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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer se asocia con alteraciones tempranas en la funcién
sinaptica y mitocondrial inducidas por oligédmeros solubles de B-amiloide (ABOs).
En esta tesis se planted que el estrés amiloide desregula AMPK, una quinasa clave
en la regulacion del metabolismo energético, favoreciendo cambios en la dinamica
mitocondrialy en los contactos reticulo endoplasmatico-mitocondria, o MAMs, de
manera dependiente de Mfn2. Los resultados mostraron que ABOs aumentan la
activacion de AMPK y los niveles de Mfn2, incrementan el acoplamiento RE-
mitocondria, alteran la morfologia mitocondrial, disminuyen el potencial de
membranay comprometen la funcion sinaptica. En el modelo créonico APPswe, AMPK
mostréd una regulacion diferencial asociada a cambios en Mfn2, autofagia y
metabolismo oxidativo. La inhibicién farmacoldgica o disminucion genética de
AMPK atenud varios de estos efectos. En conjunto, estos hallazgos sugieren que
AMPK actua como un regulador clave del dafo inducido por ABOs, vinculando la
remodelacién de MAMs con la disfuncidon mitocondrial y sinaptica en la enfermedad

de Alzheimer.
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INTRODUCCION

l. La Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una patologia neurodegenerativa y constituye
la principal causa de demencia en adultos mayores (Barker et al., 2002; Wilson et
al., 2012). En Chile, en 2014 se estimo6 que el 1.1% de la poblacién presentaba algun
tipo de demencia (Fuentes & Albala, 2014). En personas de 60 afios o mas, el 7.1%
presenta deterioro cognitivo, cuya prevalencia aumenta de manera marcada con la
edad, alcanzando un 13% en el grupo de 75 a 79 afios y llegando al 36.2% en
mayores de 85 anos (Klaassen P et al., 2021). En concordancia con esta tendencia,
el Censo 2024 en Chile confirmd una acelerada tendencia al envejecimiento
poblacional, con un 14% de la poblacién mayor de 65 anos, lo que anticipa un
aumento en la prevalencia de enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer
(INE, 2024). En este contexto, se proyecta que hacia 2050 un 3.1% de la poblacidn
chilena, equivalente a mas de 600 mil personas, vivira con EA u otra forma de

demencia (Fuentes & Albala, 2014; Slachevsky et al., 2018).

En cuanto a costos, se ha proyectado un gasto anual por persona del orden de US$

13.900 (suma de costos directos e indirectos) para paises latinoamericanos de
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ingreso medio, magnitud consistente con la experiencia local y con la alta
ponderacion de costos sociales y de cuidados informales (Hojman et al., 2017;
Qassem et al., 2023). Territorialmente, la Region Metropolitana concentra el mayor
numero absoluto de casos (por tamafno poblacionaly envejecimiento), y analisis de
mortalidad muestran exceso de riesgo en varias comunas del Gran Santiago; no
obstante, la prevalencia tiende a ser mayor en zonas rurales y en niveles
socioculturales bajos (Celis-Morales et al., 2021; Ministerio de Salud, 2017;
Slachevsky et al., 2018). Desde un punto de vista etiolégico, la EA se presenta
mayoritariamente como forma esporadica de inicio tardio, que representa mas del
95% de los casos y en la que influyen la edad, factores de riesgo vasculares y
metabdlicos y la susceptibilidad genética, siendo el alelo de la apolipoproteina E
(APOE) €4 el principal factor de riesgo conocido (Raulin et al., 2022). Una fraccidn
menor corresponde a la EAfamiliar deinicio temprano, la cual, debido a mutaciones
autosdmicas dominantes y de alta penetrancia en la proteina precursora amiloide
(APP) y en las presenilinas PSEN1 y PSEN2 (componentes del complejo y-
secretasa), la que cursa con un cuadro clinico habitualmente mas precoz y agresivo

(ASSOCIATION, 2024, Dai et al., 2018; Xiao et al., 2021).

A nivel celular, la EA se caracteriza por la muerte neuronal progresiva, afectando
principalmente hipocampo y corteza cerebral, lo que se traduce como un deterioro

cognitivo progresivo (Alzheimer's, 2024; Ferreira et al., 2015). En etapas iniciales, la
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EA se manifiesta con dificultades en la evocacién de palabras y la orientacion
espacial, seguidas por el compromiso de funciones como la atencion,
concentracioén, lenguaje, praxis constructiva, prosopagnosia y la planificacion
diaria. En fases avanzadas, se observa un deterioro profundo de la memoria
inmediata y otras capacidades cognitivas esenciales. (Henneges et al., 2016;

Tahami Monfared et al., 2022).

Desde el punto de vista histopatoldgico la EA se caracteriza clasicamente por la
presencia de dos marcadores clasicos: los ovillos neurofibrilares y las placas
seniles de péptido B-amiloide (Berchtold & Cotman, 1998; Stoothoff & Johnson,
2005). Los ovillos neurofibrilares corresponden a agregados intracelulares
formados principalmente por la proteina Tau hiperfosforilada. En condiciones
fisioldgicas, Tau es una proteina asociada a microtubulos que contribuye a la
organizacion estructural y funcional de las neuronas, sin embargo, su
hiperfosforilacion favorece su desprendimiento de los microtubulos, agregacion y
acumulacioén patoldgica (Buee et al., 2000; Finder & Glockshuber, 2007). Por otro
lado, las placas seniles corresponden a depositos extracelulares insolubles del
péptido B-amiloide (AB) que se origina a partir de APP (Hardy & Higgins, 1992;

Murphy & LeVine, 2010).
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Il. Rolfisiolégicoy patolégico del Péptido B-amiloide

APP es una proteina transmembrana de expresidon ubicua cuya funcién aun no ha
sido completamente dilucidada. Sin embargo, se le han atribuido roles en la
regulacion del desarrollo del sistema nervioso, la formacion y funcion de la unién
neuromuscular, la sinaptogénesis, la complejidad dendritica y la densidad de
espinas, asi como en el crecimiento y guia axonal. Ademas, APP participa en
funciones sinapticas clave, incluyendo la plasticidad sinaptica, el aprendizaje y la

memoria. (Chen et al., 2013; Muller et al., 2017; Nalivaeva & Turner, 2013).

El péptido AB se genera por la via amiloidogénica, tras el clivaje secuencial de APP
por las enzimas [B-secretasa/BACE1 y el complejo y-secretasa (presenilina,
nicastrina, Aph-1 y Pen-2) (Fig. 1), proceso que ocurre principalmente en
endosomas tempranos donde convergen APP y BACE1 por trafico vesicular (Godoy
etal., 2021; Nixon, 2017; Park et al., 2022); en contraste, la via no amiloidogénica (a-
secretasa/ADAM10) previene la formacion de AB y libera sAPPq, fragmento que
cumple funciones neurotroficas (Corrigan et al., 2012; Muller et al., 2017; Peron et
al., 2018). La composicion del complejo y-secretasa, el trafico intracelular de
APP/BACE1 y la activacion de ADAM10 regulan finamente la produccién de AB (Hur,
2022; Kuhn et al., 2010; Peron et al., 2018; Sun & Roy, 2018; Tan & Gleeson, 2019;

Thinakaran & Koo, 2008; Zhang et al., 2014). En condiciones fisiolégicas, AB es un
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producto normal del metabolismo neuronaly se libera en forma dependiente de la
actividad sinaptica, actuando como neuromodulador de la transmisiéon y la
plasticidad (Cuevas et al., 2011; Galanis et al., 2021; Morley & Farr, 2014). A
concentraciones picomolares, AB fortalece la potenciacion a largo plazo (LTP) y la
capacidad de la memoria para codificar, almacenar y recuperar informacion, y
resulta necesario para la plasticidad sinaptica. Asimismo, sus efectos exhiben un
comportamiento hormético; que quiere decir beneficiosos en concentraciones
fisiolégicas reducidas, pero se tornan perjudiciales cuando aumenta su
concentracién o se modifican sus estados de agregacion (Cai et al., 2023; Fagiani et
al., 2021; Galanis et al., 2021). Mas alla de la sinapsis, se ha propuesto un papel
fisiolégico innato como péptido antimicrobiano y senal de reparacién, que podria
explicar parte de su rapida polimerizacidon frente a patdégenos en el encéfalo
(Vojtechova et al., 2022). En conjunto, AB cumple funciones homeostaticas en
sinapsis y tejidos cerebrales; cuando se desequilibran su concentracién, su
conformacion molecular o su localizacién (intracelular o extracelular), estos
mismos circuitos se vuelven vulnerables, lo que condiciona su rol patolégico (Eimer

et al., 2018; Hampel et al., 2021; Vojtechova et al., 2022).
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Figura 1. Esquema de las vias de procesamiento de la proteina precursora amiloide (APP). En la
via no amiloidogénica (izquierda), la APP es escindida primero por a-secretasa dentro de la region AB
(indicada en rojo), lo que impide la generacién de AB. Esta escision libera el ectodominio soluble
sAPPa y genera el fragmento C-terminal C83 (CTFa), el cual es posteriormente procesado por y-
secretasa para producir el péptido p3 y liberar el dominio intracelular de APP (AICD). En la via
amiloidogénica (derecha), la APP es escindida inicialmente por B-secretasa, liberando sAPPB y
generando el fragmento C-terminal C99 (CTFpB). Luego, la y-secretasa procesa C99 para producir
péptidos AB y liberar también AICD. Tomado de (Muller et al., 2017)
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Las especies predominantes que se generan a partir de este procesamiento
proteolitico de APP son AB40 y AB42; esta ultima, se diferencia debido a que
contiene dos residuos C-terminales adicionales, Isoleucina en la posicién 41y
Alanina en la posicidn 42, estos dos aminoacidos son no polares, lo que le otorga
una cualidad hidrofébica mayor a AB42 por sobre AB40, lo que se traduce como una
mayor propension a agregarse y formar oligdmeros/protofibrillas sinaptotéxicas
(Qiu et al., 2015). En relacién con la proporcién de estos péptidos, AB40 se
encuentra en mayor proporcion (AB42/AB40 - 1/9), esta proporcién suele
desplazarse hacia un mayor porcentaje de AB42 en los cerebros de los pacientes
con EA familiar, lo que conduce a un aumento de la sinaptotoxicidad. (Hartley et al.,

1999; Jan et al., 2008; Pauwels et al., 2012; Qiu et al., 2015)

Actualmente, se propone a los oligdmeros solubles del péptido AR (ABOs) como el
principal agente téxico en la EA, ya que por su tamano pueden difundir en el
parénquimay afectar la estructura sinaptica, la funcidon neuronaly la supervivencia
celular (Haass & Selkoe, 2007; Walsh & Selkoe, 2004). Uno de los mecanismos
propuestos para la toxicidad del péptido AP es su capacidad de formar un poro en
membranas celulares (Lin et al., 1999; Rhee et al., 1998; Sepulveda et al., 2010). Se
cree que este poro estaria formado por 4 a 6 subunidades y el tamano del poro
oscilaria en torno a los 2-3 nm, permitiendo en una primera instancia el paso de

cationes de manera inespecifica y, posteriormente, el paso de moléculas de hasta
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900 Da (Sepulveda et al., 2010). En consecuencia, a partir de estos antecedentes,
este poro podria permitir el paso de moléculas e iones siguiendo sus gradientes
electroquimicos. Por ejemplo, el calcio (Ca®*) se encuentra en el medio extracelular
en concentraciones del orden milimolar, mientras que en el citosol su
concentracién basal es del orden nanomolar; por lo tanto, la formacién de este poro
favoreceria un influjo de Ca®* y el consiguiente aumento de sus niveles
intracelulares (Lal et al., 2007). Ademas, el poro también podria permitir la salida de
moléculas de mayor tamafo, como el adenosin trifosfato (ATP), promoviendo su
fuga hacia el espacio extracelular. En conjunto, estos eventos contribuirian a un
desbalance energético celular y podrian gatillar una cascada de procesos
patolégicos. (Fuentealba et al., 2012; Fuentealba et al., 2011; Saez-Orellana et al.,

2016).

