinson (Stuppia et al., 2015; Zuchner et al., 2004) y en diversos trastornos metabdlicos,
como obesidad, diabetes, resistencia a la insulina, etc. (Bell et al., 2019; Boutant et al., 2017,
Ramirez et al., 2017; Schneeberger et al., 2013).
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La actividad de Mfn2 esta relacionada con diversas funciones celulares como el
metabolismo oxidativo, ciclo celular, mitofagia, apoptosis, transporte axonal de mitocondrias y
alteraciones en la proliferacion celular (Basso et al., 2018; Brooks & Dong, 2007; H. Chen &
Chan, 2009; Gegg et al., 2010; Poole et al., 2008). Se ha demostrado que la reduccion de la
expresion de Mfn2 disminuye el potencial de membrana mitocondrial, la tasa de consumo de
oxigeno y otros procesos metabdlicos claves (Y. R. Chen et al., 2005; Mourier et al., 2015;
Pich et al., 2005). También se ha observado que Mfn2 tiene un rol en la patogenia y prognosis
de diferentes tipos de cancer, siendo considerada en general como una proteina supresora
de tumores (Bhandari et al., 2015; Cheng et al., 2013; Rehman et al., 2012; W. Wang, Lu, et
al., 2012). La regulacion de la expresion de Mfn2 hasta el momento no ha sido completamente
esclarecida y permitiria profundizar en las bases bioquimicas de las patologias ya

mencionadas.

Participacion de la dinamica mitocondrial en la esteroidogénesis

Un aspecto importante de la dinamica mitocondrial en la esteroidogénesis esta
relacionado con la distribucion y la morfologia de las mitocondrias. La red mitocondrial
dindmica permite la distribucion eficiente de precursores metabdlicos y la rapida adaptacién a

las demandas energéticas y de sintesis asociadas con la esteroidogénesis.

La fusion mitocondrial participa en la correcta localizacion de ACSL4, una sintetasa de
acil-CoA de cadena larga (de tipo 4) ubicada en las MAMs, y esta asociacion se incrementa
luego de la estimulacion mediada por hCG/AMPc/PKA (Duarte et al., 2012). Por su parte, las
MAMs tienen un rol clave en la produccién de esteroides, participando de la transferencia
optima de colesterol desde el RE a la MMI, aumentando la tasa esteroidogénica (Issop et al.,
2015).

Especificamente, en nuestro laboratorio hemos demostrado previamente que, en
células de Leydig de raton, la estimulacion de la via de la hormona luteinizante, mediante el
uso de la hormona gonadotrofina coridnica humana (hCG), regula positivamente la expresion
de la Mfn2 y sus niveles en la mitocondria, y que esta regulacion se asocia con el incremento
de la fusiébn de mitocondrias. Este proceso también lo hemos demostrado en células
adrenocorticales humanas H295R, en la via de sefializacion de Ang Il y K*. En estos modelos
celulares, la fusion mitocondrial, a través de la expresion regulada de Mfn2, tiene un rol en la
correcta localizacion de proteinas mitocondriales que participan en el transporte de colesterol
ala MMI, como ser la proteina StAR y ERK, claves en la esteroidogénesis (Duarte et al., 2012,
2014).
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GEN DE MITOFUSINA 2

El gen de MFN2 humana esta localizado en el locus 1p36.22 del cromosoma 1 del
genoma nuclear (Stuppia et al., 2015). Contiene 19 exones y la traduccién comienza en el
exon 3. Analisis in silico de la region 5’ mostraron que existen varios potenciales sitios de union
de factores de transcripcién, incluyendo a C/EBP, GATA-1, NFkB, AP-1, p53, Sp1 y ERRa
(Estrogen related-receptor a) (Gardiner-Garden & Frommer, 1987; Ngoc et al., 2019;
Sorianello et al.,, 2012; W. Wang et al., 2010). Este ultimo es un factor de transcripcion
requerido para la union y regulacién sobre el promotor de Mfn2 de PGC-1a y PGC-113
(peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator a y B), factores que regulan
positivamente su expresion (Bucha et al., 2019; Peng et al., 2017; Zorzano, 2009). La region
cercana al exon 1 no presenta la secuencia TATA (promotores conocidos como TATA-less),
pero contiene regiones ricas en G/C (islas CpG), con varios potenciales sitios de unién del
factor de transcripcién Specificity Protein 1 (Sp1). Se ha demostrado que Sp1 se une al
promotor y activa la transcripcion de Mfn2 en células vasculares de musculo liso (Sorianello
et al., 2012). Asu vez, dichas islas CpG son blanco de metilaciones y ha sido demostrado que
la expresion del gen de MFN2 también es regulada por metilacion (Kulkarni et al., 2023; Y. Li
et al., 2018).

Factores de transcripcion

a) Estrogen-Related Receptor a

El factor de transcripcion ERRa es un receptor nuclear de tipo huérfano con un rol
regulatorio a nivel endocrino, en la homeostasis y en el desarrollo tumoral. Se encuentra
relacionado estructuralmente al receptor de estrogenos (ER, Estrogen Receptor) (Giguére,
2008). Los ERRs se unen especificamente a secuencias TCAAGGTCA, conocidas como
elementos de respuesta relacionado con el estrégeno (ERREs). Los ERRs muestran una
actividad transcripcional constitutiva significativa que depende de la presencia de proteinas
coactivadoras, principalmente de PGC-1a y PGC-1B3, que regulan vias metabdlicas y
muestran una alta especificidad para los ERRs (Huss et al., 2002; Kamei et al., 2003;
Schreiber et al., 2003).

Ya hace tiempo se observé que este factor de transcripcién se expresa en la glandula
adrenal de ratones (Giguére et al., 1988), asi como también en la glandula adrenal humana
adulta y fetal (Seely et al., 2005). En las glandulas adrenales normales de humanos adultos,
se detect6 a ERRa en todas las zonas adrenocorticales, pero no en la médula, sugiriendo que

ERRa desempefia un papel importante en la regulacion de la produccion de esteroides
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suprarrenales. Trejter y colaboradores describieron la presencia del ARNm de ERRa en la ZG
y la ZF/R de la corteza adrenal de ratas (Trejter et al., 2015). En las células adrenocorticales
humanas H295R, se ha descripto que ERRa puede desempefiar un papel importante en la
regulacion de procesos metabdlicos y la respuesta a estimulos hormonales. (Avena et al.,
2022).

En relacion con la regulacion transcripcional de Mfn2, se sabe que la misma puede ser
inducida por la accion cooperativa de los factores de transcripcion PGC-1a y ERRa en células
musculares. Especificamente, el promotor de Mfn2 contiene sitios consenso para la union de
estos factores y ha sido demostrado en células musculares lisas humanas que la perdida de
éstos, ya sea por inhibicion y/o knockdown, disminuye la expresion de Mfn2 (Shu et al., 2019).
Asu vez, la union directa entre ERRa y secuencias en el promotor de Mfn2 ha sido demostrada

por ensayos de cambios en la movilidad electroforética en células HelLa (Soriano et al., 2006).

b) Specificity Protein 1

Sp1 es miembro de una familia de factores de transcripcion que también incluye a Sp2,
Sp3 y Sp4, los cuales estan implicados en una amplia variedad de procesos biologicos. Sp1
particularmente activa la transcripcion de genes que contienen regiones ricas en GC en sus
promotores (Vizcaino et al., 2015). Sp1 es un factor de transcripcion requerido para la
expresion de una gran cantidad genes housekeeping, los cuales codifican para proteinas

claves en el metabolismo, proliferacion, crecimiento y muerte celular (Black et al., 2001).

Se sugiere que existen al menos 12000 sitios de unién a Sp1 en el genoma humano y
la mayoria de los estudios apoyan la idea que Sp1 no s6lo mantiene la transcripcion basal de
los genes a los que se une, sino que también contribuye en su regulacion (Cawley et al., 2004;
de Werken, 2014; Oleaga et al., 2012). Especificamente, Sp1 puede sufrir modificaciones
postraduccionales y asi modular su actividad, comportandose como activador o represor,

segun sea el caso (Figura 4) (Y. Xu et al., 2019).
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Figura 4. Representacion esquematica de la activaciéon transcripcional por Sp1. A través de
coactivadores, Sp1 se une al ADN e interactua indirectamente con TBP (proteina de union a TATA) y

otros factores de transcripcion generales (GTFs). Extraido y modificado de (Vizcaino et al., 2015).

Se ha demostrado que Sp1 ejerce un rol en la induccion de StAR y de otras proteinas
claves en la esteroidogénesis (como CYP11A1, HSD3B2, etc.) estimulada por hCG en cultivo
primario de células de la granulosa (Convissar et al., 2019). Ademas, se ha demostrado que
Sp1 regula la expresién de enzimas involucradas en la biosintesis de hormonas esteroides,
como la aromatasa en células placentarias humanas (W. Wang, Li, et al., 2012) y que también
promueve la expresion de CYP11A1 al cooperar con otros factores de transcripcion, como
SF-1y AP-2, en células de la corteza adrenal y células trofoblasticas, respectivamente (Z. Liu
& R. Simpson, 1999; Pena et al., 1999). Por otra parte, se ha visto que la enzima CYP17A1

también puede ser regulada por Sp1 en células de glioma (Chuang et al., 2017).

En relacién con los resultados presentados mas adelante en esta Tesina, Sorianello y
colaboradores han descripto que Sp1 se une al promotor de Mfn2 con un rol clave en su
transcripcion basal en células musculares vasculares lisas humanas. Especificamente, la
sobreexpresion de Sp1 activa el promotor de Mfn2 y la pérdida de este factor (ya sea por
inhibicion o silenciamiento) reduce la expresion de Mfn2 (Sorianello et al., 2012). Ademas, hay
evidencia que muestra que Mfn2 interactia directamente con Sp1 en células de
hepatocarcinoma humano, “secuestrando” a dicho factor de transcripcion y funcionando como

un agente antitumoral (Tang et al., 2020).
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BIOGENESIS MITOCONDRIAL

El proceso de biogénesis mitocondrial (mitobiogénesis) es el resultado de la expresion
coordinada del ADN nuclear y mitocondrial, como respuesta a la demanda energética celular.
Dicho proceso consta de eventos coordinados a nivel molecular que permiten la regulacién
de la poblacion y la calidad mitocondrial con el fin de suplir las necesidades celulares (Figura
5). La biogénesis mitocondrial es un proceso complejo y altamente regulado que implica la
coordinacién de procesos de regulacion transcripcional: la expresién génica de los genes
mitocondriales es regulada por factores de transcripcion especificos, como TFAM
(Transcription Factor A, Mitochondrial), NRF-1 y 2 (Nuclear Respiratory Factor 1/2) y Nrf2
(Nuclear factor erythroid 2-Related Factor 2). Estos factores coordinan la transcripcion de los

genes nucleares y mitocondriales necesarios para la biogénesis (Scarpulla, 2008).

External stimulus . o
(e.g., exercise) —.-) AMPK signaling

......... - Mitochondrion

Mitochondrial

l biogenesis

Figura 5. Representacion esquematica de la regulacion de la biogénesis mitocondrial. En
respuesta a estimulos externos, el genoma nuclear coordina la expresién de proteinas nucleares y
mitocondriales. Esta via se dispara por la activacién de moléculas de sefializacién, incluida la proteina
quinasa activada por AMP (AMPK), y converge en la expresién del coactivador transcripcional PGC-1aq,
el regulador maestro de la biogénesis mitocondrial. PGC-1a promueve su propia expresion, asi como
la de los factores respiratorios nucleares 1y 2 (NRF-1/2). NRF-1y 2 se unen y promueven la expresion
de genes nucleares que codifican proteinas mitocondriales, asi como la expresion de TFAM, que
posteriormente se transporta a las mitocondrias. Alli, TFAM se une al ADN mitocondrial (ADNmt) y
activa la transcripcion y replicacion del genoma mitocondrial. TF, factor de transcripcion. Extraido de
(Picca et al., 2017).
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Las proteinas que sirven para el funcionamiento de la mitocondria requieren de la
expresion de genes codificados por el genoma nuclear y mitocondrial (Scarpulla, 2002). La
correcta expresion de esos genes se regula coordinadamente por una serie de factores de

transcripcién, codificados por genes nucleares.

Entre ellos encontramos el NRF-1, el NRF-2 o GABPA, y ERRa. Aunque NRF-1 y NRF-
2 tienen una nomenclatura similar debido a su implicacion en la regulacion de proteinas
relacionadas con la OXPHOS, NRF-1 se une al ADN en forma de homodimero y presenta una
estructura modular caracteristica de muchos factores de transcripcion (Virbasius & Scarpulla,
1994), mientras que NRF-2 pertenece a una familia mas amplia definida por la presencia de
un tipo de dominio de unién al ADN, denominado ETS (E26-Transformacion Especifica), y otro

dominio de homodimerizacion (Aquilano et al., 2013).

NRF-1 y NRF-2 han sido relacionados con la transcripcion de numerosas subunidades
de la cadena respiratoria codificadas en el nucleo, aumentando asi el ensamblaje del aparato
respiratorio (Aquilano et al., 2013; Biswas & Chan, 2010), ademas de encargarse de la
transcripcién del TFAM, factor implicado en el inicio de la transcripcion del ADNmt (Virbasius
& Scarpulla, 1994). PGC-1a colabora en la unidon de estos factores de transcripcién a regiones
concretas de los genes nucleares encargados de codificar para proteinas mitocondriales y asi

favorecer la actividad mitocondrial (Figura 5) (Lin et al., 2002).

Rol del NRF-1y TFAM

La relacion entre NRF-1 y la biogénesis mitocondrial es fundamental para comprender
cémo se regula la formacion y el mantenimiento de las mitocondrias en las células. NRF-1 es
un factor de transcripcion que desempena un papel clave en la coordinacidon de la expresion
de genes involucrados en la funcién mitocondrial y la biogénesis, ya que se une a elementos
de ADN ricos en GC en los promotores de muchos genes nucleares necesarios para la
biogénesis mitocondrial y la funcion respiratoria (Gleyzer et al., 2005). NRF-1 también activa
la expresion de componentes de la CTE, transportadores mitocondriales y proteinas
ribosomales mitocondriales, ademas de regular la expresion de TFAM, siendo por tanto una
proteina importante para la expresién coordinada de genes nucleares y mitocondriales
(Jornayvaz & Shulman, 2010). Por otro lado, es importante destacar que, en presencia de
NRF-1, PGC-1a tiene la capacidad de inducir genes de la cadena de transporte de electrones
mitocondrial, la B-oxidacion mitocondrial de los acidos grasos y de la ruta de biosintesis del

grupo hemo (Vega et al., 2000).
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En la corteza adrenal, NRF-1 ha sido identificado como un regulador clave en la
expresion de genes relacionados con la esteroidogénesis y la biosintesis de hormonas.
Estudios han demostrado que NRF-1 regula la expresién de enzimas esteroidogénicas, como
el citocromo P450scc (CYP11A1) que corta la cadena lateral del colesterol, siendo esencial
para la sintesis de todas las hormonas esteroides en la glandula adrenal. NRF-1 también
puede regular la expresién de enzimas involucradas en la produccion de cortisol, como la
11-B hidroxilasa (CYP11B1) (X. Wang et al., 2019).

NRF-1 se expresa en todos los 6rganos y tejidos, especialmente en los testiculos, y
particularmente en las células de Leydig, la principal fuente de testosterona en los hombres
(Escriva et al., 1999). Alli, NRF-1 esta involucrado en la regulacién de la esteroidogénesis y la
produccion de testosterona a través de la regulacion de la 3p-hidroxiesteroide deshidrogenasa
(HSD3B), enzima clave en la sintesis de esteroides (Soccio & Breslow, 2004). Por esto mismo,
en los ovarios, NRF-1 puede regular la expresidén de enzimas involucradas en la sintesis de
estrégenos y progesterona. Ademas, NRF-1 esta implicado en la regulacion de la funcion de
las células de la granulosa, responsables de la producciéon de hormonas en los ovarios (Ruas
et al., 2019).
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OBJETIVOS E HIPOTESIS

Los antecedentes presentados en esta Tesina sefialan que la mitocondria es esencial
para la viabilidad de las células eucariotas, ya que desempefian un papel crucial en la
bioenergética, el metabolismo, el estado redox y la produccién de hormonas esteroides, entre
otros. Debido a su importancia en la vida celular, las mitocondrias también estan involucradas

en la patogénesis y progresion de numerosas enfermedades humanas.

En consonancia con el rol central de la mitocondria en la sintesis de esteroides y en el
metabolismo celular, existe cada vez un mayor nimero de estudios abocados a conocer en
profundidad los mecanismos que regulan la dinamica mitocondrial (fusién y fisién) por diversas
sefnales de transduccidon hormonal, como ser en células adrenocorticales, donde la
angiotensina Il estimula la produccion de aldosterona por una sefalizacién diferente a la del
AMPc. En particular, ciertas proteinas de la familia de las GTPasas regulan la fusion de
mitocondrias, como ser Mitofusina 1 y 2 (Mfn1 y 2), ambas localizadas en la membrana
mitocondrial externa. Resulta sumamente interesante el estudio de la regulacion del gen de
Mfn2 dado que se ha demostrado que su expresion esta fuertemente disminuida en
numerosas patologias ya mencionadas. La expresion de Mfn2 se regula positivamente bajo
varias condiciones incluyendo exposicién al frio, tratamiento con B-adrenérgicos y ejercicio, y
esta disminuida en varios tipos de tumores malignos humanos. Por lo tanto, Mfn2 se considera
un gen supresor del cancer, y elucidar mecanismos de regulacién de su expresion puede

contribuir al desarrollo de nuevas terapias antitumorales.

Los niveles de Mfn2 en la mitocondria dependen fuertemente de su regulacién
transcripcional. Ya hemos descripto en nuestro laboratorio previamente que el ARNm de Mfn2
se regula hormonalmente en células de Leydig de ratén y células adrenocorticales humanas,
y que Mfn2 regula parametros mitocondriales funcionales, como la sintesis de esteroides. En
particular, el promotor presenta numerosos sitios que han sido estudiados para la union del
factor de transcripcion Sp1, lo cual sugiere la importancia de este factor en la regulacion de la
expresion de Mfn2. Sp1 se une al promotor de Mfn2 y regula positivamente su actividad en
células de musculo esquelético y cultivo primario de aorta de rata. En particular Sp1 es un
factor clave en células adrenocorticales ya que esta involucrado en la sintesis de esteroides;
por lo expuesto surge la relevancia de estudiar este factor en la regulacion de la expresion de
Mfn2. Para entender mejor los mecanismos que regulan la expresion de Mfn2, es necesario

estudiar la actividad de su promotor e identificar los elementos que la controlan.
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Previamente demostramos que angiotensina Il promueve el aumento de la respiracion
celular en células adrenocorticales humanas H295R, por lo tanto, resulta interesante
determinar si Mfn2 tiene un rol en la expresion de algunos factores claves involucrados en

este proceso, como ser TFAM y NRF-1.

Nuestra hipdtesis es que existen mecanismos regulatorios que operan sobre la

expresion de Mfn2 mediante el factor de transcripcion Sp1 y el objetivo general se centra en

conocer la regulacion de la expresion de esta proteina mitocondrial clave y el impacto sobre

la funcién mitocondrial en células adrenocorticales humanas.

Para el cumplimiento del Objetivo general se plantearon los siguientes objetivos

especificos:

-Objetivo 1:

-Estudiar el efecto de la disminucion del factor de transcripcion Sp1 sobre la expresion de
Mfn2.