Ademas de perturbar membranas, los oligdmeros de AR activan rutas receptor-
dependientes que deprimen la LTP y alteran la sefalizacién mediada por NMDAR
(Kessels et al., 2013; Taniguchi et al., 2022; Walsh et al., 2002). En dendritas, los
ABOs pueden acoplarse al prion celular (PrP¢) y utilizar mGluR5 como correceptor,
activando vias dependientes de Fyn/Pyk2 que desregulan la sefalizaciéon mediada
por NMDAR, favoreciendo una plasticidad sindptica patolégica caracterizada por
inhibicién de la LTP y facilitacion de mecanismos asociados a LTD (Grochowska et

al., 2023; Taniguchi et al., 2022; Um et al., 2013). Ademas, los ABOs reducen la
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disponibilidad de EphB2, un receptor tirosina quinasa clave para la estabilizacién
postsinaptica de NMDAR y la plasticidad sinaptica. Esta pérdida se asocia con una
mayor degradacion proteasomal de EphB2, comprometiendo la funcion de NMDAR
y contribuyendo a ladisminucion de la LTP (Geng et al., 2013; Miyamoto et al., 2016;
Zhangetal., 2022). En conjunto, estos eventos convergen en un desbalance de Ca**,
estrés mitocondrial y liberacién andmala de ATP al espacio extracelular; este ATP
activa receptores purinérgicos, lo que potencia la sobrecarga de Ca** y amplifica
cascadas de sefalizacién pro-excitotoxicas (Godoy et al., 2021; Godoy et al., 2019;

Rauhala et al., 2018; Saez-Orellana et al., 2018; Saez-Orellana et al., 2016).

lll. AMPK como sensor energético y su rol en neurodegeneracion

La proteina quinasa activada por AMP (AMPK) es una serina/treonina quinasa
heterotrimérica compuesta por una subunidad catalitica (a) y dos subunidades
reguladoras (B y y) que actua como sensor maestro del estado energético celular.
Cuando desciende el ATP y aumentan AMP/ADP, la unidn de estos nucledtidos a la
subunidad y induce un cambio conformacional que posiciona y expone el sitio de
activacion con Thr172 en la subunidad a, facilitando su fosforilacién por las

quinasas upstream LKB1 y CaMKK2 e incrementando la actividad enzimatica de
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AMPK (Fig. 2) (Hardie et al., 2012; Hawley et al., 1996; Herzig & Shaw, 2018; Hurley
et al., 2005; Park et al., 2023; Trefts & Shaw, 2021; Yan et al., 2021). Ademas, la union
de AMP/ADP favorece el mantenimiento de AMPK activa al proteger Thr172 de la
desfosforilacion por fosfatasas, estabilizando a la quinasa en su estado fosforilado
(Gowans & Hardie, 2014; Gowans et al., 2013; Trefts & Shaw, 2021). Una vez activa,
AMPK reprograma el metabolismo inhibiendo rutas anabdlicas que consumen ATP
y potenciando vias catabdlicas generadoras de ATP; en paralelo, coordina procesos
de control de calidad mitocondrial como autofagia/mitofagia, biogénesisydinamica
mitocondrial. En este contexto, puede promover la fision mediante la fosforilacion
del factor de fisién mitocondrial (MFF) lo que recluta DRP1 para el remodelamiento
mitocondrial segln el estado energético celular (Hardie et al., 2012; Herzig & Shaw,

2018; Steinberg & Carling, 2019; Toyama et al., 2016; Zhu et al., 2024).
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Figura 2. Estructura y vias de activacion de AMPK. Esquema de las subunidades a, By y de la
proteina AMPK, mostrando sus respectivos dominios. Se muestran las quinasas que fosforilan el
residuo Thr172 (LKB1 y CAMKK2), activadores alostéricos y eventos modificadores del estado
energético celular. También se observa los procesos catabdlicos promovidos por AMPK y los
procesos anabdlicos inhibidos por AMPK. Tomado de (Herzig & Shaw, 2018).
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Enlaenfermedad de Alzheimer, los ABOs alteran la homeostasis intracelular de Ca**
y la bioenergética celular, promoviendo una remodelacién mitocondrial que,
aunque podria iniciarse como una respuesta adaptativa al estrés energético, en el
contexto neuronal se asocia con disfuncidny muerte celular (Calvo-Rodriguez et al.,
2019). En concordancia con ello, en tejido humano y modelos preclinicos de EA se
han descrito alteraciones isoforma-especificas de AMPK, mientras que la represion
cerebral de AMPKa1 atenua déficits cognitivos y sinapticos (Zimmermann et al.,
2020). Asimismo, la exposicion a ABOs en modelos murinos sobreactiva el eje
CaMKK2-AMPK, reduciendo la densidad de espinas dendriticas a través de la
fosforilacion coordinada de MFF y ULK2, vinculadas con fision mitocondrial y
mitofagia, respectivamente. Estos efectos pueden prevenirse mediante la inhibicién
de la sobreactivacion de CaMKK2/AMPK, lo que protege la integridad de espinas
dendriticas y mitocondrias en neuronas derivadas de células madre embrionarias

humanasy en modelos murinos de EA (Lee et al., 2022).

En paralelo, los ABOs elevan el Ca** mitocondrial en neuronas antes de la muerte
celular, conectando la toxicidad amiloide con la sobrecarga de calcio en la
mitocondria, la dishomeostasis de Ca®* intracelular y el estrés bioenergético
(Calvo-Rodriguez et al., 2020). En este escenario, emergen los contactos estrechos
entre el reticulo endoplasmatico y la mitocondria, conocidos como MAMs

(mitochondria-associated membranes) o MERCs (mitochondria—ER contacts).
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Estos microdominios corresponden a sitios de proximidad nanométrica,
tipicamente del orden de 10-40 nm, que coordinan procesos clave como integrar el
manejo del Ca**, el metabolismo lipidico y el control de calidad mitocondrial (Area-
Gomez et al., 2012; Bui et al.,, 2025). A través del complejo IP3R-GRP75-VDAC
articulan la liberacion de Ca** desde el reticulo con su captacion por la mitocondria
y coordinan procesos como biogénesis y mitofagia. En la EA se ha descrito un
aumento o desregulacion de estas estructuras funcionales MAMs, asociado a
mayor transferencia de Ca®* desde el reticulo a la mitocondria y a disfuncién
bioenergética (Area-Gomez et al., 2012; Bui et al., 2025; Rossini et al., 2025; Wilson

& Metzakopian, 2021; Xu et al., 2020).

Bajo estrés energético, AMPK se redistribuye hacia MAMs e interactia con
mitofusina 2 (Mfn2), una GTPasa localizada en la membrana mitocondrial externay
también en subdominios del RE, donde puede contribuir al acoplamiento fisico RE-
mitocondria (tethering) y a la comunicacion interorganelar (Hu et al., 2021). En el
modelo original, Mfn2 actuaria como un tether positivo, de modo que su
silenciamiento o ablaciéon reduce la yuxtaposicién RE-mitocondria y altera la
transferencia de Ca** (de Brito & Scorrano, 2008; Filadi et al., 2018). Sin embargo,
estudios posteriores han reportado que la deplecién de Mfn2 puede incrementar el
numero o la extensién de los contactos reticulo endoplasmatico-mitocondria, asi

como potenciar la transferencia de Ca®* entre ambos organelos. Estos hallazgos
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sugieren que Mfn2 no actua exclusivamente como una proteina de anclaje fisico
entre el reticulo endoplasmatico y la mitocondria, sino que también puede regular
la distanciay la organizacion funcional de estos contactos, evitando una proximidad
excesiva en determinados contextos celulares (Filadi et al., 2015, 2017; Filadi et al.,
2018; Naon et al., 2023; Naon et al., 2016). En conjunto, la evidencia apoya un rol
contexto-dependiente de Mfn2 en la regulacién de las MAMs, mas que una funcién

exclusivamente pro-anclaje.

En este escenario, se ha descrito que AMPK puede fosforilar Mfn2 en Ser442,
favoreciendo una ubiquitinacién no degradativa que inhibe la fusién mitocondrial,
lo que aporta un control directo de la dindAmica mitocondrial desde la senalizacién
energética (Crosas-Molist et al., 2023; de Brito & Scorrano, 2008; Filadi et al., 2018;
Hu et al., 2021). En conjunto, estos antecedentes perfilan un rol dualde AMPK en el
contexto neuronal. En fases agudas, su activacion puede cumplir una funcién
adaptativa orientada a restaurar la homeostasis energéticay promover mecanismos
de control de calidad organelar. Sin embargo, cuando esta activacidon se mantiene
en el tiempo, como ocurre en un contexto de exposicion a AB y dishomeostasis de
Ca’*, AMPK puede adquirir un caracter perjudicial, favoreciendo una fisién
mitocondrial excesiva, el aumento de estructuras MAMs, la disfuncidn sinapticay la
progresion neurodegenerativa (Liu et al., 2025; Marinangeli et al., 2018; Park et al.,

2023; Trefts & Shaw, 2021).
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IV. MAMs, Mfn2y disfunciéon mitocondrial en la enfermedad de Alzheimer

Las membranas asociadas a mitocondria (MAMs) son dominios de contacto
estrecho (del orden de 10-40 nm de distancia) y dinamico entre el reticulo
endoplasmatico y la mitocondria que coordinan a escala nanométrica, la
transferencia de Ca®*, el metabolismo de lipidos la dinamica mitocondrial y el
acople bioenergético que sostiene la fisiologia celular (Bui et al., 2025). En sunucleo
de sefializaciéon de Ca** opera el ensamblaje formado por el receptor de inositol
trifosfato (IP3R) en el reticulo, la chaperona citosélica GRP75 y el canal aniénico
dependiente de voltaje 1 (VDAC1) en la membrana mitocondrial externa, acoplado
al canal uniportador mitocondrial (MCU) en la membrana interna, lo que permite
traducir pulsos locales de Ca* en ajustes finos de produccion de ATP (Atakpa-Adaji
& Ivanova, 2023; Lim et al., 2021). La arquitecturay la modulacidon del acoplamiento
dependen, ademas, de complejos de anclaje como VAPB-PTPIP51, la proteina
PDZD8 que es especialmente relevante en neuronas, y el receptor Sigma-1 que
estabiliza IP3R bajo estrés y regula la sefializacion local de calcio (Csordas et al.,
2006; Sharma et al., 2021; Sun et al., 2025). Estos contactos también alojan pasos
clave de sintesis y transferencia de fosfolipidos: la fosfatidilserina sintetizada en el
reticulo se traslada a mitocondria y se convierte en fosfatidiletanolamina,

integrando la biogénesis de membranas con la respiracion celular; transportadores
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como ORP5y ORPS8 facilitan el intercambio fosfolipido-fosfatidilinositol y participan
en el balance de colesterol junto a la enzima Acil-CoA acetiltransferasa 1 (ACAT1) y
otras enzimas enriquecidas en MAMs. La desregulacién de estos flujos altera la
composicion de membranas, la organizacion de crestas mitocondriales y la
eficiencia bioenergética (Monteiro-Cardoso et al., 2022). En cuanto a la dinamica
mitocondrial, las MAMs funcionan como plataformas donde se coordinan fusiéony
fisién. Mfn2, ubicada en la membrana mitocondrial externa y en dominios del
reticulo, contribuye tanto a la fusién como a la arquitectura del contacto; en
paralelo, la activacion del factor de fision mitocondrial (MFF) y el reclutamiento de
la proteinarelacionada conladinamina 1 (DRP1) promueven fisién cercana a MAMs,
paso necesario para distribuir mitocondrias y para la segregacion de organelos
dafiados antes del proceso de mitofagia. Cambios en el acoplamiento pueden
sesgar la balanza hacia fragmentacion o hiperfusién, con impacto directo en la
funcion sinaptica (de Brito & Scorrano, 2008; Friedman et al., 2011; Naon et al.,
2023). En relacion con el reticulo endoplasmatico, diversos componentes de la
respuesta a proteinas mal plegadas se localizan o se anclan en las MAMs. Entre
ellos, PERK, una quinasa implicada en la respuesta al estrés del reticulo
endoplasmatico reduce la sintesis global de proteinas tras su activacion,
contribuyendo al mantenimiento de la homeostasis celular. Ademas, PERK
participa en la regulacién de respuestas antioxidantes que protegen a la célula

frente al estrés redox (Sassano et al., 2023), Por su parte, IRE1, un sensor
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transmembrana del estrés del reticulo endoplasmatico, y ATF6, un factor de
transcripcion transmembrana, ajustan procesos asociados al plegamiento proteico
y a la degradacion asociada al reticulo endoplasmatico. Asimismo, chaperonas
como BiP y Sigma-1R contribuyen a estabilizar receptores y canales presentes en
estos dominios de contacto (Hayashi & Su, 2007). Bajo sobrecarga proteica o de
Caz", el microdominio relacionado con las MAMs se remodela para contener el
dafo; si el estrés persiste, se activan vias pro-apoptéticas y se altera la
comunicacién RE-mitocondria (Hayashi & Su, 2007; Proulx et al., 2021; Sassano et
al., 2023). El aumento de Ca** mitocondrial y los desbalances lipidicos en MAMs
favorecen la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en la cadena
respiratoria, ademas de promover la peroxidacion de fosfolipidos en membranas
adyacentes (Palma et al., 2020). Frente a este escenario, sistemas antioxidantes
como la superodxido dismutasa 2 (SOD2), que protege a la célula del dafo inducido
por ROS, y GPX4, enzima clave que neutraliza hidroperéxidos lipidicos y limita la
lipoperoxidacion, contribuyen a amortiguar el estrés oxidativo. Sin embargo, cuando
estas defensas resultan insuficientes, se perpetia el dano oxidativo, se
compromete el potencial de membrana mitocondrial y se facilita la liberacién de
factores pro-muerte (Palma et al., 2020; Resende et al., 2022; Xie et al., 2023).
Cuando todos los mecanismos de control celular fallan, en las MAMs se reclutan
proteinas pro-apoptdéticas como ULK1/2, Beclin-1, ATG14y proteinas de anclaje que

facilitan la nucleacién de la membrana de aislamiento con el fin de formar el
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autofagosoma; la fisién cercana a MAMs segrega mitocondrias dafadas para su
eliminacion. La hiperactivacion de contactos o su desorganizacion alteran el flujo
autofagico, favoreciendo acumulacion de organelos disfuncionales o, en el extremo
opuesto, la pérdida excesiva de masa mitocondrial (Gomez-Suaga et al., 2017;
Hamasaki et al., 2013; Yang et al., 2020). De este modo, las MAMs impactan de
manera simultdnea en la senalizacion de Caz", el equilibrio de fosfolipidos, la
respiracion mitocondrial, el estrés del reticulo, el control redoxy las rutas de control
de calidad como la autofagia y la mitofagia. En neuronas, estos contactos sostienen
la demanda energética de la sinapsis y afinan sefiales de Ca** en microdominios
que impactan la produccion de ATP y la supervivencia celular (Atakpa-Adaji &
Ivanova, 2023; Bernard-Marissal et al., 2018; Bobba et al., 2017; Chen et al., 2025;
de Ridder et al., 2023; Liu et al., 2025; Marchi et al., 2018; Markovinovic et al., 2022;