-Analizar la regulacion por Sp1 sobre la actividad de diferentes construcciones del promotor

de Mfn2, en condiciones basales y estimuladas por angiotensina Il.
-Objetivo 2:

-Investigar el efecto de la disminucién de Mfn2 en la expresion de factores reguladores de la

respiraciéon mitocondrial, como NRF-1 y TFAM.
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MATERIALES Y METODOS

Materiales y reactivos

Los siguientes reactivos fueron provistos por Sigma Aldrich (Burlington, MA, USA): 8-Br-
adenosina 3’,5-monofosfato ciclico (8Br-AMPc), Ang Il humana, ditiotreitol (DTT), acido
etiléndiaminotetra-acético (EDTA), acido etilénglicol-bis (2-aminoetiléter)-N,N,N’,N’ tetra-
acético (EGTA), leupeptina, pepstatina A, Tritdon X-100, dodecil sulfato de sodio (SDS), Temed,
la Tag.DNA polimerasa y el suplemento ITS+1. El Tris, la glicina y el cloruro de sodio fueron
adquiridos a Biopack (Zarate, Bs. As, Argentina). La transcriptasa reversa M-MLV (Moloney
Murine Leukemia Virus), Go Tag ADN polimerasa, dNTPs y diversos reactivos de biologia
molecular fueron comprados en Promega. Los medios de cultivo DMEM/Ham’s F12 1:1 y Opti-
MEM™, la Tripsina-EDTA y antibidticos fueron adquiridos a la empresa Gibco-Life
Technologies Inc. (Gaithersburg, MD, USA). El material de plastico para cultivo se compro a
Corning-Costar (NY, USA). Los cebadores utilizados fueron adquiridos en Invitrogen
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA), en Macrogen Inc. (Seul, Corea del Sur) y en Sigma
Aldrich (Burlington, MA, USA); en el caso de los cebadores random, se obtuvieron de
Biodynamics (Bs. As, Argentina), al igual que los estandares de peso molecular para
electroforesis de acidos nucleicos. La agarosa (libre de DNAsa y RNAsa) se adquirid en
Genbiotech (Bs. As, Argentina). Los siguientes productos fueron de la compania Bio Rad
Laboratories: estandares de peso molecular para electroforesis de proteinas, reactivo de
Bradford (protein assay dye reagent concentrate) y equipos de electroforesis (Mini-Protean Il,
equipos de transferencia), anticuerpos secundarios de conejo y ratdn. Los anticuerpos
primarios anti-GAPDH, anti-Sp1, anti-Mfn2, anti-NRF-1 y anti-TFAM se adquirieron de Santa
Cruz Biotechnology. (Dallas, TX, USA). Se utilizdé un equipo de electroforesis para geles de
agarosa Gel XL ultra V-2 de la marca Labnet International (Edison, NJ, USA). El reactivo de
deteccion de Western blot por quimioluminiscencia (ECL) fue provisto por AP Biotech (Lomas
de Zamora, Bs. As., Argentina). El reactivo para transfeccion Lipofectamine™3000 también
fue provisto por Invitrogen (Molecular Probes, Eugene, OR, USA). El TRI Reagent® se compro
a Molecular Research Center (Cincinnati, OH, USA), mientras que la FastStart Universal
SYBR Green Master (Rox), la seroalbumina bovina (BSA) y membrana de polifluoruro de
vinilideno (PVDF) fueron adquiridas a Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, Germany). El
agua fue obtenida de Rigecin Laboratorios (Bs. As., Argentina). Todos los reactivos
comerciales que se utilizaron son del mas alto grado de pureza disponible y de calidad para

biologia molecular.
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Linea celular

Durante este trabajo utilizamos como modelo de estudio una linea celular tumoral

esteroidogénica de origen humano: las células adrenocorticales H295R.

La linea de células adrenocorticales NCI-H295R, desarrollada por La Rocca y
colaboradores (Gazdar et al., 1990) y caracterizada por Staels (Staels et al., 1993) y Rainey
(Rainey et al., 2004) fue obtenida a partir de un carcinoma adrenocortical extraido de una
mujer de 48 anos. Mantienen la funcion esteroidogénica, crecen como una monocapa

firmemente adherente y duplican su poblacion en dos dias.

Esta linea celular expresa todas las enzimas necesarias para la esteroidogénesis y
produce las hormonas esteroides correspondientes a las tres capas de la corteza adrenal
(Gazdar et al., 1990; Rainey et al., 2004). Por este motivo, es ampliamente utilizada para
estudiar la funcion adrenocortical, regulacion de la esteroidogénesis y busqueda de

inhibidores enzimaticos (Johansson et al., 2002; Mdller-Vieira et al., 2005).

Para la realizacion de este trabajo, las células fueron adquiridas de la ATCC (American
Type Culture Collection (Manassas, VA, USA) y se crecieron en medio DMEM/Ham’s F12 1:1,
ITS+1, suplementado con 5% de suero bovino Cosmic Calf ®, NaHCO3 1,2 g/l, penicilina 200
Ul/ml y sulfato de estreptomicina 200 ug/ml. Los cultivos se mantuvieron a 37°C en estufa

himeda, gaseada con 5% de CO..

Plasmidos utilizados

A continuacion, se listan los vectores utilizados para llevar a cabo este trabajo de tesis,

que ya estaban presentes en el laboratorio:

pSUPERretro

El plasmido pSUPER.retro.puro (OligoEngine) es un vector de expresion de ARN
pequeno de interferencia (siRNA/shRNA) de células eucariontes (Figura 6). Este vector
produce una pequefia molécula de ARN que carece de una cola de poliadenosina, con un
comienzo de transcripcion bien definido y una senal de terminaciéon que consta de cinco
timinas sucesivas. Este sistema se ha utilizado para producir una disminucion eficiente y
especifica de la expresion génica. En particular utilizamos el pSUPER conteniendo la

secuencia de interferencia para Sp1 y para Mfn2, ya presentes en el laboratorio.
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pSUPERetio
(6349 bp)

Figura 6. Mapa del plasmido comercial pSUPER.retro.puro.

pNL1.1 [Nluc]

El plasmido pNL1.1 (Promega) fue utilizado como plasmido reportero para las
secuencias promotoras (Figura 7). El vector contiene el gen reportero NanoLuc Luciferasa
(Nluc). Este gen produce 150 veces mayor actividad que la luciferasa de Renilla reniformis.
Se utiliza para evaluar la actividad transcripcional de secuencias de ADN, donde la secuencia

en estudio es clonada en el sitio multiple de clonado del vector, rio arriba del gen Nluc.
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Figura 7. Mapa del plasmido comercial pNL1.1.

Transfeccion transitoria

Seguimos el procedimiento descripto a continuacion para transfectar transitoriamente
las células en un formato de 6 pocillos (para transfectar en otros formatos, el procedimiento
se realiz6 escalando los volumenes de reactivos y de células). Un dia antes de la transfeccion,

se sembraron en cada pocillo 500.000 células en 2 ml de medio de cultivo completo para llegar
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a un 80-95% de confluencia en el momento de la transfeccion. Para cada solucion de
transfeccion se prepararon los complejos ADN-Lipofectamina™3000 de la siguiente manera:
se diluyo 2,5 ug de ADN plasmidico en 125 ul de medio Opti-MEM™ sin suero junto con 5 ul
del reactivo P3000 (incluido en el kit) y se mezclé suavemente. En otro tubo se diluyo la
cantidad apropiada de Lipofectamina™3000 (3,75 ul para un pocillo de 6) en 125 ul del mismo
medio. Luego se combinaron la dilucion de Lipofectamina™3000 con la del ADN plasmidico y
se incubo durante 10 minutos a temperatura ambiente (volumen final 250 pl). Se removio el
medio viejo de cada pocillo y se agrego 1,75 ml de medio sin antibiético, dentro del cual se
agregaron los 250 ul de complejos ADN-Lipofectamina™3000. Los controles de los plasmidos
se realizaron mediante la transfeccién de las células con el plasmido vacio correspondiente.
Pasadas las 16 horas post-transfeccion, se cambié el medio de cultivo por medio fresco. Al
dia siguiente, las células fueron privadas de suero durante 24 horas. Luego se realizaron las
estimulaciones correspondientes y las células fueron procesadas segun correspondiera en
cada caso. En los casos de co-transfeccion durante los ensayos de actividad luciferasa, se
tuvo en cuenta el tamafo de cada uno de los plasmidos a transfectar y la cantidad de pmoles
necesarios para conservar la cantidad de ADN total. Por lo tanto, todos los plasmidos se

utilizaron en cantidades equimolares.

Tratamiento y procesamiento de las células

a) Estimulacion general de las células

La estimulacion de las células H295R se realiz6 en medio DMEM/Ham’s F12 1:1 en
ausencia de suero. Como ya se menciond, las células fueron privadas de suero 24 hs antes
del experimento e incubadas en presencia o ausencia de Ang Il 100 nM y de 8Br-AMPc 1 mM.
Los cultivos se realizaron en estufa a 37°C, gaseada con 5% CO.. El tiempo de estimulacion
se indica en la descripcion de cada experimento en particular. Al finalizar el tratamiento, se

quité el medio y la monocapa de células se lavo con PBS.

b) Obtencién de los lisados celulares

Luego de los diferentes tratamientos, las células fueron lisadas con una solucion
conteniendo Tris-HCI 20 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, NaCl 125 mM, Tritén X-100 1% e
inhibidores de proteasas y fosfatasas (leupeptina 10 mM, pepstatina A 1 uM, PMSF 1 mM,
NasVO4 200 mM, NaF 50 mM y B-glicerol fosfato 40 mM). Las células fueron cosechadas
mecanicamente en hielo con un scraper y la suspension fue sometida a centrifugacion

(10 minutos, 10000 xg, 4°C). El sobrenadante fue utilizado para el analisis por western blot.
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¢) Medicién de actividad luciferasa

Luego de 48 hs post-transfeccion, los cultivos de células fueron lavados con PBS e
incubados en buffer de lisis pasiva (PLB, Promega) durante 15 minutos con agitacién vigorosa,
guardandose la placa a -70°C durante la noche. Al dia siguiente, se descongeld y transfirio el
volumen de cada pocillo a un tubo eppendorf, seguido de una centrifugacion de 5 minutos a
5000 xg y 4°C. Simultaneamente, se preparé una dilucién 1/50 del sustrato concentrado de la
enzima siguiendo las instrucciones del kit, empleando el buffer incluido. A continuacion, en
una placa de 96 pocillos, se colocaron por pocillo 15 ul de PLB, 5 ul de lisado y 20 ul del
sustrato. Se agitdé suavemente la placa para homogenizar y se incubd durante 3 minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente se efectud la medicién de luminiscencia en el lector de
placas Synergy HT con un Tiempo de integracién de 8 segundos y una Sensibilidad de 120
(condiciones evaluadas para cada dia de ensayos). Para relativizar, se cuantificé la cantidad

de proteinas totales siguiendo el método descripto en la seccién subsiguiente.

Analisis de proteinas

a) Determinacion de la concentracion de proteinas por el método de Bradford

La concentracion de proteinas en las muestras fue determinada siguiendo el método
descripto por Bradford. Para ello, se preparé una dilucion adecuada del reactivo 5X y en una
placa de 96 pocillos se colocaron por duplicado 2 ul de cada muestra, agregandose
posteriormente 200 ul del reactivo de Bradford por pocillo y midiendo la absorbancia a 595
nm. La curva estandar se realizé con seroalbumina bovina (BSA) disuelta en agua o el buffer

correspondiente.

b) Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE)

Las proteinas provenientes de las muestras celulares fueron separadas mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida conteniendo SDS (SDS-PAGE). El tamafio de gel
utilizado fue de 75 mm. El gel separador se prepard con acrilamida 10% y bisacrilamida
0,267% en Tris-HCI 0,375 M; pH 8,8 conteniendo SDS 0,1%. La composicion del gel
concentrador fue acrilamida 5% vy bisacrilamida 0,136% en Tris-HCI 0,125 M; pH 6,8
conteniendo SDS 0,1%. Las muestras fueron preparadas en solucion de siembra conteniendo
Tris-HCI 0,062 M; pH 6,8; SDS 2%, glicerol 10%, B-mercaptoetanol 5% y azul de bromofenol
0,1%, hirviéndolas durante 5 minutos para su completa desnaturalizacion. Se sembraron

50 ug de proteina en cada calle y la electroforesis fue llevada a cabo a temperatura ambiente
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en solucién amortiguadora Tris-HCI 0,025 M; pH 7,4; glicina 190 mM y SDS 0,1%, aplicandose
primero un voltaje constante de 80 V hasta formar un frente de corrida, aumentandolo luego

a 100 V constantes hasta que el frente recorriese todo el gel separador.

c) Western blot

Finalizada la electroforesis, las proteinas fueron electrotransferidas a membranas de
PVDF en una solucion amortiguadora conteniendo Tris 25 mM, pH 8,3; glicina 192 mM y
metanol 20%, a un voltaje constante de 2,4 mA/cm? durante 90 minutos. Concluida la
transferencia, y para evaluar su eficiencia, se tifieron las membranas con rojo Ponceau
(Ponceau S 0,2% en acido acético 1%), se removio el exceso de colorante no unido con
lavados sucesivos con metanol y finalmente se visualizaron las proteinas transferidas. Las
membranas fueron luego incubadas en solucion salina-Tris (Tris-HCI 20 mM, pH 7,5; NaCl
500 mM, TBS) conteniendo Tween 20 0,5% (TTBS) y leche en polvo libre de grasas al 5% o
BSA al 1% (solucion de bloqueo) durante 60 minutos a temperatura ambiente con agitacién
suave para bloquear la unién inespecifica de los anticuerpos. Luego, fueron incubadas toda
la noche a 4°C con la dilucion apropiada de anticuerpo primario a analizar en solucion de
bloqueo. Posteriormente, las membranas fueron lavadas 3 veces por 5 minutos con TTBS.
Seguidamente fueron incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario anti-IgG de ratén o conejo conjugado con peroxidasa de rabano en una dilucion
adecuada. A continuacion, se realizaron 3 lavados de 5 minutos cada uno con TTBS y 2
ultimos lavados con TBS. Finalmente, la senal fue detectada por quimioluminiscencia

utilizando el reactivo de deteccion y autorradiografia.

Analisis de ARN
a) Extraccion de ARN ftotal

El ARN total se aislé con el reactivo Tri Reagent, siguiendo la técnica recomendada por
el fabricante. Las células de la monocapa se lisaron por agregado de Tri Reagent y disrupcion
mecanica con pipeta automatica. Los lisados se incubaron durante 5 minutos a temperatura
ambiente para producir la disociacién completa de los complejos nucleoproteicos. Al término
de esta incubacién se agregd a los lisados un volumen de cloroformo (0,2 ml / ml de Tri
Reagent) y los tubos se agitaron por inversién durante 15 segundos. A continuacion, se
incubaron las muestras durante 3 minutos a temperatura ambiente y se centrifugaron a 12000
xg durante 15 minutos a 4°C. Se aisl6 la fase acuosa (capa superior), se le agregd alcohol
isopropilico (0,5 ml / ml de Tri Reagent), se agitdé por inversion durante 10 segundos y se

incubd por 10 minutos a temperatura ambiente. Las muestras se centrifugaron durante 10
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minutos a 12000 xg a 4°C para precipitar el ARN. Luego de la centrifugacion, se descarto el
sobrenadante y el ARN precipitado se lavé con etanol 75% (1 ml / ml de Tri Reagent). Luego
de centrifugar a 7500 xg durante 5 minutos a 4°C, se retir6 el sobrenadante y el ARN
precipitado se dejo secar durante 10 minutos. Se agrego 15 ul de agua libre de ARNasas y se

incubéd con agitacion durante 10 minutos a 60°C para disolver completamente el ARN.

Posteriormente, se cuantificd por duplicado la concentracién de ARN con un equipo de

medicion en placa (Synergy HT, Biotek Winooski, Vermont, USA).

b) Reaccion de transcripcion reversa

Para la transcripcion reversa (Reverse Transcription, RT) se utilizdé la transcriptasa
reversa derivada del virus de la leucemia murina de Moloney (Moloney Murine Leukemia Virus
Reverse Transcriptase, MMLV RT), una ADN polimerasa dependiente de ARN que puede

utilizarse para sintetizar ADNc a partir de templados de ARNm largos (> 5 kb).

Para realizar la RT de los ARNm se utilizaron 2 ug de ARN total y 0,5 ug de
oligonucledtidos al azar (random), llevando a un volumen de 15 pyl con agua estéril libre de
ARNasas. La mezcla fue incubada 5 minutos a 70°C para desarmar las estructuras
secundarias del ARN y luego fue colocada rapidamente a 0°C durante 2 minutos en agua-
hielo. A esta preparacién se le adicionaron 10 uyl de una mezcla de reaccion que contenia 200
Ul de la enzima MMLV RT; 1,25 mM de cada dNTP, buffer de MMLV 1X 'y agua estéril libre de
ARNasas. Las muestras se incubaron durante 1 hora a 37°C y al término de la reaccion se
tomaron alicuotas de 1,5 pl a fin de amplificar el ADNc obtenido utilizando oligonucleétidos

especificos.

¢) PCR a punto final

Este tipo de PCR fue realizado para validar o constatar resultados de un par especifico
de cebadores, antes de ser utilizados en la PCR cuantitativa. Se utilizé el ADNc obtenido
previamente a partir de la RT-PCR. Se prepararon todas las muestras utilizando buffer 5X,
dNTPs, los cebadores correspondientes a los genes de interés y agua libre de ARNasas. Se
realizaron controles negativos en ausencia de ADNc para corroborar que no haya
contaminacion. En el termociclador, se utilizé una configuracion preestablecida para esta
técnica, teniendo en cuenta la T° de hibridacion (T° melting) de cada uno de los cebadores.
Posteriormente, se sembraron las muestras en geles de agarosa 1,5% con bromuro de etidio,
en una cuba de electroforesis horizontal, utilizando buffer TAE 0,5X. Se corrieron a 100V

durante 25 min y se observaron los fragmentos amplificados en un transiluminador UV. Los

37



oligonucledtidos (5" - 3") directos y reversos utilizados como cebadores de las diferentes PCRs

realizadas en este trabajo de tesina se muestran en la Tabla 1.

d) PCR en tiempo real (QPCR)

La técnica de PCR en tiempo real se realiz6 usando el equipo Mic qPCR cycler de

BioMolecular Systems (Upper Coomera, Queensland, Australia). Se obtuvo el ADNc de las

muestras a analizar tal como se explicéd previamente. Cada reaccion se realizé en 25 ul de
solucion conteniendo 12,5 ul de SYBR Green (Applied Biosystems; Carlsbad, CA, USA), 7 ul
de H20 libre de ARNasas; 0,5 ul del cebador en cuestion y 2 ug de ADNc diluidos en 5 ul de

agua. Para todos los cebadores se incluyé en las corridas de PCR el control negativo,

utilizando H20 en lugar de ADNc.

Gen Primer Secuencia 5’ - 3'
. . Directo ATGCATCCCCACTTAAGC
Mitofusina 2
Reverso GTTCTTCTGTGGTAACGG
Ciclofilina A Directo TGGCAAGTCCATCTATGGGGA
Reverso | ACTTATTCGAGTTGTCCAACAGTCAGCA
NRF-1 Directo GTACAAGAGCATGATCCTGGA
Reverso GCTCTTCTGTGCGGACATC

Tabla 1: Lista de primers utilizados en este trabajo de tesina.

Analisis estadistico

Los resultados se muestran como la media + el desvio estandar (SD). La significancia

estadistica fue evaluada utilizando ANOVA, seguida del test de Tukey y test t de Student. Se

considero significativo p < 0,05.
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RESULTADOS

Rol del factor de transcripcion Sp1 en la expresion de Mfn2 en
células adrenocorticales humanas H295R.

Analisis de la regulacién de la expresién de Mfn2.

Como ya fue mencionado en la seccion de Introduccion, se ha descripto que Sp1 tiene
numerosos sitios de union en el promotor de Mfn2, en secuencias conocidas como islas CpG,
que regulan la transcripcién basal de Mfn2 en células vasculares de musculo liso (Sorianello
et al., 2012). Ya que la sintesis de esteroides involucra la activacion de diferentes cascadas
de sefializacion, a través de la estimulacion por diferentes hormonas y receptores celulares,
en muchos de los experimentos de esta Tesina hemos utilizado Angiotensina Il (Ang Il) y un
analogo permeable de AMPc (8Br-AMPc), representando estimulos que conllevan la
activacion diferencial de cascadas de fosforilacion, activacion de PKC (mediada por Ca?* o

independiente de Ca?*) y PKA, respectivamente.

En nuestro laboratorio hemos podido determinar que el acido betulinico, un inhibidor de
la actividad del factor Sp1, provoca la disminucion significativa de los niveles del ARNm de
Mfn2 en células H295R (K. Helfenberger et al., 2019; K. E. Helfenberger et al., 2019). Dado
que los inhibidores farmacolégicos pueden tener efectos sobre proteinas o enzimas que no
son de interés o efectos colaterales, en esta Tesina decidimos evaluar el efecto de la inhibicion
especifica de la expresion de Sp1 mediante el uso de un plasmido conteniendo la secuencia

que codifica para un ARN de interferencia para dicho factor.

Esto nos permitié cumplir con el objetivo de profundizar en el rol del factor Sp1 sobre la
regulacion de la expresion de Mfn2 a nivel de ARNm y de proteina en células adrenocorticales
humanas H295R.