Wang et al., 2021; Wu et al., 2017).
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Figura 3. Las MAMs/MERCs como plataforma integradora de senales y metabolismo. En
homeostasis de Ca™, la liberacién de Ca®* desde el RE ocurre principalmente via IP3R (y RyR), y su
acoplamiento fisico con la mitocondria se facilita por GRP75, que conecta IP3R con VDAC en la
membrana mitocondrial externa; posteriormente, el ca** ingresa a la matriz a través del MCU. Este
eje IPBR-GRP75-VDAC/MCU se modula por chaperonas/reguladores como Sig-1R/BiP y proteinas
antiapoptéticas como Bcl-2, mientras que SERCA contribuye a la recaptacion de Ca** al RE. En
metabolismo lipidico, complejos de tethering como VAPB-PTPIP51 y transportadores como ORP5/8
favorecen el intercambio de lipidos y colesterol entre RE y mitocondria. En dindmica mitocondrial,
MFN1/Mfn2 participan en fusién y también en el acoplamiento RE-mitocondria, mientras que la
fision depende de DRP1 y adaptadores como MFF/Fis1. Las MAMs ademads integran respuestas a
estrés del REy estrés oxidativo mediante PERK/IRE1/ATF6, y conectan con rutas de control de calidad

y muerte celular, incluyendo mitofagia/autofagia y apoptosis relacionandose con PINK1/Parkin,
ATG14/ATG5, Beclin-1. Tomado (Chen et al., 2025).
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En este contexto, mitofusina 2 (Mfn2) cumple un papel doble: es una GTPasa
esencial para la fusidon de la membrana mitocondrial externa y, ademas, modula la
arquitectura de las MAMs. Evidencia reciente demostré que el gen Mfn2 genera
variantes de splicing especificas del reticulo que actuan como contrapartes de
anclaje, definidas como ERMIT2 y ERMIN2, capaces de modelar la morfologia del
reticulo y de establecer el puente fisico con las mitocondrias (Naon et al., 2023).
Este hallazgo ayudd a resolver discrepancias previas sobre el rol de Mfn2 como
proteina de anclaje y logro dar explicacion de como cambios en Mfn2 impactan a la
vez en el acoplamiento reticulo-mitocondria y en la dinamica de fusién de la red
mitocondrial (Fig. 4) (Filadi et al., 2018; Naon et al., 2023). En modelos celulares y
en cerebro de ratdn, la exposicion a ABOs aumenta la co-localizacidn entre reticulo
y mitocondria, altera la actividad mitocondrial y modula la formacién de
autofagosomas; ademas, en neuronas el incremento del acoplamiento se
acompafa de mayor transferencia de Ca?" hacia la mitocondria (Calvo-Rodriguez et
al., 2019; Leal et al., 2020). De forma complementaria, en preparaciones in vivo se
ha observado que el aumento de calcio mitocondrial antecede a la muerte
neuronal, lo que vincula de manera directa la toxicidad amiloide con la
dishomeostasis de calcio y el estrés bioenergético. (Calvo-Rodriguez et al., 2020;

Wilson & Metzakopian, 2021).
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Mitocondria

Figura 4. Modelos alternativos de anclaje entre reticulo endoplasmatico y mitocondrias
mediado por Mfn2. El esquema representa la vision clasica de Mfn2 como un modulador positivo de
la yuxtaposicion entre el RE y las mitocondrias. En este modelo, Mfn2 en la membrana del RE se une
a Mfn2 o MFN1 en la membrana mitocondrial externa (OMM), mediando el anclaje entre los dos
organulos. Modificado de R. Filadi, D. Pendin and P. Pizzo. Cell Death & Disease 2018

Finalmente, varios estudios apuntan a un acoplamiento entre el estado energético
y la arquitectura de estos contactos a través del eje AMPK-Mfn2. Bajo estrés
energético, AMPK puede reclutarse a fracciones asociadas a mitocondria,
interactuar con Mfn2 y modular el nimero y la funcidén de los contactos,
coordinando al mismo tiempo dinamica mitocondrial y autofagia (Calvo-Rodriguez

etal., 2019; Hu et al., 2021; Leal et al., 2020; Wilson & Metzakopian, 2021).
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En sintesis, la evidencia disponible sugiere que los oligdmeros de AB alteran la
homeostasis de calcio y el estado bioenergético neuronal, mientras AMPK se activa
de forma sosteniday las MAMs muestran cambios en su abundanciay organizacion;
sin embargo, persiste una brecha clave: no esta claro si AMPK impulsa, mantiene o
restringe la formacion de MAMs en el contexto de la EA, ni cual es el sentido
funcional de ese ajuste sobre la transferencia de calcio y la eficiencia mitocondrial.
Tampoco se conoce con precision la secuencia temporal entre la activacion de
AMPK, la remodelacion de MAMs y la aparicion de vulnerabilidad sinaptica, ni si
estos fendmenos son adaptativos al inicio y patolégicos cuando se cronifican. Este
vacio conceptual limita la interpretacion de resultados previos y la identificacion de
blancos terapéuticos que conecten estado energético con comunicacién reticulo—
mitocondria. Por ello, el problema que abordaremos es determinar cémo la
senalizacion energética mediada por AMPK se relaciona con la biogénesis y
estabilidad de los contactos reticulo-mitocondria en modelos de enfermedad de
Alzheimer, y de manera explicita nos planteamos la siguiente pregunta de
investigacion: scual es el rol de AMPK en la formacion y organizacion de MAMs en

modelos de la enfermedad de Alzheimer?
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HIPOTESIS

La activacion aberrante de AMPK inducida por oligdmeros de AB promueve la
remodelaciéon Mfn2-dependiente de los contactos reticulo endoplasmatico-
mitocondria, favoreciendo alteraciones en la dindmica mitocondrial y disfuncién

sinaptica en modelos de enfermedad de Alzheimer.
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OBJETIVO GENERAL

Elobjetivo general de este trabajo es determinar elrol que tiene la actividad de AMPK

sobre los mecanismos moleculares que condicionan la formacién y funcionalidad

de MAMs en modelos de toxicidad amiloide.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la actividad de AMPK en lineas celulares y cultivos primarios de

neuronas tratadas con oligdmeros solubles del péptido B-amiloide.

Correlacionar la actividad de AMPK con los niveles de Mfn2 en células

tratadas con ABOs.

Correlacionar los efectos de APOs sobre indicadores de dinamica
mitocondrial, acoplamiento RE-mitocondria, bioenergética y funcion

sinaptica con el estado de actividad de AMPK.

Caracterizar la organizacion de MAMs en tejido hipocampal de un modelo
murino de enfermedad de Alzheimer, en funcién de la presencia o

ausencia de AMPK neuronal
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METODOLOGIA

V. Compuestos Quimicos.

Tabla 1. Compuestos Quimicos.

Nombre Comun For,mt.lla CAS Empresa Referencia
Quimica
AICAR CsH14N4Os 2627-69-2 Cell Signaling #9944
Compuesto C C24H27CL.Ns0 1219168-18-9 AmBeed A213616
AB 1-40 C194H295N530588 131438-79-4 GenicBio A-40-H-10
FCCP C10H5F3N40 370-86-5 Santa Cruz sc-203578

Cultivos celulares. Se utilizaron células PC12, derivadas de feocromocitoma de
médula suprarrenal de rata (Rattus norvegicus), cultivos primarios de neuronas
hipocampales de raton y células humanas de neuroblastoma SH-SY5Y
transfectadas establemente con la proteina precursora amiloide portador de la
mutacién sueca, denominadas SH-SY5Y APPswe. Las células PC12 se cultivaron en
medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS), y 1% de
penicilina/estreptomicina. Los cultivos primarios de hipocampo se obtuvieron a
partir de embriones de raton C57BL/6J en estadio E18.5. Las células fueron
plaqueadas a unadensidad de 320.000 células/mL sobre cubreobjetos previamente
tratados con poli-L-lisina, utilizando un medio de plating compuesto por DMEM,
10% de suero de caballo (HS), DNasal 4 ug/mLy L-glutamina 2 mM. Posteriormente,

las neuronas se mantuvieron en medio feeding compuesto por DMEM
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suplementado con 5% HS, 5% FBS y 0.5% de suplemento N3, constituido por BSA,
putrescina, insulina, selenito de sodio, T3, progesterona y corticosterona, de
acuerdo con publicaciones previas (Fuentealba et al., 2012). Los animales fueron
manipulados de acuerdo con las recomendaciones del NIH y con los protocolos
aprobados por el Comité de Etica de la Universidad de Concepcidn. Por otra parte,
las células SH-SY5Y APPswe fueron utilizadas en el laboratorio de la Dra. Eugenia
Trushina, Mayo Clinic, Rochester, MN, Estados Unidos. La autenticacién de esta
linea celular fue confirmada mediante PCR. Estas células se cultivaron en medio
DMEM de alta glucosa suplementado con 10% FBS, 1 mM de piruvato de sodioy 1x
de aminoacidos no esenciales, siguiendo los protocolos previamente establecidos
por el grupo (Trushin et al., 2025). Todos los cultivos celulares se mantuvieron a 37

°C en una atmésfera humidificada con 5% de CO,,.

Agregacion péptido AB1-40. El péptido AB1-40 fue reconstituido en DMSO grado
p.a. hasta alcanzar una concentracion stock de 2.3 mM. Posteriormente, se preparé
una solucion de trabajo de 80 uM en PBS 1X estéril. Los oligdmeros solubles de AB,
ABOs, fueron obtenidos mediante agitacion con barras magnéticas a una velocidad
promedio de 500 rpm. Este procedimiento se realizé en dos fases: una primera fase
a 37 °C durante 2 h, seguida de una segunda fase a temperatura ambiente durante 2
h adicionales. Los tratamientos celulares se realizaron con ABOs a una

concentracion final de 0.5 pM, durante los tiempos indicados en cada ensayo, de
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acuerdo con publicaciones previas del grupo (Fuentealba et al., 2012; Saez-

Orellana et al., 2018; Saez-Orellana et al., 2016).

Lisis Celular. Células provenientes de las distintas muestras fueron lavadas 2 veces
con PBS 1X estéril a temperatura ambiente durante 1 min cada vez, las células se
congelaron inmediatamente a -80 °C y luego se lisaron con buffer de composicion
mM: Tris 10, EDTA 10, NaCl 100, Tritén 0.5%, inhibidor de proteasas (complete Mini
EDTA free, Sigma Aldrich), Glicerol 10%, inhibidor de fosfatasas 1% (Phosphatase
Inhibitor Cocktail 2, SigmaAldrich), pH 7.4. Posterior a esto fueron centrifugadasy el

sobrenadante fue recolectado y almacenado.

Cuantificacion de Proteinas. La concentracién de proteinas se determind con el
kit Micro BCA (Pierce™, Thermo Fisher Scientific; Cat. 23235) en microplaca de 96
pocillos transparente de fondo redondo, siguiendo las recomendaciones del
fabricante. El reactivo de trabajo se preparé mezclando las soluciones MA:MB:MC
en proporcion 25:24:1 (v/v/v). La curva estandar de 8 puntos se prepar6 a partir de
BSA 2 mg/mL, con un punto maximo de 2 mg/mL y diluciones seriadas 1:2 para
obtener 1, 0.5, 0.250, 0.125, 0.0625, 0.0312 y un punto blanco 0 mg/mL. En cada
pocillo se cargaron 2 uL de estandar o muestra, 98 pyL de agua ultrapuray 100 uL del
reactivo de trabajo, lo que se hizo en triplicado; se sellé la placa para evitar

evaporacion, se incubo6 a 37 °C por 2 h, posteriormente se dejo enfriar atemperatura
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ambiente y la absorbancia se midié a 562 nm en un lector de microplacas NOVOstar

(BMG LABTECH).

Transfeccion celular. Células PC12 fueron transfectadas con 0.5 pg del plasmido
pcDNAS.1_TOM20N-3xFLAG-GFP1-10 que codifica una construccioén dirigida a la
membrana mitocondrial externa mediante la sefial N-terminal de TOM20 (TOM20N)
fusionada a 3xFLAG y al fragmento GFP1-10, y con 0.5 pg del plasmido
pcDNAS.1_ERj1N-V5-GFP11, que codifica una construccion dirigida al reticulo
endoplasmatico mediante la secuencia N-terminal de ERj1 (ERj1N) fusionada a V5
y al fragmento GFP11. En conjunto, ambas construcciones conforman el sistema
Split-GFP, en el cual la proximidad entre RE y mitocondria permite la reconstitucion
de la fluorescencia GFP, estos plasmidos fueron comprados a RIKEN BRC a través
del National BioResource Project del Ministerio de Educacién, Cultura, Deportes,
Ciencia y Tecnologia (MEXT) de Japdén. Se utilizé 1.5 pL de lipofectamina-2000
(Invitrogen, CA, USA) por cada pg de plasmido a utilizar, segun recomendacion del
fabricante. Se preparé una soluciéon con el mix de plasmidos en opti-MEM (Gibco) y
otra con lipofectamina en opti-MEM (Gibco), cada una se incub6é 5 min por
separado, luego se mezclaron, homogenizaron e incubaron por 20 min a
temperatura ambiente. Esta solucién se agregd a las células por 4 h, y luego se
realizd un cambio de medio de cultivo. Las células fueron utilizadas 24 h post-

transfeccion.
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Western Blot. Luego de cuantificar, todas las muestras se mezclaron con buffer de
carga 4X de composicion mM (31.5 mM Tris-HCL, pH 6.8 buffer 10% glycerol 1% SDS
0.005% Bromophenol Blue, 355 mM 2-mercaptoethanol) y se desnaturaron a 95 °C
por 10-15 min. Se cargaron 30 ug de proteina por carril en geles de poliacrilamida
10%. La electroforesis se realizo a 100 V, por 100 min a temperatura ambiente.
Posterior a esto, las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa
de poro 0.22 uym a 250 mA, por 120 min. La membrana se bloqued por 1 h a
temperatura ambiente con BSA (5%, en TBS Tween 1X) o con phosphoBLOCKER (5%,
en TBS Tween 1X. Cell Biolabs) en el caso de proteinas fosforiladas. Los anticuerpos
primarios descritos en la Tabla 2 se incubaron durante toda la noche a 4 °C. Al dia
siguiente, se realizaron 3 lavados de 5 min con TBS-tween 1X y se incubaron los
anticuerpos secundarios descrito en laTabla 2, por 1 h, atemperatura ambiente. Las
bandas inmunorreactivas fueron reveladas con el kit Clarity Western ECL Substrate
(Bio-Rad) y el sistema de deteccion Odyssey FC (Li-COR) cuando se utilizaron
anticuerpos secundarios conjugados con HRP; o el sistema Odyssey CLxInfrared
Imaging (Li-COR Biosciences GmbH) en el caso de anticuerpos secundarios
fluorescentes. La cuantificacidon de la inmunorreactividad de las bandas se llevo a
cabo con el software FlJl, y la normalizacion se realizé para cada banda con la

correspondiente proteina de control de carga.
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Tabla 2. Listado anticuerpos utilizados en Western Blot.

Anticuerpo Primario Especie Empresa Referencia Dilucién
AMPKa Mouse Cell Signaling 2532S 1:1000
Phospho-AMPKa Thr172 Rabbit Cell Signaling 50081S 1:1000
Mfn2 Rabbit Cell Signaling 9482S 1:1000
B-actina Mouse Santa Cruz sc-69879 1:10000
Phospho-ULK Ser555 Rabbit Cell Signaling 5869S 1:1000
Phospho-PDH S293 Rabbit Cell Signaling 31866S 1:2000
PDH Rabbit Cell Signaling 2784S 1:1000
Anticuerpo Secundario Especie Empresa Referencia Dilucién
Anti-rabbit 1IgG HRP Rabbit SIGMA A0545 1:5000
Anti-mouse IgG HRP mouse Bio-Rad 1721011 1:5000
Ezﬁiﬂiufffggo(ﬂteﬂ Mouse Thg;?;iz'fsi:er SA5-A10038 1:10 000
Ezbiir::bﬁgfgg‘z:ﬁ’; Rabbit Thermotiener | sas-10044 1:10 000

Inmunocitoquimica. Una vez obtenidas, las células se lavaron con PBS 1X y se
fijaron con paraformaldehido 4% durante 15 min a T° ambiente. Posterior a esto, las
células se permeabilizaron y bloquearon con una solucion de PBS 1X que contiene
Tritén X-100 al 0.1% y suero de caballo al 10% durante 30 min a T° ambiente. Las
muestras se incubaron durante toda la noche a temperatura ambiente con los
anticuerpos primarios (Tabla 3), y posterior se lavaron 3 veces con PBS 1X y se
incubaron con los anticuerpos secundarios (tabla 3) por 45 minutos. Finalmente, se

agrego la tincion nuclear DAPI (Tocris) a una concentracion de 300 nMy las células
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se montaron con el medio de montaje de fluorescencia DAKO (Dako Ultramount
Aqueous Permanent Mounting Medium). La cuantificacion de la
inmunofluorescencia se realizd en Image)l mediante la seleccion de células
individuales y de regiones adyacentes sin fluorescencia para estimar el fondo,
registrando los parametros de area, densidad integrada y valor medio de gris. A partir
de estos datos, se calculd la fluorescencia total corregida de cada célula (CTCF),
utilizando la férmula: CTCF = densidad integrada — (area de la célula x fluorescencia

media del fondo), de acuerdo con un protocolo previamente descrito.

Tabla 3. Listado anticuerpos utilizados para inmunocitoquimica

Anticuerpo Primario Especie Empresa Referencia Diluciéon
Mfn2 Rabbit Cell Signaling 9482S 1:200
B-actina Mouse Santa Cruz sc-69879 1:400
MAP2 Guinea Pig Synaptic System 188 004 1:200
TOM20 Mouse Santa Cruz Sc-17764 1:200
Faloidina AF488 - Invitrogen A12379 1:200
Anticuerpo secundario Especie Empresa Referencia Dilucién
Anti-1gG Mouse AF 488 Mouse Jackson Inm. Lab. 115-545-003 1:200
Anti-1gG Rabbit AF 647 Rabbit Jackson Inm. Lab. 111-605-003 1:200
Anti-1gG Rabbit Cy3 Rabbit Jackson Inm. Lab. 111-165-003 1:200
Anti-1gG Mouse Cy5 Mouse Jackson Inm. Lab. 115-175-166 1:200
Anti-1gG GP AF647 Guinea Pig PROGEN 80308 1:200
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Potencial de membrana mitocondrial (AWm). El potencial de membrana
mitocondrial se evalud con la sonda JC-1 (Invitrogen, M34152) un colorante
catidénico fluorescente sensible al estado de polarizacion de la membrana
mitocondrial. En mitocondrias funcionales y altamente polarizadas, JC-1 forma
agregados que emiten fluorescencia roja (590 nm), mientras que en mitocondrias
despolarizadas permanece en forma monomérica, emitiendo fluorescencia verde
(530 nm). Asi, la relacion roja/verde constituye un indice confiable de la integridad
mitocondrial. Se realizé en microplaca de 96 pocillos. La sonda se reconstituyé en
DMSO a 200 pM y se diluyé en DPBS 1X para una concentracion final de 2 pM por
pocillo. Las células se incubaron 30 min a 37 °C, protegidas de la luz, se lavaron 2
veces con DPBS 1X durante 1 minuto y se midieron de inmediato en un lector de
microplacas NOVOstar (BMG LABTECH) registrando el mondmero (verde; Ex 485 nm
/ Em 535 nm) y el agregado (rojo; Ex 535 nm / Em 590-595 nm). La polarizacion
mitocondrial se expres6 como razon roja/verde por pocillo. Como control de

despolarizacion se utilizé FCCP 1 pM.

Viabilidad celular (MTT). La viabilidad celular se evalué con MTT (Thiazolyl Blue
tetrazolium bromide; AmBeed) en microplaca de 96 pocillos. Se prepard un stock
estéril de 1 mg/mL en PBS 1X (protegido de la luz), se afiadié 100 pL/pocillo de esta
solucion directamente sobre las células y se incubd 3-4 h a 37 °C. Finalizada la

incubacioén, se retiré cuidadosamente el sobrenadante y los cristales de formazan
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se disolvieron con isopropanol 100% (100 pL/pocillo, 10-15 min con agitacién
suave). La absorbancia se registré a 570 nm en un lector de microplacas NOVOstar
(BMG LABTECH). Los datos se expresaron como viabilidad % del control. Como

control de muerte se utilizé FCCP 1 uM.

Electrofisiologia. Se registraron corrientes postsinapticas espontaneas totales y
miniaturas (MEPSCs) en cultivos de hipocampo de ratén control, tras tratamiento
con ABOs 0.5 uM o Compuesto C 10 uM por 1 h. Los registros se realizaron con un
Axopatch 200B (Axon Instruments) en voltage clamp a -60 mV, durante 2-4 min por
célula. Para mEPSCs, se anadieron TTX 50 nM y bicuculina 5 uM para suprimir la
actividad dependiente de potenciales de accién y bloquear receptores GABAA; las
corrientes espontaneas totales se registraron sin bloqueadores. La solucion externa
(mM) contiene: NaCl 150, KCL 5.4, CaCl, 2, MgCl, 1, glucosa 10, HEPES 10; pH 7.4;
320 mOsm; y la solucidn interna contiene (mM): KCL 120, MgCL, 4, HEPES 10, ATP 2,
GTP 0.5, EGTA 8; pH 7.4; 300 mOsm. Para estos registros se utilizaron micropipetas
de borosilicato (Kwik-Fil Borosilicate Glass). Las sefales se filtraron a 2 kHz y la
adquisicion se efectud con el software Clampex 10.1y el analisis con Clampfit 10.1
(Axon Instruments), evaluando amplitud y frecuencia de los eventos, (Fuentealba et

al., 2012).
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Microscopia electronica de barrido de bloque en serie (SBF-SEM) y
reconstruccion 3D. Las imagenes seriadas para la reconstruccion tridimensional
se obtuvieron mediante microscopia electronica de barrido de bloque en serie (SBF-
SEM) en un equipo Thermo Fisher VolumeScope 2, que integra un ultramicrétomoy
un SEM de emision de campo de alta resolucion para la adquisicion secuencial de
imagenes a lo largo del eje z. Tras 24 h de fijacién, los tejidos se procesaron
siguiendo el protocolo del National Center for Microscopy and Imaging Research
(NCMIR, La Jolla, CA) (Deerinck et al., 2022). Brevemente, las muestras se lavaron
en tampodn cacodilato 0.1 M suplementado con CaCl, 2 mM y se sometieron a
incubaciones secuenciales con tetroxido de osmio, ferrocianuro de potasio y
tiocarbohidrazida, seguidas de enjuagues e incubaciones en acetato de uranilo,
aspartato de plomo y gradientes crecientes de etanol. Posteriormente, las muestras
se embebieron en resina dura Embed-812 (EMS, Hatfield, PA, USA) y se dejaron
polimerizar por al menos 24 h. Los bloques obtenidos se recortaron, montaron en
pines de aluminio y se metalizaron con oro-paladio. Las imagenes seriadas se
adquirieron en condiciones de alto vacio o baja presion de vapor de agua, con un

espesor de corte de 50 nm, obteniéndose un tamano de voxel finalde 5 x 5 x 50 nm.

Segmentacion y analisis morfométrico tridimensional. La segmentacién y el
analisis tridimensional se realizaron con el software AMIRA 6.4. Las dendritas se

identificaron en funcion de la presencia de espinas dendriticas, y tanto las
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mitocondrias como el reticulo endoplasmatico fueron segmentados manualmente
dentro de estas estructuras. Para ello, se utilizaron las herramientas Brush y Lasso,
excluyendo del analisis aquellos organelos con bordes incompletos.
Posteriormente, los distintos conjuntos de datos fueron renderizados en volumen
de manera simultanea, asignando colores especificos a cada estructura celular y

utilizando seleccién tridimensional basada en umbrales.

Para el analisis cuantitativo de la morfologia mitocondrial se utilizaron las funciones
Label Analysis y Measure de AMIRA. En cada mitocondria segmentada se
determinaron los siguientes parametros morfométricos: volumen mitocondrial,
definido como el espacio tridimensional ocupado por cada organelo; area
superficial, correspondiente a su superficie externa total; longitud mitocondrial,
estimada como la distancia maxima entre los extremos del organelo; y esfericidad,
indice adimensional que refleja su grado de compactacién o redondez, donde
valores cercanos a 1 indican una morfologia mas esférica. En conjunto, estos
parametros permiten distinguir entre estados de fusién mitocondrial,
caracterizados por organelos mas elongados y con menor esfericidad, y estados de
fision o dano estructural, asociados a mitocondrias fragmentadas y con mayor
esfericidad. La cobertura mitocondrial por MAMs se estimé como la relacién entre
el areay el volumen del reticulo endoplasmatico en contacto con cada mitocondria

(Panes et al., 2023).
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Analisis de datos. Todos los experimentos se realizaron en al menos tres
repeticiones biolégicas independientes. Los resultados fueron graficados como
promedio * error estandar de la media y expresados como porcentaje del control.
La significancia estadistica se determind utilizando la prueba ANOVA de una via
seguida de la prueba de comparaciones multiples de Tukey (para comparaciones de
multiples grupos). Se considerd significancia estadistica si p<0.05. Todos los
analisis se realizaron utilizando el software GraphPad Prism 9.5.0 (GraphPad Prism,

CA, USA).
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RESULTADOS

I. Evaluar la actividad de AMPK en lineas celulares y cultivos primarios de

neuronas tratadas con oligomeros solubles del péptido B-amiloide.