Las células H295R fueron transfectadas como se indica en Materiales y Métodos con el
plasmido pSUPER.Retro conteniendo el shARN-Sp1 o el plasmido pSUPER.Retro vacio como
control (mock). Esta construccion ya se encontraba disponible en el laboratorio. Luego de
48hs post-transfeccion, se incubaron por 2 hs con Ang Il o con 8Br-AMPc, como estimulacién
hormonal, o con vehiculo. Con el objetivo de evaluar la disminucién de la expresion de Sp1,
realizamos un western blot con un anticuerpo especifico anti-Sp1 y pudimos confirmar el
silenciamiento del factor de transcripcion (Figura 8). Hemos determinado que la estimulacion

hormonal no produce cambios significativos en los niveles proteicos de Sp1, en coincidencia
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con Ahlgren y colaboradores (Ahlgren et al., 1999) y se observa una disminucién significativa

de la proteina Sp1 en los tres grupos de muestras silenciadas con respecto al mock.

Mock shARN-Sp1
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Figura 8. Silenciamiento del factor Sp1. Las células H295R fueron transfectadas con el vector
shARN-Sp1 o con el vector vacio (mock) y luego estimuladas con Ang Il (100 nM) (A) y con 8Br-AMPc
(8) (1mM) o sin estimulo (C). Las proteinas totales fueron analizadas por western blot. Las membranas
fueron secuencialmente incubadas con anticuerpos anti-Sp1 y anti-GAPDH. La intensidad en las
muestras controles mock fue arbitrariamente definida como 1 y las variaciones en Sp1 / GAPDH se
indican como veces de cambio. Los resultados se expresan como media de las unidades arbitrarias +/-
SD de al menos tres experimentos independientes. La significancia estadistica fue evaluada utilizando
ANOVA, seguida del test t de Student entre mock y shARN en condiciones basal o estimulada. *p<0,05,

** p<0,01 vs. mock.

Una vez confirmado el silenciamiento de Sp1, evaluamos este efecto sobre los niveles
de ARNm de Mfn2.

Para ello, realizamos una PCR en tiempo real, luego de 1 hora de estimulacion con Ang
Il u 8Br-AMPc, y determinamos que efectivamente Sp1 participa en el mantenimiento de los
niveles de ARNm de Mfn2 (Figura 9).
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Figura 9. El factor Sp1 tiene un rol en la inducciéon de Mfn2 luego de la estimulacién hormonal.
Las células H295R fueron transfectadas con el vector shARN-Sp1 o con el vector vacio (mock) y luego
estimuladas con Ang Il (100 nM) y 8Br-AMP (1mM) o sin estimulo (control). EI ARNm de Mfn2 fue
analizado por RT-gPCR. La expresion de ciclofilina fue usada como control interno y los resultados
expresados como veces de cambio, respecto al control mock. Los resultados se expresan como media
de las unidades arbitrarias +/- SD de al menos tres experimentos independientes. La significancia
estadistica fue evaluada utilizando ANOVA, seguida del test t de Student entre mock y shARN en

condiciones basal o estimulada. *p<0,05 vs Ang Il mock; ***p<0,001 vs 8Br-cAMP mock.

Mas aun, para determinar el rol de Sp1 sobre los niveles proteicos de Mfn2, analizamos
por western blot la presencia de Mfn2 y observamos una disminucion de la proteina Mfn2 en
las células transfectadas con el shARN-Sp1 comparado con las células transfectadas con el
plasmido vacio. Este efecto es detectado en células controles e incubadas por 2 hs con los
estimulos indicados, lo cual nos sugiere que en células sin estimulo también existen

mecanismos de regulacion de Mfn2 mediados por Sp1.
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Figura 10. El silenciamiento de Sp1 provoca la disminucion de los niveles proteicos de Mfn2. Las
células H295R fueron transfectadas con el vector shARN-Sp1 o con el vector vacio (mock) y luego
estimuladas con Ang Il (100 nM) (A) y con 8Br-AMPc (1mM) (8) o sin estimulo (C). Las proteinas fueron
analizadas por western blot. Las membranas fueron secuencialmente incubadas con anticuerpos anti-
Mfn2 y anti-GAPDH. La intensidad en las muestras mock fue arbitrariamente definida como 1 y las
variaciones en Mfn2 / GAPDH se indican como veces de cambio. Los resultados se expresan como
media de las unidades arbitrarias +/- SD de al menos tres experimentos independientes. La significancia
estadistica fue evaluada utilizando ANOVA, seguida del test t de Student entre mock y shARN en

condiciones basal o estimulada. *p<0,05, *** p<0,001 vs. mock.

Estos resultados hasta el momento nos permiten determinar que la expresion de Mfn2
es modulada por la presencia del factor Sp1 en células adrenocorticales, tanto basales como

estimuladas por diferentes vias de senalizacion.

Dado que Mfn2 es necesaria para la sintesis de esteroides por las células H295R (K. E.
Helfenberger et al., 2019), podemos sugerir que la expresién de Sp1 también es relevante
para la esteroidogénesis, aunque para corroborarlo es necesaria la medicion de esteroides
luego de la disminucion de la expresion de Sp1. Se ha descripto que Sp1 juega un rol en la
transcripcion de ASCL4 (Orlando et al., 2013), una enzima clave en el metabolismo lipidico,
que juega un rol central en la sintesis de esteroides. Por lo tanto, este podria ser un posible

mecanismo sobre la esteroidogénesis, ademas de la regulacién de Sp1 sobre Mfn2.
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Ademas, demostramos por PCR en tiempo real que Sp1 juega un rol en la expresion del
factor NRF-1 (Figura 11), una proteina clave en la biogénesis mitocondrial, la cual ya hemos
descripto en nuestro laboratorio que se modula por Ang Il dependiente del tiempo de

estimulacion.
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Figura 11. El factor Sp1 tiene un rol en la induccién de NRF-1. Las células H295R fueron
transfectadas con el vector shARN-Sp1 o con el vector vacio (mock) y luego estimuladas con Ang I
(100 nM) y 8Br-AMPc (1mM) por 2 hs o sin estimulo (control). El ARNm de NRF-1 fue analizado por
RT-qPCR. La expresién de ciclofilina fue usada como control interno y los resultados expresados como
veces de cambio respecto al control mock. Los resultados se expresan como media de las unidades
arbitrarias +/- SD de al menos tres experimentos independientes. La significancia estadistica fue
evaluada utilizando ANOVA, seguida del test t de Student entre mock y shARN en condiciones basal o

estimulada. ***p<0,001 vs. mock.

Por lo tanto, nos parecié muy interesante analizar mas en profundidad la regulacién de
Mfn2 y si esta proteina mitocondrial clave puede tener un efecto sobre la expresién de NRF-
1. Para ello, seguidamente abordamos los experimentos para analizar la regulacion

transcripcional del promotor de Mfn2.
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Analisis de la actividad del promotor de Mfn2.

Para comenzar con los estudios del promotor del gen de MFN2 humano se utilizé una
construccion ya presente en el laboratorio. Dicho constructo consiste en un fragmento de dicho
promotor en un vector pNL1.1 (Promega). El fragmento se obtuvo a partir de ADN gendmico
extraido de células adrenocorticales H295R y amplificado por PCR utilizando una ADN
polimerasa de alta fidelidad (Pfu, Promega) y cebadores adecuados. El fragmento obtenido
contiene el promotor y gran parte del exén 1 (desde -1735 a +212) con un largo de

aproximadamente 1,9 kb.

Luego, el fragmento fue clonado en el sitio de clonado multiple del vector pNL1.1, entre
los sitios correspondientes a las enzimas de restriccion Bgl Il y Hind Il rio arriba del gen

reportero NanoLuc Luciferasa (Promega) (Figura 12).

Bgl Il

Promotor + Exon 1 de Mfn2 == Vector pNL1.1-Mfn2

---_-‘-'-—-
Hind 1l

Nilue

Figura 12. Esquema representativo del vector pNL1.1 Mfn2.

Se denomind al plasmido con el inserto de 1,9 kb como pNL1.1 Mfn2-L (largo), ya que

luego se utilizaran construcciones conteniendo insertos de menor tamario.

Con fines ilustrativos y para facilitar el analisis de los resultados, en la siguiente Figura
13 se muestra un esquema de la secuencia del promotor/exén 1 de Mfn2 contenida en el
vector pNL1.1 Mfn2-L, asi como también los sitios antes mencionados correspondientes a