Con el objetivo de determinar si los oligdmeros solubles del péptido B-amiloide
(ABOs) modulan la actividad de AMPK en modelos celulares de la enfermedad de
Alzheimer, se evaluaron células PC12 y cultivos primarios de neuronas
hipocampales de ratén de 14 DIV expuestos a ABOs (0.5 uM). Para abordar
farmacologicamente la participacion de AMPK en esta respuesta, se utilizaron dos
estrategias complementarias: AICAR (1 mM), un activador indirecto de AMPK que
ingresa a la célula y es metabolizado a ZMP, un analogo de AMP capaz de favorecer
la activacién de la quinasa; y Compuesto C (10 pM), también conocido como
dorsomorfina, un inhibidor farmacoldégico ampliamente utilizado para reducir la
actividad de AMPK, aunque con efectos no completamente selectivos sobre otras
quinasas. La inclusion de ambos compuestos permitié evaluar la direccionalidad
de larespuesta, comparando los efectos de promover o inhibir farmacolégicamente
la actividad de AMPK en presencia de ABOs. Los andlisis se realizarona 1 hy 24 h,
con el fin de distinguir entre una activaciéon temprana y una respuesta sostenida de

AMPK en ambos modelos celulares.
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En comparacién con el control (100% * 2.052), los tratamientos de 24 h con ABOs
(70.35% + 3.363), AICAR (65.94% + 4.436) y ABOs + AICAR (37.27% + 2.538; Fig. 5A)
redujeron significativamente los cristales de formazan, en magnitud comparable a
FCCP (39.10% * 3.687). En contraste, Compuesto C no afecté la viabilidad por si
solo (96.99% + 5.167) y, atenud la disminucién inducida por ABOs y por AICAR,
recuperando la viabilidad celular a 91.12% + 4.068 con ABOs + Compuesto C y a
74.83% = 3.706 con AICAR + Compuesto C respectivamente. En conjunto, estos
resultados indican que la activacion de AMPK contribuye, al menos parcialmente, a
la toxicidad inducida por ABOs. Consistentemente, la activacion farmacologica de
AMPK mediante AICAR mimetizd este efecto, mientras que su inhibicién con

Compuesto C mitigd la disminucién de la viabilidad celular.

Los resultados muestran que Compuesto C fue capaz de recuperar la disminucion
de viabilidad celular inducida por ABOs en un 30%, lo que sugiere que la activacion
de AMPK contribuye de manera importante a la citotoxicidad observada en este
modelo. En concordancia, la capacidad de Compuesto C para atenuar también la
disminucion de viabilidad inducida por AICAR refuerza la idea de que la activacion

farmacologica de AMPK es suficiente para comprometer la viabilidad celular.

Con el fin de evaluar la actividad de AMPK, determinada como la razén
pAMPK/AMPK total, se analizaron células PC12 y cultivos primarios de neuronas

hipocampales expuestos a ABOs, AICAR y Compuesto C durante tiempos agudos (1
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h) y crénicos (24 h). En células PC12, los tratamientos de 1 h con ABOs y AICAR
aumentaron la razon pAMPK/AMPK total, indicando una activacién de AMPK (ABOs:
126.7% = 11.23; AICAR: 169.9% * 13.54; ABOs + AICAR: 146.9% * 6.610), mientras
que Compuesto C redujo esta razén y, en co-tratamiento, evitdé el incremento
inducido por ABOs, manteniéndola cercana a los niveles basales (Compuesto C:
79.24% = 10.13; ABOs + CC: 83.22% = 6.721; control: 100% + 0.873). A las 24 h se
observé el mismo patrén, aunque con una mayor magnitud de activacién en
respuesta a ABOs y AICAR, junto con una inhibicién consistente por Compuesto C.
En neuronas hipocampales, ABOs también indujo un aumento en la razén
pAMPK/AMPK total tanto a 1 h como a 24 h, mientras que Compuesto C disminuyd
esta sefal incluso por debajo de los niveles control, tanto en ausencia como en
presencia de ABOs (1 h: ABOs 179.7% = 36.56; Compuesto C 72.25% + 3.063; ABOs
+ CC 65.75% = 11.83; 24 h: ABOs 158.8% = 5.106; Compuesto C 80.59% = 2.477;
ABOs + CC: 83.79% = 15.94). En conjunto, estos resultados confirman que ABOs y
AICAR inducen la activacién de AMPK en ambos modelos celulares, mientras que
Compuesto C revierte eficazmente este efecto, reduciendo la actividad de la
quinasa incluso por debajo de los niveles basales, lo que respalda su efectividad

como inhibidor farmacolégico de esta via.
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Figura 5. ABOs inducen la activacién sostenida de AMPK en células PC12 y neuronas
hipocampales de ratén. (A) Evaluacién de la viabilidad celular mediante ensayo de MTT en células
PC12 tratadas con ABOs (0.5 uM), AICAR (1 mM), Compuesto C (10 uM) y FCCP (1 pM). Control 100%
+2.052; ABOs 70.35% + 3.363; AICAR 65.94% + 4.436; ABOs + AICAR 37.27% + 2.538; FCCP 39.10%
+ 3.687; Compuesto C 96.99% = 5.167; ABOs + CC 91.12% + 4.068; AICAR + CC 74.83% = 3.706. (B-
C) Células PC12 fueron tratadas con oligdmeros solubles de B-amiloide (ABOs, 0.5 uM), el activador
de AMPK AICAR (1 mM) o el inhibidor Compuesto C (10 pM), de manera individual o combinada,
durante 1 o 24 horas. (B) Western Blot representativo de pAMPK (Thr172), AMPK total, expresada
como porcentaje respecto al control, ambos fueron normalizados con respecto a B-actina. (C). (D-
E) Cultivo primario de neuronas hipocampales de ratén fueron tratadas bajo las mismas condiciones
anteriores. PC12 - 1 h: Control 100% * 0.873; ABOs 126.7% = 11.23; AICAR 169.9% * 13.54;
Compuesto C 79.24% + 10.13; ABOs + AICAR 146.9% + 6.610; ABOs + CC 83.22% + 6.721 PC12-24
h: Control 98.82% * 0.807; ABOs 137.7% * 14.56; AICAR 200.4% + 24.26; Compuesto C 55.61% =
5.853; ABOs + AICAR 208.1% + 22.96; ABOs + CC 65.92% + 5.157. (D) Western Blot representativo de
pAMPK (Thr172), AMPK total, expresada como porcentaje respecto al control, ambos fueron
normalizados con respecto a B-actina. (E) Cuantificaciéon de pAMPK normalizada a AMPK total. NHR
-1 h: Control 100% = 6.597; ABOs 179.7% * 36.56; AICAR 136.0% * 35.70; Compuesto C 72.25% =*
3.063; ABOs + AICAR 174.7% £ 61.72; ABOs + CC 65.75% = 11.83. NHR - 24 h: Control 100% * 4.967;
ABOs 158.8% = 5.106; AICAR 182.2% = 17.49; Compuesto C 80.59% * 2.477; ABOs + AICAR 189.0%
+ 30.45; ABOs + CC 83.79% = 15.94. Datos expresados como media = SEM; * vs control; # vs ABOs;
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ANOVA de una via. A, n=5; B, n=6; D, n=4.
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. Correlacionar la actividad de AMPK con los niveles de Mfn2 en células

tratadas con ABOs.

Para postular una correlaciéon entre la activacion de AMPK con la reorganizacion
mitocondrial, centramos nuestro estudio en evaluar los cambios en mitofusina-2
(Mfn2), una GTPasa de la membrana externa mitocondrial que dirige la fusion y
participa en los contactos funcionales entre reticulo endoplasmatico y mitocondria,

llamadas MAMs.

En este contexto, evaluamos cémo los tratamientos con ABOs y la modulacion
farmacologica de AMPK, afectaron los niveles de Mfn2. Para esto se trataron células
PC12 con ABOs (0.5 puM) y AICAR (1 mM) de manera individual y en co-tratamientos,
y se pudo observar mediante Western Blot (Fig. 6A-C) que 1 h de tratamiento ABOs
genera un incremento en los de los niveles de Mfn2 que no es significativamente
diferente del control, y que AICAR aumenta significativamente los niveles en
relacion con elcontrol (Control 100.0% + 0.00; ABOs 138.5% = 18.66; AICAR 163.0%
+21.64; ABOs + AICAR 145.2% = 15.59). A 24 h, este aumento se acentud tanto para
los tratamientos con ABOs (0.5 pM) como con AICAR (1 mM) (Control 99.82% =
1.142; ABOs 158.3% +16.16; AICAR 182.8% = 26.62; ABOs + AICAR 155.7% = 13.92).
Cuando utilizamos el inhibidor de la actividad de AMPK, Compuesto C, se observa

que se previene el aumento en los niveles de Mfn2 tanto a 1 como a 24 horas (1 h:
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ABOs 138.5% * 18.66; ABOs + CC 80.39% = 6.926; 24 h: ABOs 158.3% + 16.16;
ABOs + CC 90.35% * 13.93). Este efecto podria ser un indicativo de que modular la
sobreactivacion de AMPK, podria ser beneficioso para evitar una posible
reorganizacion mitocondrial inducida por ABOs y mediada por Mfn2. De igual
manera, al evaluar los niveles de Mfn2 mediante Western Blot en neuronas
hipocampales de ratdn, posterior a 24 horas de tratamiento con ABOs y AICAR (Fig.
6G-H), se observé un comportamiento similar que en células PC12; un aumento
significativo de los niveles de Mfn2 en comparacién con el control (Control 100.4%
+ 1.099; ABOs 137.9% =* 2.441; AICAR 157.7% = 11.63; ABOs + AICAR 173.6% =
58.47) y nuevamente, al utilizar Compuesto C, se previene este aumento
(Compuesto C 62.92% + 6.314; ABOs + CC 42.88% * 9.454), reforzando la idea de
que el eje ABOs — AMPK - Mfn2 esta relacionado con la toxicidad amiloide que

desorganiza el normal funcionamiento celular.

Al analizar los niveles de Mfn2 mediante inmunocitoquimica en células PC12 (Fig.
6D-E) tras tratamientos de 1 hy 24 h con ABOs (0.5 uM), se observa un aumento
sostenido de la inmunofluorescencia especifica para Mfn2 (1 h: Control 100.0% =+
3.273; ABOs 146.0% * 5.260; AICAR 119.8% * 5.505; ABOs + AICAR 122.4% + 3.751;
24 h: Control 100.0% + 3.273; ABOs 147.4% + 5.630; AICAR 132.6% + 6.530; ABOs +
AICAR 125.3% = 6.147) y este aumento, en concordancia con los resultados de

Western Blot anteriores, se previene al utilizar Compuesto C (10 uM, 1 h: Compuesto
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C111.0% = 7.362; ABOs + CC 105.1% % 5.047; 24 h: Compuesto C 101.1% = 5.159;

ABOs + CC 109.1% + 5.775).

Estos hallazgos demuestran que los cambios en Mfn2 inducidos por ABOs
dependen de la activacidon de AMPK, lo que sugiere que esta quinasa podria actuar
COmo un mecanismo compensatorio para mantener la integridad mitocondrial.
Ademas, su activacion sostenida en el tiempo podria ser un factor asociado con la
remodelacién mitocondrial y, finalmente, con el estrés mitocondrial y metabélico

inducido por AB.
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Figura 6. ABOs elevan Mfn2 en células PC12 y neuronas hipocampales de raton de forma
dependiente de AMPK. Células PC12y Neuronas Hipocampales de Ratén fueron tratadas con ABOs
(0.5 uM), el activador de AMPK AICAR (1 mM) o elinhibidor Compuesto C (10 uM), de forma individual
o combinada, durante 1 o 24 horas. (A) Western Blot representativo de lisados totales de células
PC12 mostrando los niveles de Mfn2y B-actina como control de carga. (B-C) Cuantificacién de Mfn2
normalizado a B-actina, expresado como porcentaje respecto al control. Western Blot PC12-1 h:
n=4, Control 100.0% + 0.0003523; ABOs 138.5% = 18.66; AICAR 163.0% * 21.64; Compuesto C
119.3% + 6.824; ABOs + AICAR 145.2% + 15.59; ABOs + CC 80.39% * 6.926; PC12-24 h: n=4, Control
99.82% = 1.142; ABOs 158.3% = 16.16; AICAR 182.8% = 26.62; Compuesto C 119.6% = 3.703; ABOs
+ AICAR 155.7% * 13.92; ABOs + CC 90.35% * 13.93. (D-F) Inmunocitoquimica representativa de
células PC12 mostrando Mfn2 (verde) y nucleos tefidos con DAPI (azul) a 1y 24 h, junto con la
cuantificacién de la fluorescencia. Mfn2 inmunocitoquimica - 1 h: n=3, Control 100.0% * 3.273;
ABOs 146.0% * 5.260; AICAR 119.8% = 5.505; Compuesto C 111.0% = 7.362; ABOs + AICAR 122.4%
+ 3.751; ABOs + CC 105.1% = 5.047. Mfn2 inmunocitoquimica - 24 h n=3, Control 100.0% =* 3.273;
ABOs 147.4% * 5.630; AICAR 132.6% = 6.530; Compuesto C 101.1% = 5.159; ABOs + AICAR 125.3%
+ 6.147; ABOs + CC 109.1% = 5.775. (G-H) Cultivo primario de neuronas hipocampales de ratéon
fueron tratadas bajo las mismas condiciones durante 24 h; se muestran el Western Blot y la
cuantificacion relativa de Mfn2 normalizado a B-actina. Western Blot Mfn2 - 24 h: n=4, Control
100.4% +1.099; ABOs 137.9% + 2.441; AICAR 157.7% + 11.63; Compuesto C 62.92% * 6.314; ABOs
+ AICAR 173.6% * 58.47; ABOs + CC 42.88% * 9.454. Datos expresados como media = SEM; * vs
control; # vs ABOs; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ANOVA de una via.