Sp1 y a otro factor de transcripcion, el ERRa, también estudiado en el laboratorio.
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<1735 CTGCCCTCAGAGAATGGAAGT GGAATTTAGAGTTCCTCTCCTTAGGGAGTCCAGAGATTGTGGAGGAGGARACAATCCGACCCAGTACCAGGUAGCTAGCAGCTGAGGCCCCAAGGCACGLT
1.9 Min2-
-1614 .\\CATCCC:G“ALCAG:G:‘:CCTGTCTACRCCCTGAGGCTGAGTCTGCGTGTGGCCCCACAGTCCACAGTCAGACCCGCGGGGCACTAGGCTACTCAGAGGGC&GTGTGGGCAGGACAGC'I ccc
-1483 TTTGGCCATCGTCATGAGACTGATAAACCAGTCACTTCTATATCAGAGTACTGATTTGCCTCTTGAGGTTGTTTGTGGCAATAAAT TGAGGTTGTTCTACCATGGTTATAGAGCAGCACCATCCCAC
=1372 AGAATTACAGTTTGACCCACAAATGCAAGCTACTTAT GTAATTTTAAAT TTTCTAGTAGCGACATTTT TAAARAGAAACAGGTGCAAT TAATCTTAGTAATGTATT TAACCCAAAT GACCCAAAATATTA
1251 TCACTTCAACATGTAGTCAGCATATAATAGTAAT GEGCTAATAGCCCTGCACTGTGGCAGGTACCTGTAACCCGECATTTTGEGAAGCOCGAGGCAGGAGAAGATTGCTTGACTCCAGGAGTCE
=130 AGGAGTTCAGGACACCAGCCTGGGTAACAAMGTGAAMTGCTTCCCCATGTCTACAAMAGATAAATACTAGGCATGGCTGCAGCATCTGTGGTCAGCTACTTGGGAGGCTGAGTGAGG TGGGAG
-1009 GATTACTTGAGCCCAGGAGTTCGAGGCTGCAGTGAGCLGTGATTGCACCACTGCACTCCAGCTTGAGTGAGAGTGAGACTCTGGCTCAMGATAGATTTTTTTTTTCTTTTTTGAGACGGAGTC
-888 TCTGTTGLCCAGGLTGEAGTGCAGTGOCATGATCTCGGCTCACTGLCAACCTCCACCGLCCGTGTTCAAGCGATTCTCCTGCCTCTTCCTCCCGAGTGCACTATCATGCCTGGCTAATTTTTGTA
<767  TTTTTAGTACAGACGGGGTTTCACCATGTTGGCCAGGCTGGTCTTGAACTCCCGATGCACCCGCCTCGCCCTCCTAAAAT GLTGGAAT TACAGGCTTGAGCCACCGLGCCCGGTCGATATTTTT
648 TTTTCCTAAAAAT TGAGATAGTTTAACAGCCTTTTTTGTCCTAAGTCTTATAGCGCATCTCCGTTTGCACTGGCTCAGGACTCGAGAGCCACACGTGGCTAGTGCCTACTGTTICTGGCGCGCTCA
-525 GGUTTGGAGCCTTCTCTGCGGAGGCCAAGTCCTGCAAGGGATCTGTTTGCTGCGGTTTCCTAGTAGTGTCTGCCGCATCACT GGGGCCCGGTGATCTGGGTAACCATGTGAGCTTGGGTAAC
ERRa
404 CTCTCCTCTCCCTCTCCTGGGACTGCTGTGGACGTTAAMMTACAGCGGTGGATGTTAGAGACGCAGTTCAGTCACTGGCATTGATTCGCCGTTGTTGCTGCTCTTCTTTCCTCAAAGGCGACTGA
<283 AGGGCAGCAGGCCCATGCTCGLTTCTETCTGCCCGATGAGTCACTTCACCCTAGGCCTGGCCCTCTAGAGAACACTCCTCTAAGATTACAGAAT GCAMTCTGGATTCCAGAGCTGGCAGAGG
«152 CCCCAGGGTCAGGCTCTAGGACAACCGGCGARMMAAGCGGGAACCTCTACTCCACGCCCTTGGTTITTCGCCCCTTGACAGCTTGAGGCTCCGCCCCGCTTTGCCCCGCCCCCCCAGLTCCG
1)
-M GCCGACGCCCACCGGAACTACAGCCCCCATGATGCAGT GGGAGTCCGAGC{-TC:’;CGTCG TCCGCTT:GG!EGCGCCGGCGG!GG!GTGGCGCGCGGAGG&G::‘GDGCGCTG&G&QGC
Sp1 1

+90  CGCTCGAAGCGCCGAGTCGCGGEGCAGCAGAGGCGTAAGCAGTAGGCGOGGLGAGCCOGLTGGGCTCAGGGTCCACCAGCTCACCCGOGTCOAGGOLCAATCTGAGGCGACTGGTGAC

+211 GC

Figura 13. Esquema de la secuencia del promotor de Mfn2 clonada en el plasmido pNL1.1. Se
encuentra sombreada en gris la secuencia en la que hibrida el cebador forward disefiado para amplificar
el fragmento de interés del ADN gendmico proveniente de células H295R. Se indican también los
posibles sitios de union de ERRa (cuadro rosa) y Sp1 (cuadros verdes) arrojado por el programa

PROMO (online), asi como también el sitio de inicio de la transcripcion y del exén 1 (+1) (azul).

Con el fin de evaluar la funcionalidad de la construccion obtenida en las células H295R
se analizé por quimioluminiscencia la produccion de luciferasa activa. Para este analisis se
realizo la transfeccion transitoria del plasmido pNL1.1 Mfn2-L en las células H295R. Luego de
48hs post transfeccion, se determind la actividad de luciferasa utilizando el kit NanoLuc
Luciferasa (Promega). La actividad de luciferasa en las células transfectadas con el plasmido
pNL1.1 Mfn2-L resultd ser significativamente mayor que en las células transfectadas con el

plasmido vacio (mock) (Figura 14).
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Figura 14. El promotor de Mfn2 tiene actividad en células adrenocorticales H295R. Las células
fueron transfectadas con el plasmido pNL1.1 Mfn2-L o con el pNL1.1 vacio. Luego de 48 hs, las
muestras fueron procesadas y la actividad de luciferasa se midié con un lector de placas (unidades
arbitrarias). La actividad del promotor se representa como una relacion de la luminiscencia de NanoLuc
Luciferasa / mg de proteinas. Los resultados se expresan como la media de unidades arbitrarias +/- SD
de al menos tres experimentos independientes. La significancia estadistica fue evaluada utilizando

ANOVA, seguida del test t de Student. *** p<0.001 vs. pNL1.1 vacio.

Ademas, se evaluo la actividad del promotor ante el estimulo con Ang Il y se observé
que la actividad del promotor de Mfn2 es significativamente mayor tras la estimulacion

hormonal comparado con las células control (Figura 15).
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Figura 15. La construccion con el promotor de Mfn2 responde a Ang Il. Se transfectd la
construccion pNL1.1 Mfn2-L en células H295R. Después de 48 hs, se incubaron con Ang Il (100nM)
por los tiempos indicados y la actividad de luciferasa se midié con un lector de placas (unidades
arbitrarias). La actividad del promotor se representa como una relacion de la luminiscencia de NanoLuc
Luciferasa / mg de proteinas. Los resultados se expresan como la media de unidades arbitrarias +/- SD
de al menos tres experimentos independientes. La significancia estadistica fue evaluada utilizando
ANOVA, seguida del test t de Student entre control y cada t de estimulacién. ***p<0,001 vs. pNL1.1
Mfn2- L sin Ang Il (control).

Con el fin de caracterizar funcionalmente secuencias claves en el promotor de Mfn2 y
profundizar en el analisis de la regulacién por Sp1 en la linea celular H295R, se utilizaron
plasmidos conteniendo deleciones unidireccionales a partir del fragmento de 1,9 kb. Para ello
estaban disponibles en el laboratorio construcciones del plasmido pNL1.1 con deleciones del
promotor desde el extremo 5°, utilizando el mismo cebador para el extremo 3°. En este trabajo
hemos utilizado una construccion que posee la secuencia de la posicién -120 hasta la +212,
perdiendo el sitio de union de ERRa, pero conservando los sitios de unidon a Sp1
(pPNL1.1 Mfn2-Sp1), y otra construccion mas pequefia que posee la secuencia -28 hasta la
+212, la cual carece de los sitios de unién de Sp1 (pNL1.1 Mfn2-S).

Mediante experimentos de transfeccion y analisis de la quimioluminiscencia, hemos
determinado que la pérdida del sitio de reconocimiento de ERRa provoca una disminucion de
la actividad del promotor (Figura 16), mientras que la pérdida de los sitios de Sp1 en la
secuencia mas corta produce una reduccioén significativa en la actividad, en comparacién con

la secuencia de largo completo (pNL1.1 Mfn2-S vs. pNL1.1 Mfn2-L). Estos resultados sugieren
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que efectivamente los sitios de reconocimiento de Sp1 participan en la mayor actividad del

promotor de Mfn2 en esta linea celular.

A su vez, hemos evaluado la actividad de estas construcciones en células H295R
estimuladas hormonalmente con Ang Il y hemos observado que la incubaciéon con Ang Il
promueve un aumento significativo de la actividad de la construccion pNL1.1 Mfn2-Sp1 (Figura
16). Sin embargo, la estimulacién hormonal carece de efecto sobre la actividad del promotor
pNL1.1-Mfn2-S, sugiriendo que la presencia de los sitios de Sp1 permite el mantenimiento de
la respuesta hormonal en la activacion del promotor de Mfn2. La pérdida de los sitios de unién
de ERRa y de Sp1 en simultaneo provoca una disminucion mayor de la actividad del promotor
de Mfn2 que no se modifica ante la estimulacion hormonal, lo cual sugiere que no quedan

sitios hormonalmente regulados en la secuencia del promotor mas corto.
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Figura 16. Efecto de deleciones unidireccionales progresivas 5° sobre la actividad del promotor
de Mfn2. Las células H295R fueron transfectadas con las construcciones conteniendo las deleciones
progresivas del extremo 5" del promotor (pNL1.1 Mfn2- L/ Sp1/ S) clonadas en el marco de lectura del
gen de NanoLuc luciferasa. Luego de 48 hs, se midi6 la actividad de las diferentes deleciones del
promotor (NanoLuc luciferasa / mg de proteinas) en ausencia o presencia de Ang Il (100 nM) por 2 hs.
Los resultados se expresan como la media de unidades arbitrarias +/- SD de al menos tres
experimentos independientes. La significancia estadistica fue evaluada utilizando ANOVA, seguida del
test de Tukey. *** p<0,001, * p<0,05 vs. control; ## p<0,001 vs. control pNL1.1 Mfn2-L; ***p<0,001 vs.
Ang Il pNL1.1 Mfn2-L.
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Mediante experimentos de co-transfeccion hemos demostrado que el silenciamiento de
Sp1 genera una disminucién significativa en la actividad del promotor de Mfn2 de largo
completo (Mfn2-L) y la construccion pNL1.1 Mfn2-Sp1 (Figura 17), siendo que estas dos
construcciones presentan los sitios de reconocimiento de Sp1. Estos resultados sugieren que

efectivamente estos sitios son funcionales y responden a este factor de transcripcion.

No evaluamos la co-transfeccién y el efecto del silenciamiento de Sp1 con el vector
pNL1.1 Mfn2-S, ya que directamente carece de los sitios de reconocimiento para dicho factor

de transcripcion.
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Figura 17. Efecto del silenciamiento de Sp1 en la actividad del promotor de Mfn2. Las células
H295R se co-transfectaron con el vector pNL1.1 Mfn2- L, pNL1.1 Mfn2-Sp1 y el vector pSUPER-
shARN-Sp1 o el vector vacio (mock). Después de 48 hs de incubacion, las células se estimularon con
Ang Il por 2 hs y se midié la actividad de NanoLuc Luciferasa por luminiscencia (NanoLuc Luciferasa /
mg de proteinas). Los resultados se expresan como la media de unidades arbitrarias +/- SD de al menos
tres experimentos independientes. La significancia estadistica fue evaluada utilizando ANOVA, seguida
del test t de Student entre mock y shARN para cada promotor. *p<0,05; *** p<0,001 vs mock.
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Participacion de la expresion de Mfn2 en la expresion de NRF-1
y TFAM.

Expresion de NRF-1.

La homeostasis mitocondrial requiere un equilibrio entre la biogénesis mitocondrial, la
fision, la fusidn y la mitofagia, eventos cruciales para mantener un continuo aporte energético
por parte de la mitocondria. Como ya fue mencionado, la Mfn2 es una proteina de fusion de
la MME, mediando y regulando procesos de sefalizacion intracelular, como la fusion
mitocondrial (Youle & Van Der Bliek, 2012). Los primeros estudios que definieron la
importancia biolégica de Mfn2 indicaron que cambios en el equilibrio de la fisién y la fusién
tienen una gran influencia en el metabolismo mitocondrial (Liesa & Shirihai, 2013).
Actualmente, es bien conocido que la Mfn2 regula la morfologia y la biogénesis mitocondrial,
la mitofagia, y procesos metabdlicos como la oxidacion de la glucosa y la capacidad oxidativa
(Cartoni et al., 2005).

En este contexto, previamente en nuestro laboratorio hemos demostrado que la
estimulacién por Ang Il incrementa la expresién de Mfn2 (K. E. Helfenberger et al., 2019),
promueve el aumento del consumo de oxigeno, aumenta la expresion del factor NRF-1
(Belluno et al., 2022) e incrementa el potencial de la membrana mitocondrial (Arona et al.,
2024). Dado que el coactivador PGC-1a actua como factor regulador maestro de la
homeostasis mitocondrial y mantiene la expresion de Mfn2 y de NRF-1, en este trabajo de

Tesina nos propusimos estudiar el rol de Mfn2 sobre la expresiéon de NRF-1.

Para abordar este objetivo, utilizamos un plasmido pSUPER.Retro conteniendo la
secuencia del shMfn2 (shARN-Mfn2) ya previamente descripto (K. E. Helfenberger et al.,
2019) y presente en el laboratorio. Hemos determinado que la disminucion de la expresion de
Mfn2 provoca una disminucién en los niveles de NRF-1, detectado a nivel de proteina (Figura

18) en células estimuladas hormonalmente.
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Figura 18. Efecto del silenciamiento de Mfn2 en la expresiéon de NRF-1. Las células H295R fueron

Veces de cambio

transfectadas con el vector shARN-Mfn2 o con el vector vacio (mock) y luego estimuladas con Ang Il
(100 nM) por 2hs (A) o sin estimular (C). Las proteinas fueron analizadas por western blot. Las
membranas fueron secuencialmente incubadas con anticuerpos anti-NRF-1 y anti-GAPDH. La
intensidad en las muestras mock fue arbitrariamente definida como 1 y las variaciones en
NRF-1 / GAPDH se indican como veces de cambio. Los resultados se expresan como la media de
unidades arbitrarias +/- SD de al menos tres experimentos independientes. La significancia estadistica
fue evaluada utilizando ANOVA, seguida del test f de Student entre mock y shARN en condiciones basal

o estimulada. ns p>0,05, *** p<0,001 vs. mock.

Expresion de TFAM

La proteina TFAM es una molécula crucial en la regulacion y mantenimiento de la funcién
mitocondrial. Esta proteina esta altamente conservada en la evolucién y desempena un papel
central en la replicacion y transcripcion del ADNmt. Su funcion principal se centra en la
promocion de la replicacién del ADNmt y en la regulacion de la transcripcion de los genes
mitocondriales. TFAM se une al ADNmt formando complejos proteina-ADN que facilitan la

replicaciéon del material genético mitocondrial.

Dado que la expresion del ADNmt es un requisito para una mayor actividad de la cadena
de transporte de electrones, el contenido de ADNmt en las células debe responder y ajustarse
a las necesidades metabdlicas (Dickinson et al., 2013; Kihl et al., 2017). En condiciones de

demanda metabdlica, la expresion de TFAM en el nucleo aumenta y, consecuentemente, su
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traslocacion a la mitocondria, con el fin de suplir la demanda energética regulando

positivamente la fosforilacion oxidativa mitocondrial.

Por lo tanto, dentro del cumplimiento del objetivo de la Tesina, evaluamos la

participacién de Mfn2 en la expresion de TFAM.

Hemos demostrado que en las células H295R la transfeccién del plasmido shARN-Mfn2
provoca la disminucién de los niveles proteicos de TFAM, determinados por western blot

(Figura 19) en células estimuladas con Ang Il y 8Br-AMPc.
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Figura 19. Efecto del silenciamiento de Mfn2 en la expresién de TFAM. Las células H295R fueron

transfectadas con el vector shARN-Mfn2 o con el vector vacio (mock) y luego estimuladas con Ang Il
(100 nM) (A) y con 8Br-AMPc (1mM) (8) por 2hs o no (C). Las proteinas fueron analizadas por western
blot. Las membranas fueron secuencialmente incubadas con anticuerpos anti-TFAM y anti-GAPDH. La
intensidad para muestras mock fue arbitrariamente definida como 1y las variaciones en TFAM / GAPDH
se indican como veces de cambio. Los resultados se expresan como la media de unidades arbitrarias
+/- SD de al menos tres experimentos independientes. La significancia estadistica fue evaluada
utilizando ANOVA, seguida del test t de Student entre mock y shARN en condiciones basal o estimulada.
ns p>0,05, *** p<0,001 vs. mock.

52



En conjunto, estos resultados nos sugieren que, asi como es bien conocido que
PGC-1a y ERRa actuan directamente sobre la expresion de NRF-1 y TFAM, Mfn2 (también
regulada por PGC-1a y ERRa) podria ejercer un efecto regulatorio sobre estos factores claves

en la biogénesis y metabolismo mitocondrial por un mecanismo aun no elucidado.

En definitiva, en este trabajo de Tesina hemos demostrado por primera vez un rol
regulador del factor de transcripcién Sp1 en la expresiéon de Mfn2 en células adrenocorticales
humanas H295R, con una probable implicancia sobre la fusién mitocondrial y la produccién
de esteroides. Ademas, hemos observado que la expresion de Mfn2 es necesaria para
mantener los niveles de NRF-1 y TFAM, demostrando un rol de la Mfn2 en la biogénesis

mitocondrial, abriendo la alternativa de estudio de los mecanismos moleculares involucrados.
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DISCUSION

En este trabajo de Tesina hemos demostrado que la presencia del factor de transcripcién
Sp1 es necesaria para la expresion normal de la proteina Mfn2, tanto en condiciones basales
como estimuladas hormonalmente por angiotensina Il (Ang Il) y 8Br-AMPc. Mediante el uso
de distintas construcciones del promotor de Mfn2 hemos comprobado que la presencia de los
sitios de reconocimiento de Sp1 son obligatorios para la mayor actividad del promotor,
evaluado por la deteccion de la senal de luciferasa. La actividad del promotor de Mfn2 es

dependiente de la regulacién por Ang Il en células adrenocorticales humanas H295R.

Si bien ya previamente se habia determinado en el laboratorio que Mfn2 es necesaria
para la fusion mitocondrial, la expresién de la proteina StAR y la esteroidogénesis en células
H295R, en este trabajo profundizamos en el estudio del rol de Mfn2 sobre la expresion de
factores claves en la biogénesis mitocondrial y el mantenimiento del ADNmt. Hemos

demostrado que Mfn2 tiene un rol positivo sobre la expresion de NRF-1 y TFAM.

Nos interes6 particularmente el analisis del factor de transcripciéon Sp1, ya que pudimos
identificar numerosos sitios consenso para la unién de este factor al promotor de Mfn2,
localizados principalmente cerca del sitio de inicio de la transcripciéon, y ademas porque Sp1

es un factor clave en la sintesis de esteroides (Convissar et al., 2019; Zhang et al., 2024).

Hemos podido determinar que mediante el uso del sistema de shARN, la disminucion
de la expresion del factor Sp1 en células H295R correlaciona con una disminucion de la
expresion de Mfn2 tanto a nivel del ARNm como de la proteina, a nivel basal y también en

condiciones de estimulacién hormonal por Ang Il'y por 8Br-AMPc.

En este sentido, los resultados coinciden con bibliografia previa en la cual se determina
que Sp1 participa en la regulacion de la expresidn basal o constitutiva de Mfn2 (Sorianello et
al., 2012).

Tradicionalmente, Sp1 se ha caracterizado por ser un factor de transcripcién constitutivo
y se ha considerado un regulador de la actividad basal de los promotores. Sin embargo, cada
vez esta mas claro que la union y la activacién de Sp1 pueden ser moduladas por diversos
estimulos, y se ha sugerido que Sp1 modula los efectos de diversos factores de crecimiento
y hormonas. Esto sugiere que Sp1 puede tener un papel critico también en la regulacién
indirecta de la expresion génica especifica del tejido, del desarrollo y hormonal. Los sitios de
Sp1 se han mapeado en regiones que responden al AMPc en varios y diversos genes (Ahlgren
et al., 1999).
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Se ha descripto que en células H295R el factor Sp1 juega un rol esencial en la activacion
del promotor del CYP11A1 o citocromo P450scc y que su efecto depende de la activacion de
la PKA, via AMPc (Ahlgren et al., 1999).

Se ha descripto que Sp1 aumenta su expresion en células de la granulosa de ovario
luego de la estimulacién por LH/PKA/AMPc (Choi & Roh, 2020). Si bien, el trabajo de Ahigren
y colaboradores y nuestros resultados demuestran que los niveles de Sp1 no se modulan por
AMPc, es mas probable que intervengan otros mecanismos, como modificaciones post-
traduccionales de Sp1 o interacciones reguladas hormonalmente de Sp1 con otros factores.
En este contexto, se ha visto que Sp1 puede ser fosforilado y activado por PKA en

experimentos in vitro (Rohlff et al., 1997).

Trabajos de nuestro laboratorio han determinado que el sitio de reconocimiento de Sp1
es indispensable para la actividad del promotor de Acsl4, en condiciones basales y
estimuladas por 8Br-AMPc, en células de Leydig MA-10 (Orlando et al., 2013). Por lo tanto,
es logico pensar que Sp1 pueda tener un rol sobre la actividad del promotor de Mfn2, tanto en

condiciones basales como estimuladas.