Con el fin de determinar el impacto de la ausencia de AMPK en la fisiopatologia
amiloide, se indujo un knockdown simultaneo de las subunidades cataliticas aly
a2 de AMPK en células SH-SY5Y que sobreexpresan de manera estable APPswe, un
modelo ampliamente utilizado de enfermedad de Alzheimer familiar y de
sobreexpresion/produccién de ABOs (Hoffmann et al., 2023). Posteriormente, se
evalué el efecto del knockdown sobre parametros de disfuncion metabdlicay sobre

el flujo autofagico.

Mediante Western Blot (Fig. 7A-C), se observé una reduccién significativa de la

razéon pAMPK Thr172/AMPK en células APPswe respecto del control, consistente
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con una menor activacion relativa de AMPK en este contexto amiloide crénico de
sobreexpresion estable de APPswe (control: 100.0% + 12.55; APPswe: 40.37% =*
10.48). En la condicién APPswe ala2 KD, la razén pAMPK/AMPK no mostro
diferencias significativas respecto del control y alcanzé valores de 87.11% + 2.816.
Sin embargo, esta aparente recuperacion debe interpretarse con cautela, ya que el
knockdown produjo una disminucién significativa de los niveles de AMPK total. Por
lo tanto, al normalizar la senal fosforilada contra una cantidad reducida de AMPK
total, la razén pAMPK/AMPK puede mantenerse elevada o cercana al control sin
reflejar necesariamente una recuperacion funcional de la via. En este sentido, la
menor disponibilidad de AMPK total en las células APPswe al1a2 KD sugiere que la
actividad global o capacidad efectiva de sefnalizacion de AMPK se encuentra

disminuida, a pesar de que la razén pAMPK/AMPK no difiera del control.

En concordancia con los resultados previos, las células APPswe mostraron un
aumento significativo en los niveles de Mfn2 (control: 100.0% = 3.790; APPswe:
200.7% * 25.96) (Fig. 7D). Sin embargo, el knockdown de AMPK en las células
APPswe revirtio este aumento (APPswe a1a2 KD: 108.5% * 20.07), indicando que la
regulacion de Mfn2 depende, al menos en parte, de la sefializacién mediada por

AMPK también en este modelo amiloide.

Por otro lado, el andlisis de pULK Ser555 (Fig. 7E), un marcador asociado a la

activacién de ULK1 por AMPK, mostré una reduccion significativa en células APPswe
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(control: 100.0% = 3.333; APPswe: 47.85% * 1.475), lo que sugiere un compromiso
del inicio de la respuesta autofagica. Este descenso se mantuvo en las células
APPswe a1a2 KD (41.22% + 3.869), indicando que la deplecion adicional de AMPK
no revierte esta alteracion. En conjunto, estos resultados sugieren que, en el
contexto APPswe, la sefalizaciéon de AMPK se encuentra desregulada: mientras la
expresion de Mfn2 aun depende de AMPK, la disminucidn de pULK Ser555 persiste
incluso tras su knockdown, lo que sugiere que la activacion de ULK1 y elinicio de la

autofagia ya se encuentran comprometidos en este estado amiloide crdnico.

Finalmente, con el fin de evaluar el impacto del contexto APPswe y el rol de AMPK
en el metabolismo energético, se estudid la fosforilacion inhibitoria de la enzima
piruvato deshidrogenasa mediante la razén pPDH Ser293/PDH (Fig. 7F-G). PDH es
una enzima clave para conectar el metabolismo de la glucosa con el ciclo de Krebs
y la produccion de energia mitocondrial. Se observé un aumento de la razén
pPDH/PDH en células APPswe respecto del control (control: 100.0% *= 32.48;
APPswe: 198.7% * 32.73), lo que es consistente con una mayor inactivacion relativa
de PDH y con una alteracion del metabolismo energético mitocondrial. Este efecto
se acentuo en las células APPswe a1a2 KD, donde la razén pPDH/PDH aumentoé
hasta 398.9% * 73.61, alcanzando diferencias significativas respecto del control y
de las células APPswe. Estos resultados sugieren que la deficiencia de AMPK

potencia la fosforilacion inhibitoria de PDH vy, por lo tanto, podria agravar la
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disminuciéon en la oxidacién de piruvato, reforzando la hipotesis de que AMPK
cumple un papel relevante en la regulacion del metabolismo energético neuronal

alterado en la enfermedad de Alzheimer.

En conjunto, estos resultados amplian la evidencia obtenida en los modelos de
exposicion aguda a ABOs, en los que la modulacion farmacolégica de AMPK alter6
significativamente la viabilidad celular, y sugieren que la participacion de esta
quinasa en la fisiopatologia amiloide depende del contexto experimental. Mientras
que en los modelos agudos AMPK contribuye a la respuesta citotoxica inducida por
ABOs, en el modelo crénico APPswe su senalizacion aparece desregulada. En este
contexto, la razén pAMPK/AMPK no necesariamente refleja la capacidad funcional
total de lavia, debido a la marcada reducciéon de AMPK total tras el knockdown. Esta
desregulacion se asocia con alteraciones en los niveles de Mfn2, una disminucién
sostenida de la fosforilacion de ULK1 en Ser555 y una mayor fosforilacion inhibitoria
de PDH. En conjunto, estos hallazgos apoyan que AMPK participa de manera
dindmica en la progresién del dafo amiloide, vinculando estrés metabdlico,

homeostasis mitocondrial, autofagia y metabolismo energético.
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Figura 7. AMPK a1/a2 knockdown intensifica la disfuncién metabélica inducida por APPswe, sin
revertir la alteracién de la autofagia en células SH-SY5Y APPswe. (A) Western Blot representativo
de extractos proteicos de células SH-SY5Y Control, APPswe, y APPswe a KD, mostrando los niveles
de pAMPK (Thr172), tAMPK, Mfn2, pULK (Ser555), pPDH (Ser293), PDH, y B-actina como control de
carga. (B-G) Cuantificacién relativa de la sefal de cada proteina normalizada con B-actina y
expresada como porcentaje respecto al control. Datos expresados como media + SEM; *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001, ANOVA de una via. pAMPK — Control 100.0% * 7.078; APPswe 43.50% *
8.684; APPswe al1a2 KD 36.50% = 2.627; AMPK — Control 100.0% = 9.739; APPswe 110.2% = 11.66;
APPswe a1a2 KD 41.13% = 3.290; Mfn2 — Control 100.0% = 3.790; APPswe 200.7% * 25.96; APPswe
al1a2 KD 108.5% = 20.07; pULK — Control 100.0% * 3.333; APPswe 47.85% * 1.475; APPswe a1a2 KD
41.22% * 3.869; pPDH — Control 100.0% + 27.36; APPswe 213.5% *= 31.71; APPswe a1a2 KD 349.8%
+51.27; PDH — Control 100.0% + 9.642; APPswe 100.4% + 4.424; APPswe a1a2 KD 72.78% =+ 3.885.
n=3
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lll. Correlacionar los efectos de ABOs sobre indicadores de dinamica
mitocondrial, acoplamiento RE-mitocondria, bioenergética y funcion

sinaptica frente al estado de actividad de AMPK.

Dado que la dindmica mitocondrial es esencial para el mantenimiento de la funcién
neuronal, la pérdida del equilibrio entre fision y fusion se ha vinculado
estrechamente con la disfuncidon bioenergética y la degeneracion sinaptica
observadas en la enfermedad de Alzheimer. Por este motivo, se evalué el impacto
de los ABOs sobre la morfologia mitocondrial y se identificd el rol modulador de
AMPK en este proceso. En primer lugar, mediante microscopia confocal, se analizd
la morfologia mitocondrial por inmunocitoquimica utilizando el anticuerpo contra
TOM20, un receptor del complejo de translocasa de la membrana externa
mitocondrial que se localiza en la membrana mitocondrial externay participa en el
reconocimiento e importacion de preproteinas de origen nuclear, su distribucion
continua en esa membrana permite identificar con alta fidelidad la morfologia de la
red mitocondrial (Ouellet et al., 2017; Yamamoto et al., 2011). Con este abordaje se
cuantificé la longitud promedio y el grado de fragmentacién de las mitocondrias
bajo los distintos tratamientos. En células PC12 tratamientos con ABOs (0.5 uM, 24
h) indujeron una disminucién significativa en la longitud promedio de las

mitocondrias (Control 2.989 + 0.145 pm; ABOs 2.285 * 0.131 pym), ademas, la
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distribucién de frecuencias de tamafo mostré un desplazamiento hacia
mitocondrias mas pequenasy fragmentadas, lo que confirma que ABOs promueven
una fragmentacion mitocondrial marcada (Fig. 8A-C). De manera interesante, el
tratamiento con AICAR reprodujo los efectos observados sobre el fenotipo
mitocondrial evidenciado con ABOs, y lo mismo se observa en el tratamiento en
conjunto con los oligdémeros (AICAR 2.090 = 0.170 pm; ABOs + AICAR 1.858 = 0.142
pm). Esto sugiere que la sobreactivacién de AMPK bajo estrés amiloide promueve
una fision mitocondrial incrementada. En contraste, Compuesto C previno la
fragmentacion: con Compuesto C la longitud promedio se mantuvo en valores
similares con respecto al control (2.807 £ 0.218 pm) y en co-tratamiento con ABOs
(2.557 £0.097 um), y la distribucion de frecuencias se superpuso a la del control, lo
que se traduce en mitocondrias mas alargadas y una red continua incluso en
presencia de ABOs. En conjunto, este efecto protector indica que la inhibicién de

AMPK atenua la disrupcién morfolégica mitocondrial inducida por ABOs.

De la misma manera, se realizé este mismo ensayo en un modelo de cultivo primario
de neuronas hipocampales de raton (Fig. 9A-C). Aqui pudimos observar resultados
similares a lo visto previamente en células PC12, los tratamientos de 24 horas con
ABOs (0.5 uM) y AICAR (1 mM) inducen una fragmentacién significativa de las
mitocondrias en comparacién con el control (Control 1.506 + 0.037 pm; ABOs 0.945

*= 0.035 uym; AICAR 0.969 = 0.031 pm; ABOs + AICAR (1.075 = 0.043 pm),

TESIS DOCTORAL - PROGRAMA DOCTORADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS, AREA BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR



desplazando la distribucion de frecuencias, lo que implica la presencia de
mitocondrias mas pequefas y fragmentadas. Por otro lado, el uso de Compuesto C
(10 uM), es capaz de prevenir esta fragmentacion cuando se utiliza en conjunto con
ABOs (Compuesto C 1.248 +0.045 pm; ABOs + CC 1.382 £ 0.063 pm), manteniendo

la cantidad y el tamafo promedio de mitocondrias en rangos similares al control.

En conjunto, estos resultados evidencian que la activacion de AMPK tiene un rol en
la fragmentacion mitocondrial inducida por ABOs, mientras que su inhibicidn
protege parcialmente frente a este efecto. Asi, la senalizacién mediada por AMPK
emerge como un modulador clave de la dinamica mitocondrial en el contexto del
estrés amiloide, destacando su doble rol potencial como regulador del

metabolismo energético y mediador de dafio mitocondrial en el contexto de la EA.
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Figura 8. ABOs promueven fragmentacién mitocondrial en células PC12 de manera dependiente
de AMPK. (A) Imagenes representativas de células PC12 tratadas durante 24 horas ABOs (0.5 uM), el
activador de AMPK AICAR (1 mM) o el inhibidor Compuesto C (10 pM), de forma individual o
combinada. Las mitocondrias se marcaron con TOM20 (rojo), el citoesqueleto con faloidina (verde) y
los nucleos con DAPI (azul). La segmentacidn de las mitocondrias se realizé mediante el plugin Mito-
Analyzer de FlJI. (B) Cuantificacion de la longitud promedio mitocondrial (um). (C) Histograma de
distribuciéon de la longitud mitocondrial. Datos expresados como media £ SEM; * vs control; # vs
ABOs; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ANOVA de una via. Escala=10 pm. Control 2.989 + 0.145 pm;
ABOs 2.285 = 0.131 pm; AICAR 2.090 = 0.170 pym; Compuesto C 2.807 = 0.218 pm; ABOs + AICAR
1.858 £ 0.142 pm; ABOs + CC 2.557 £ 0.097 um. n=3
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Figura 9. ABOs promueven fragmentacion mitocondrial en neuronas hipocampales de ratén de
manera dependiente de AMPK. (A) Imagenes representativas de neuronas hipocampales tratadas
durante 24 horas con (ABOs, 0.5 pM), el activador de AMPK AICAR (1 mM) o el inhibidor Compuesto
C (10 uM), de forma individual o combinada. Las mitocondrias se marcaron con TOM20 (rojo), los
microtubulos neuronales con MAP2 (verde) y los nucleos con DAPI (azul). La segmentacion
mitocondrial se realizé mediante el plugin Mito Analyzer de FlJI. (B) Cuantificaciéon de la longitud
promedio mitocondrial (um). (C) Histograma de distribucién de la longitud mitocondrial. Datos
expresados como media * SEM; * vs control; # vs ABOs; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ANOVA de
unavia. Escala=10 pm. Control 1.506 = 0.037 um; ABOs 0.945 + 0.035 pm; AICAR 0.969 + 0.031 um;
Compuesto C 1.248 £ 0.045 pm; ABOs + AICAR 1.075 £ 0.043 um; ABOs + CC 1.382 + 0.063 pm. n=3
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La comunicacion funcional entre la mitocondria y el reticulo endoplasmatico,
mediada por los sitios de contacto mitocondria-reticulo (MAMs), es esencial para el
intercambio de calcio, la homeostasis lipidica y la regulacion metabdlica;
alteraciones en estos contactos han sido ampliamente descritas en la EA como
eventos tempranos de disfuncidon celular. Por lo que se decidid estudiar la
interaccion entre el reticulo endoplasmatico y las mitocondrias, asi como el

impacto de los ABOs y el rol de AMPK sobre la interaccion de estos dos organelos.