Con relacion a la estimulacion de Sp1 con la estimulacion hormonal por Ang Il, hay
varios trabajos reportados en diferentes modelos celulares. En células de musculo liso Ang Il
promueve la fosforilacién de Sp1, mediada por la PKC isoforma zeta, lo cual incrementa la
expresion del PDGF-D, y la asociacion directa de Sp1 al promotor del PDGF-D (Sun et al.,
2024). En corazon de rata se determind in vivo que la infusién de Ang |l promueve la activacion
de Sp1 y que este efecto era inhibido por las proteinas de choque térmico (HSPs) (Y. Chen &
Currie, 2005). También se ha demostrado que Ang Il promueve la deposicion de matriz
extracelular por activacion de las células mesangiales renales, a través de la activacion de
Sp1 al promotor del PAI-1, posiblemente mediante un mecanismo dependiente de PKC
(Motojima et al., 2000). Dado que, en la linea celular H295R, PKC se activa como parte de la
via de sefializacion intracelular luego de la estimulacion hormonal por Ang Il (K. E.
Helfenberger et al., 2019; Mori Sequeiros Garcia et al., 2023), una posibilidad que surge es
que Sp1 sea fosforilado por esta quinasa y participe en el aumento de la expresion de Mfn2
observado. Queda determinar si Sp1 esta sujeto a modificaciones post-traduccionales en este

modelo.

Dados nuestros resultados obtenidos del rol de Sp1 sobre la expresion de Mfn2 en
condiciones basales y estimuladas, mediante el uso de diversas construcciones, decidimos
avanzar analizando las posibles regiones con union a Sp1 en el promotor de Mfn2

involucradas en la actividad de dicho promotor, en células adrenocorticales H295R.
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Hemos estudiado mediante programas bioinformaticos como el PROMO la secuencia
de largo completo del promotor de Mfn2, identificando sitios de reconocimiento de numerosos
factores de transcripcion como ser ERRa, C/EBP, GATA-1, NFkB, AP-1y Sp1, entre otros. En
nuestro laboratorio nos habia resultado de interés el estudio de la participacién de ERRa sobre
la actividad del promotor de Mfn2 dado que se ha descripto la presencia de este factor en
glandula adrenal, tanto en ZG como en las ZF y ZR, pero no en la médula, por lo que se asocia
a este factor con alguna posible funcién en la produccion de esteroides (Trejter et al., 2015).
En resultados presentados a una reunion cientifica pudimos determinar que ERRa se modula
por Ang Il y que es un factor necesario para la expresion de Mfn2 a nivel basal o frente a la

estimulacion por Ang Il (Helfenberger et al., 2018).

Continuamos con el estudio del rol de Sp1 dado que, como fue mencionado
previamente, tiene un rol en la produccion de esteroides y nuestro modelo celular, la linea

celular adrenocortical H295R, es esteroidogénica.

Para el analisis del promotor hemos utilizado las construcciones realizadas con
deleciones seriadas ya presentes en el laboratorio obtenidas a partir del ADN gendémico
extraido de células adrenocorticales H295R. Para este trabajo utilizamos la construccion que
denominamos promotor de largo completo, pNL1.1 Mfn2-L, rio arriba del promotor de
luciferasa. Este promotor contiene una secuencia de aproximadamente 1900 pb, desde la -
1735 a la +212, incluyendo la secuencia del exon 1 (+1). Esta construccion resultd ser
funcional y activa en la linea celular H295R en concordancia con los resultados publicados
por Sorianello y colaboradores para este promotor, en células vasculares de aorta y células
de musculo esquelético (Sorianello et al., 2012). La actividad del promotor pNL1.1 Mfn2-L
aumenta cuando las células H295R se estimulan con Ang Il. Es interesante remarcar que se
ha descripto que Sp1 se une al promotor del receptor de Ang Il tipo 1 (ATR1) y promueve su
transcripcién, en células de musculo liso vascular (Imayama et al., 2008) y también se ha visto
que Sp1 participa en la transcripcién del ATR1 en células H295R (X. Zhao et al., 2001). Dado
que el AT1R es el receptor presente en H295R y a través del cual Ang Il ejerce su accién
intracelular, surge la posibilidad que Sp1 juegue un rol sobre este receptor en esta linea celular

favoreciendo los efectos de Ang Il sobre la actividad del promotor de Mfn2.

La siguiente construccion fue la denominada pNL1.1 Mfn2-Sp1, que mantiene una
region entre -120 / +212 perdiendo el sitio de union a ERRa y manteniendo los sitios de Sp1.
En este caso, nuestros resultados mostraron una disminucion en la actividad de luciferasa
comparada con el plasmido pNL1.1 Mfn2-L, sugiriendo que el sitio de union de ERRa tiene un
efecto positivo sobre la actividad del promotor de Mfn2. La actividad del promotor pNL1.1
Mfn2-Sp1 se incrementa leve pero significativamente cuando las células H295R se estimulan

con Ang Il. Al mantener los sitios para uniéon a Sp1, y dado lo discutido anteriormente, este
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efecto podria deberse a modificaciones post-traduccionales sobre Sp1 desencadenadas por

Ang Il y/o efectos de Sp1 sobre la transcripciéon del AT1R.

Para evaluar el efecto de Sp1 sobre estas construcciones realizamos la co-transfeccion
del pNL1.1 Mfn2 junto con el pSUPER-shARNSp1, utilizando los plasmidos vacios (mock)
como control. Hemos determinado que la actividad del promotor disminuye significativamente
en presencia del shARN de Sp1 tanto para la construccién de largo completo como para la
pNL1.1 Mfn2-Sp1. Estos resultados sugieren que estos sitios de Sp1 son relevantes para la
transcripcién de Mfn2 en células adrenocorticales, y también indican de forma indirecta que

Sp1 podria estar uniéndose en esos sitios del promotor.

Mediante el uso de un shARN para Mfn2, ya utilizado ampliamente en el laboratorio
(Duarte et al., 2012, 2014; K. E. Helfenberger et al., 2019) hemos determinado el efecto de la
disminucion de la expresion de Mfn2 sobre los niveles de NRF-1 y TFAM. Ambos factores

tienen un rol clave en el mantenimiento de la funcidén mitocondrial normal.

Previamente en el laboratorio determinamos que la estimulacion por Ang |l y 8Br-AMPc
promueve un aumento de la expresién de NRF-1 de manera dependiente del tiempo (Belluno
et al., 2022). Dado que Mfn2 se incrementa por estos estimulos en células adrenocorticales
H295R, la pregunta que surge es si existe una relacién entre Mfn2 y la expresion de NRF-1.
Hemos determinado que en células H295R con menor expresion de Mfn2, se reducen los
niveles proteicos de NRF-1, tanto en condiciones basales como estimuladas con Ang Il y 8Br-
AMPc.

Si bien no existen reportes sobre los mecanismos involucrados en la regulacion directa
de NRF-1 por Mfn2, se ha descripto a Mfn2 como un regulador no sélo de la fusion
mitocondrial, sino de muchas funciones metabdlicas (Emery & Ortiz, 2021). La integracion
mitocondria-nucleo es una via de suma importancia para el mantenimiento de la funcién
mitocondrial normal y la produccién de energia celular. Existen sefiales mitocondriales que
disparan esta via, asi las mitocondrias participan en la regulacion retrograda, en la que las
células responden a cambios en el estado funcional de la organela mediante cambios en la

expresion de genes nucleares.

Una cuestion central en la regulacion retrégrada es la identificacion de las moléculas
que inician la sefalizacién mitocondrial y como se traducen esas sefiales para efectuar los
cambios relevantes en la expresion de genes nucleares (Scarpulla, 2006). Ya hemos
demostrado en el laboratorio que la sefializacion retrégrada opera en células H295R frente a
la incubacién con CCCP, un desacoplante mitocondrial (Belluno et al., 2022). En este sentido,

la inhibicidn de la expresion de Mfn2 podria ejercer un efecto sobre la mitocondria, liberando
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sefnales, como por ejemplo aumento de ROS, con impacto en el nucleo e induccion de genes
nucleares para el mantenimiento de la funcién mitocondrial, biogénesis, aumento de la

expresion de complejos respiratorios y factores antioxidantes.

El factor de transcripcion NRF-1 se une a elementos de respuesta en el promotor de
TFAM codificado en el nucleo, aumentando su expresion (Virbasius & Scarpulla, 1994). Luego
TFAM es importado a la mitocondria y asi incrementa la transcripcién y replicacion del ADNmt
(Scarpulla, 2002).

En este trabajo hemos demostrado que la inhibicién de Mfn2 promueve la disminucién
de los niveles de la proteina TFAM, tanto en condiciones basales como estimuladas por Ang
II. Los mecanismos moleculares involucrados no son conocidos hasta ahora; sin embargo, el
rol de Mfn2 sobre el mantenimiento de la expresion de NRF-1 podria dar cuenta, al menos en
parte, del efecto observado sobre TFAM. Es interesante mencionar que se ha descripto que
en células B de pancreas, Mfn2 participa en la induccion de TFAM manteniendo la replicacion
y traduccion del ADNmt, siendo un efecto relevante en la regulacién de la glucosa en estas
células (Sidarala et al., 2022).

En musculo esquelético existen adaptaciones mitocondriales inducidas por la actividad
contractil que determinan directamente modificaciones en la biogénesis mitocondrial, mediada
por NRF-1y TFAM, entre otros. Estas adaptaciones podrian estar influenciadas por cambios
en los niveles de Mfn2 (Emery & Ortiz, 2021).

El hecho de que nuestros resultados previos demuestren que Ang Il incrementa los
niveles de NRF-1, TFAM y Mfn2 en células adrenocorticales humanas H295R, apoya los

resultados de esta Tesina (Belluno et al., 2022; K. E. Helfenberger et al., 2019).

Para finalizar, hemos demostrado en este trabajo por primera vez que Sp1 tiene un rol
en la expresion de Mfn2, que depende de la regulacién hormonal y que Mfn2 ejerce un rol
clave en la funcion mitocondrial mediante el mantenimiento de los niveles proteicos de factores

nucleares como NRF-1y TFAM, en células adrenocorticales humanas H295R.
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CONCLUSIONES

Las principales conclusiones de este trabajo son:

> Sp1 ejerce un rol en la expresion de Mfn2, a nivel del ARNm y de la proteina,
tanto en condiciones celulares basales como estimuladas por Ang Il y la via del
AMPc (a través del uso de 8Br-AMPc).

> La transcripcion de Mfn2 esta regulada hormonalmente por Ang |l.

> El promotor de Mfn2 presenta sitios de respuesta a Sp1 que son activos en

células adrenocorticales humanas.

> Sp1 ejerce un rol clave en la actividad del promotor de Mfn2 en células control

y estimuladas por Ang Il.

> La expresién de Mfn2 es necesaria para el mantenimiento de los niveles

proteicos de NRF-1y TFAM, favoreciendo asi la funcién mitocondrial.
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