Con el fin de visualizar y cuantificar la interaccion fisica entre el RE y las
mitocondrias se utilizé el sistema Split-GFP ER-Mito, basado en la reconstitucion
del fluoréforo GFP a partir de dos fragmentos no fluorescentes que se ensamblan
unicamente cuando ambos organelos se encuentran en estrecho contacto. En este
sistema (Fig. 10), el fragmento GFP1-10 se fusiond a la proteina mitocondrial TOM20
(TOM20N-FLAG-GFP1-10), una subunidad del complejo translocador de la
membrana externa mitocondrial, mientras que el fragmento GFP11 se acopld a la
proteina ERj1 (ERj1N-V5-GFP11), una chaperona residente del RE involucrada en la
translocacion de proteinas dependiente de la proteina chaperona del reticulo
endoplasmatico (BiP). Entre ambas proteinas se genera un espaciador flexible de 18
aminoacidos que permite un ensamblaje del fluoréforo cuando las membranas del

RE y mitocondria se encuentran a una distancia aproximada de 8-10 nm, lo que se
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considera un short spacer, adecuado para detectar contactos estrechos y

fisiolégicamente relevantes entre ambos organelos (Cieri et al., 2018).

Sin Fluorescencia Sitio de Contacto de

de GFP Organelos
Fluorescencia
Organelo A GFP T
N ¢
o
20N ; '
S, .
GFP(1-10) 0N ©
LR Y
GFP(11)
Organelo B
Factores de anclaje entre
organelos

Figura 10. Principio del sistema split-GFP para detectar contactos entre organelos. Dos
fragmentos complementarios de la proteina fluorescente verde GFP, GFP (1-10) y GFP (11), se dirigen
alas membranas de dos organelos distintos, en este ensayo reticulo endoplasmatico y mitocondria.
En ausencia de proximidad no se observa fluorescencia. Cuando las membranas se aproximan en un
sitio de contacto mantenido por factores de anclaje endégenos a una distancia entre 8 — 10 nm, los
fragmentos se reconstituyen y emiten sefial GFP, lo que permite visualizar y cuantificar la extensién
y persistencia de los contactos en células vivas. Adaptado de (Kakimoto et al., 2018)

De esta manera, la sefial de fluorescencia reconstituida corresponde directamente
al grado de proximidad estructural entre el RE y las mitocondrias. Mediante este
sistema, se observo que el tratamiento con ABOs (0.5 pM) generé un aumento
significativo en la senal de fluorescencia (Fig. 11A-B), reflejando un mayor

acoplamiento entre RE y mitocondrias (Control 100% + 12.99; ABOs 214.0% =+
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31.09). Este mismo efecto fue reproducido por el activador de AMPK, AICAR (1 mM),
por si soloy en conjunto con ABOs (AICAR 243.3% + 25.12; ABOs + AICAR 203.8% =*
31.32), sugiriendo que la activacion de AMPK favorece la formacidon de contactos
RE-mitocondriales. En contraste, el inhibidor Compuesto C (10 pM) redujo
marcadamente la intensidad de fluorescencia de GFP en presencia de ABOs
(Compuesto C 123.5% = 16.01; ABOs + CC 108.8% * 15.91), indicando que la
inhibicién de AMPK disminuye los contactos RE-mitocondriales y atenua la
hiperconectividad inducida por ABOs, restaurando estos contactos a niveles

cercanos al control.

Conelfinde correlacionar este aumento en la conexidn entre el RE y la mitocondria,
y entender si esta union es funcional, es que decidimos estudiar el potencial de
membrana mitocondrial (AWm) utilizando la sonda JC-1. En los experimentos
realizados, las células tratadas con ABOs y AICAR durante 24 horas (Fig. 11C)
mostraron una reduccion significativa del potencial de membrana mitocondrial en
comparacion con el control (Control 110.9 * 8.835; ABOs 73.62 + 3.631; AICAR
56.74 + 4.006; ABOs + AICAR 52.41 = 3.288; FCCP 55.69 + 4.148), en magnitud
comparable a FCCP lo que indica una pérdida del potencial mitocondrial y un
compromiso de la funcién bioenergética. En contraste, el tratamiento con
Compuesto C, tanto solo como en co-incubacién con ABOs, preservd el AWm

(Compuesto C 133.1+10.03; ABOs + CC 135.9+10.66; AICAR+ CC 113.3 = 8.664),
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sugiriendo que la inhibicién de AMPK podria proteger frente al colapso del potencial

mitocondrialinducido por el estrés amiloide.

En conjunto, estos resultados demuestran que ABOs promueven un aumento
dependiente de AMPK en los contactos RE-mitocondriales, acompafiado de una
disminucion del potencial mitocondrial, evidenciando que la activacion exacerbada
de AMPK contribuye tanto al acoplamiento excesivo entre RE y mitocondrias como
aladisfuncion bioenergética, eventos caracteristicos de las etapas tempranas de la

EA.

TESIS DOCTORAL - PROGRAMA DOCTORADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS, AREA BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR



DAPI Actina Fusion

SplitGFP

103u0D sogdv dvolv o dwo) dvolv +sody O dwo) +sogdy

Tratamiento 24 horas

C

SplitGFP (ER-Mito)

Hittt

100

I
o
o
o~

300

oJawouow/opebaibe |-Or
UOI0B|3Y BI2U3ISIION] 3P pepisudlu|

KX

*k%

600
400+
200

(%001)
d49 vdn

TESIS DOCTORAL - PROGRAMA DOCTORADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS, AREA BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR



Figura 11. ABOs incrementan los contactos RE-mitocondria y disminuyen el potencial de
membrana mitocondrial mediante un mecanismo dependiente de AMPK en células PC12. (A)
Imagenes representativas de microscopia confocal de células PC12 transfectadas con el sistema
Split-GFP (ER-Mito) y tratadas durante 24 horas con ABOs (0.5 uM), el activador de AMPK AICAR (1
mM) o el inhibidor Compuesto C (10 pM), de manera individual o combinada. Las células fueron
marcadas con Actina (rojo) para visualizar el citoesqueleto y DAPI (azul) para los nucleos. La
fluorescencia verde corresponde a la formaciéon de GFP en los puntos de contacto entre el reticulo
endoplasmatico y las mitocondrias. (B) Cuantificacién de la fluorescencia total expresada como
porcentaje respecto al control. Split-GFP — n=3, Control 100% = 12.99; ABOs 214.0% = 31.09; AICAR
243.3% = 25.12; Compuesto C 123.5% * 16.01; ABOs + AICAR 203.8% * 31.32; ABOs + CC 108.8% =*
15.91. (C) Analisis del potencial de membrana mitocondrial mediante el marcador JC-1, expresado
como la razén de fluorescencia entre agregados/mondémeros. FCCP fue utilizado como control
positivo de despolarizacién mitocondrial. JC1 — n=4, Control 110.9 * 8.835; ABOs 73.62 + 3.631;
AICAR 56.74 + 4.006; Compuesto C 133.1 £ 10.03; ABOs + AICAR 52.41 + 3.288; ABOs + CC 135.9 =
10.66; AICAR + CC 113.3 = 8.664; FCCP 55.69 * 4.148. Datos expresados como media = SEM; * vs
control; # vs ABOs; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ANOVA de una via. Escala=10 pm.

Considerando que los ABOs alteran la funcion mitocondrial, la comunicacién en
MAMs, la homeostasis del calcio y el estado energético celular, planteamos que
estas alteraciones podrian correlacionarse con un deterioro de la funcién sinaptica.
Para evaluar si la toxicidad amiloide sobre la actividad sinaptica puede ser
modulada por AMPK, examinamos el efecto de los ABOs (0.5 uM) sobre la actividad
sinaptica espontanea en neuronas hipocampales primarias de ratény, en paralelo,
determinamos si la inhibicién farmacologica de AMPK con Compuesto C (10 uM)
prevenia estas alteraciones cuando se administrd6 como cotratamiento. Esta
aproximacion se sustenta en que la hiperactividad sindptica inducida por ABOs
constituye un evento temprano en la enfermedad de Alzheimer y en que AMPK,
como sensor energético, acopla el estado metabdlico a la excitabilidad neuronal.

(Fuentealba et al., 2012).
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En registros de corrientes postsindpticas espontaneas (sPSCs) en neuronas
hipocampales (Fig. 12A-E), la exposicion a ABOs (0.5 pM, 1 h) incremento
marcadamente la amplitud media de los eventos respecto del control (control:
436.0 = 22.62 pA; ABOs: 669.2 * 50.42 pA), sin cambios significativos en la
frecuencia (Control 2.22 £ 0.19 Hz; ABOs 2.00 £ 0.35 Hz). La inhibicion de AMPK con
Compuesto C (10 uM) atenud este efecto y redujo la amplitud a valores menores al
control (ABOs + CC 69.97 * 6.425 pA), con una frecuencia cercana a la observada
en condiciones basales (ABOs + CC 1.64 £ 0.22 Hz), y compuesto C por si solo no
presentd diferencias significativas con el control (Compuesto C 525.4 = 35.90),
estos resultados sugieren que la activacién de AMPK contribuye al aumento de la

actividad sinaptica espontanea inducida por ABOs.

Para determinar si estos cambios dependian de la actividad de red o de alteraciones
intrinsecas de la transmisidn excitatoria glutamatérgica, se registraron mEPSCs en
presencia de bicuculina (5 puM) y TTX (50 nM) (Fig. 12F-J). En estas condiciones, que
aislan eventos excitatorios miniatura independientes de potenciales de accién, los
ABOs deprimieron marcadamente la transmision glutamatérgica basal: la amplitud
media disminuyé cerca de un 35-40% (Control: 11.07 =+ 0.07; ABOs: 7.08 = 0.05 pA)
y la frecuencia disminuyé alrededor de un 60% (Control: 3.039 + 0.289; ABOs: 1.439

+0.231). Lainhibicién de AMPK con Compuesto C revirtié gran parte del efecto sobre
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la frecuencia (ABOs + CC: 3.096 = 0.173) y rescat6 parcialmente la amplitud (ABOs

+CC: 8.23 £ 0.03 pA).

En conjunto, estos resultados indican que los ABOs desestabilizan la homeostasis
sinaptica de manera compleja: por una parte, favorecen un aumento de la actividad
sinaptica espontanea dependiente de red y, por otra, deprimen la transmision
excitatoria glutamatérgica a nivel de eventos miniatura. Ademas, muestran que la
activacion aberrante de AMPK es necesaria para este fenotipo, con un componente
presinaptico especialmente sensible a su inhibicibn y un componente

postsinaptico sélo parcialmente recuperable mediante Compuesto C.
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Figura 12. Efecto de los oligdmeros de B-amiloide (ABOs) y la inhibicion de AMPK sobre la
actividad sinaptica espontanea en neuronas hipocampales de ratén. (A-D) Registros de actividad
neuronal espontanea total en neuronas hipocampales en cultivo bajo las condiciones: (A) Control,
(B) ABOs (0.5 uM, 1 h), y (C) ABOs + Compuesto C (10 uM, 1 h), (D) Compuesto C (10 uM, 1 h) (E-F)
Cuantificacion de la amplitud (pA) y frecuencia (Hz) de los eventos espontaneos. (G-l) Registros de
corrientes postsinapticas excitatorias miniatura (mEPSCs) en las mismas condiciones
experimentales: (G) Control, (H) ABOs y (I) ABOs + Compuesto C. Las mEPSCs se registraron en
presencia de bicuculina (5 pM) y tetrodotoxina (TTX, 50 nM) para eliminar la actividad dependiente de
potenciales de accién. (J-K) Cuantificacion de la amplitud y frecuencia de mEPSCs. Datos
expresados como media = SEM, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ANOVA de una via. Escala: 2 s, 500
pA (A-C); 2's, 30 pA (F-H). sPSCs: Control 436.0 = 22.62 pA; ABOs 669.2 + 50.42 pA; ABOs + Comp C
69.97 + 6.425 pA, Comp C: 525.4 = 35.90 pA; mEPSCs: Control 11.07 £ 0.0725 pA; ABOs 7.081 =
0.0495 pA; ABOs + Comp C 8.230 £ 0.0298 pA. n=3
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IV. Evaluacion del niumero y distribucion de estructuras MAMs en tejido

hipocampal de ratones transgénicos para la enfermedad de Alzheimer.

Finalmente, para avanzar desde sistemas in vitro hacia un contexto fisiopatoldgico
mas complejo, empleamos el raton doble transgénico APP/PS1, modelo
ampliamente utilizado de la EA (Borchelt et al., 1997; Choi et al., 2007). Con elfinde
definir el rol de AMPK en la EA, se generdé una variante APP/PS1 con delecidn
condicional de AMPKa restringida a neuronas mediante recombinacién Cre/loxP
(APP/PS1 AMPK KO), lo que nos permitido evaluar de manera especifica como la
pérdida de la actividad AMPK neuronal impacta la organizacion de MAMs, el
acoplamiento RE-mitocondria, la dindamica mitocondrial, la bioenergética y la
funcidén sinaptica. Dado que la activacion créonica de AMPK se ha vinculado a
alteraciones en la red y la ultraestructura mitocondrial, planteamos que la
reduccion de su actividad podria atenuar los efectos de ABOs, como ha sido

observado en el ratén APP/PS1.

Mediante microscopia electréonica de barrido con corte seriado (Serial Block-Face
Scanning Electron Microscopy, SBF-SEM) y reconstruccion tridimensional con el
software AMIRA, se obtuvieron modelos 3D de mitocondrias y RE a partir de

secciones del area CA1 del hipocampo (Fig. 13).
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Figura 13. Reconstrucciones tridimensionales representativas de mitocondrias y reticulo
asociado en hipocampo de ratén. Reconstrucciones obtenidas mediante Serial Block-Face
Scanning Electron Microscopy (SBF-SEM) y segmentadas en AMIRA a partir de cortes del area CA1
del hipocampo de ratén. Se muestran cuatro condiciones: no transgénico (NTg), AMPK KO neuronal
(AMPK KO), doble transgénico APP/PS1 y APP/PS1 con delecion neuronal de AMPK (APP/PS1 AMPK
KO). Cada pseudocolor corresponde a una mitocondria individual segmentada; los colores no
codifican propiedades morfolégicas. Barra de escala en cada panel: 2 um.
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En el andlisis morfométrico mitocondrial (Fig. 14A-E), el modelo APP/PS1 mostré
una clara expansiony elongacion de la red mitocondrial: el volumen aumenté cerca
de 21%, elareaentorno a41%y la longitud aproximadamente 70% respecto de NTg,
mientras que la esfericidad disminuyé cerca de 22%, lo que indica mitocondrias
mas grandes, alargadas y menos compactas. En contraste, en los animales APP/PS1
con delecidn neuronal de AMPK, estos cambios tendieron a revertirse hacia valores
cercanos a los del control: el volumen y el area disminuyeron alrededor de 44-45%
respecto de APP/PS1, la longitud cayo cerca de 45% y la esfericidad aumento
alrededor de 22%, indicando una morfologia mas similar a la observada en los
ratones NTg. Por su parte, los animales AMPK KO presentaron un fenotipo mixto, con
menor volumen (-19% vs. NTg), pero con mayor longitud y area (+91% y +20%,
respectivamente), junto con una reduccién de la esfericidad (-26%), lo que sugiere
que la senalizacion de AMPK modula de manera bidireccional la arquitectura
mitocondrial dependiendo del contexto. En conjunto, estos hallazgos apoyan que
AMPK participa de manera causal en la remodelacién estructural de la red
mitocondrial inducida por la sobreexpresion de APP/PS1 y la mayor carga amiloide
presente en el raton APP/PS1, y que su inactivacion neuronal contribuye a

normalizar el fenotipo morfolégico.

De manera complementaria, el analisis tridimensional del reticulo endoplasmatico

(Fig. 14F-H) evidencio que, respecto de NTg, APP/PS1 presenté expansion reticular
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con aumento de volumen de 9% y de area de 21%, compatible con estrés del RE y/o
mayor acoplamiento RE-mitocondria. En APP/PS1 con delecidon neuronal de AMPK,
ambos parametros se redujeron de forma marcada (volumen -57% y area —49%
respecto de APP/PS1), normalizandose parcialmente hacia valores de control. En
ausencia basal de AMPK, el RE fue mas pequeno que en NTg (volumen -43% y area
-27%), reforzando que AMPK modula la arquitectura reticular segun el contexto. En
conjunto con la morfometria mitocondrial, estos resultados indican que la
activacion no fisiolégica de AMPK en el entorno amiloide, contribuye a la
remodelacién patolégica de RE y mitocondrias, mientras que su delecidon neuronal
preserva la integridad morfoestructural de ambos organelos y su rol funcional en la

neurotransmision.
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Figura 14. EL KO de AMPK neuronal en ratones transgénicos para la enfermedad de Alzheimer
previene el aumento del volumen, longitud y area mitocondrial. (A-E) Reconstrucciones
tridimensionales representativas de mitocondrias obtenidas mediante Serial Block-Face Scanning
Electron Microscopy (SBF-SEM) y procesadas con el software AMIRA, a partir de secciones del CA1
delhipocampo de ratones no transgénicos (NTg), NTg AMPK KO (neuronal), APP/PS1, y APP/PS1 AMPK
KO. Se muestran las cuantificaciones del volumen mitocondrial (B), superficie (C), longitud (D) y area
(E). (F-G) Reconstrucciones tridimensionales del reticulo endoplasmatico (RE) obtenidas mediante
el mismo procedimiento y analizadas con AMIRA. Se incluyen las cuantificaciones del area (F) y
volumen (G) del RE. Datos expresados como media + SEM; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ANOVA
de una via. Escala = 1 pm. n=15 (mitocondrias analizadas por condicién). Parametros
Mitocondriales: Volumen (nm®): NTg 4.73x10° = 0.05x10°; AMPK KO 3.84x10° + 0.05x10°; APP/PS1
5.72x10° = 0.06x10°; APP/PS1 AMPK KO 3.23x10° = 0.04x10°. Longitud (nm): NTg 2.35x10° =
0.35x10% AMPK KO 4.49x10° + 0.55x10°%; APP/PS1 3.99x10° £ 0.44x10°% APP/PS1 AMPK KO 2.21x10°
+0.17x10°. Esfericidad: NTg 0.767 = 0.039; AMPK KO 0.564 + 0.027; APP/PS1 0.602 = 0.026; APP/PS 1
AMPK KO 0.733 +0.026. Area (nm?): NTg 3.98x10° = 0.44x10°% AMPK KO 4.76x10° = 0.57x10°%; APP/PS1
5.63x10° = 0.53x10% APP/PS1 AMPK KO 3.08x10° * 0.26x10°. Parametros del reticulo
endoplasmatico: Volumen (nm®): NTg 9.87x107 + 1.30x10”; AMPK KO 5.67x10” + 0.70x10”; APP/PS1
10.79%107 + 1.33x107; APP/PS1 AMPK KO 4.62x10” £ 0.56x10”. Area (nm?): NTg 3.16x10° = 0.34x10°%
AMPK KO 2.32x10°+0.28x10°% APP/PS1 3.81x10°+ 0.43x10°% APP/PS1 AMPK KO 1.94x10° + 0.23x10°.

Finalmente, analizamos el impacto de la delecion neuronal de AMPK sobre los
contactos reticulo—mitocondria en hipocampo de ratones APP/PS1, paradeterminar
si la modulacion de AMPK influye en el acoplamiento estructural entre ambos
organelos. Las MAMs constituyen estructuras donde RE y mitocondria coordinan
transferencia de Ca**, metabolismo lipidico y acople bioenergético; su expansion
andmala se ha vinculado con estrés del RE, sobrecarga de Ca** mitocondrial,
fragmentacién de la red y neurodegeneracion. La reconstrucciéon 3D y su
cuantificacién (Fig. 15A-C) incluyeron la relacién del area RE/Mito y la relacidon del
volumen RE/Mito, indices adimensionales que estiman la extension relativa de

contacto y el grado de asociacion fisica. Los resultados mostraron aumentos en
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APP/PS1 tanto del area relativa (0.823 = 0.045) como del volumen relativo (0.246 +
0.025) respecto de NTg (0.625 £ 0.036 y 0.172 + 0.013, respectivamente), mientras
que APP/PS1 AMPK KO redujo ambos parametros hacia valores de control (area
0.613 £ 0.064; volumen 0.158 + 0.020; AMPK KO: area 0.542 + 0.027; volumen 0.153
= 0.011). En conjunto, APP/PS1 exhibe un acoplamiento RE-mitocondria
aumentado, compatible con intensificacién de la comunicacién estructural bajo
estrés amiloide, mientras que la delecion neuronal de AMPK normaliza
parcialmente estos indices, restaurando un nivel de acoplamiento cercano al
fisiolégico. Estos datos refuerzan que AMPK actua como regulador critico del

acoplamiento fisico y metabodlico RE-mitocondria exacerbado en la EA.
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Figura 15. El knockout neuronal de AMPK reduce elincremento en los contactos RE-mitocondria
observado en el modelo APP/PS1. (A) Reconstrucciones tridimensionales de mitocondrias y
reticulo endoplasmatico (RE) obtenidas mediante Serial Block-Face Scanning Electron Microscopy
(SBF-SEM) y procesadas con el software AMIRA, en neuronas CA1 de hipocampo de ratones NTg,
AMPK KO, APP/PS1 y APP/PS1 AMPK KO. (B-C) Cuantificacién de la relacion entre el volumen de
contacto reticulo endoplasmatico y el volumen mitocondrial y la relacién entre el drea del reticulo
endoplasmatico y el area mitocondrial, obtenidas a partir de las reconstrucciones 3D. Datos
expresados como media + SEM; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ANOVA de una via. Escala =1 pm.
RE/Mito (area): NTg 0.625 + 0.036; AMPK KO 0.542 + 0.027; APP/PS1 0.823 + 0.045; APP/PS1 AMPK
KO 0.613 = 0.064. RE/Mito (volumen): NTg 0.172 + 0.013; AMPK KO 0.153 + 0.011; APP/PS1 0.246 +
0.025; APP/PS1 AMPK KO 0.158 + 0.020.
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DISCUSION

Eltrabajo realizado en esta tesis tuvo por objeto profundizar en el entendimiento de
los mecanismos celulares y moleculares que sustentan la fisiopatologia de la
enfermedad de Alzheimer. En conjunto, los resultados obtenidos apoyan la idea de
que AMPK actua como un nodo central que conecta el estrés amiloide inducido por
ABOs con alteraciones en la asociacion funcional entre el reticulo endoplasmatico
y la mitocondria, la funcién mitocondrialy la transmisidn sinaptica. Si bien AMPK es
reconocida clasicamente como una quinasa adaptativa encargada de restaurar la
homeostasis energética, nuestros datos sugieren que, bajo condiciones de estrés
amiloide, su activacion puede adquirir un caracter disfuncional o aberrante,
contribuyendo de manera sinérgica a eventos fisiopatolégicos ampliamente
descritos en la literatura por nuestro grupo y otros grupos de investigacién. Esta
interpretacidon no implica que AMPK sea intrinsecamente perjudicial, sino que su
efecto depende del contexto celular y molecular, la duracién del estimulo, el estado
metabdlico basal, su localizacién subcelular y, probablemente, la contribucion
diferencial de sus isoformas cataliticas (Herzig & Shaw, 2018; Trefts & Shaw, 2021).
En este trabajo, la exposiciéon celular a ABOs incremento la actividad de AMPK en
modelos neuronales, efecto que fue replicado mediante la presencia de un
activador exégeno de AMPK, AICAR. Por otra parte, el uso de una molécula

xenobiotica con actividad inhibidora de AMPK, Compuesto C, permitid observar una
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atenuacion de esta respuesta, lo que fortalece la observacién inicial respecto del
roi. de AMPK en los mecanismos fisiopatolégicos inducidos por AROs.
Adicionalmente, estos resultados sugieren que AMPK no solo responde de manera
adaptativa al dafio inducido por ABOs, sino que también participa activamente en
mecanismos de reorganizacion organelar y alteracion de la funcién sinaptica. En el
estado del arte de este trabajo se ha discutido ampliamente el rol fundamental del
Ca’* en los mecanismos téxicos asociados al péptido B-amiloide. Sin embargo, aun
existe poca claridad respecto de como se integran los distintos procesos que
ocurren en paralelo a la dishomeostasis de ca** intracelular, cuales de estas vias
tienen un rol predominante y en qué contexto celular especifico participan. Una via
potencialmente plausible para explicar la activacion de AMPK corresponde al gje
Ca**/CaMKK2-AMPK. Se ha demostrado que los oligémeros de AB42 pueden activar
AMPK a través de CaMKK2, y que esta ruta contribuye a la pérdida de espinas
dendriticas y a la sinaptotoxicidad mediada por Tau (Mairet-Coello et al., 2013). De
manera complementaria, estudios mas recientes muestran que la sobreactivacién
del eje CaMKK2-AMPK inducida por AP42 oligomérico coordina la fision
mitocondrial dependiente de MFF y la mitofagia dependiente de ULK2,
estableciendo un vinculo directo entre estrés amiloide, remodelacién mitocondrial
dendriticay pérdida sinaptica (Lee etal., 2022). Por lo tanto, nuestros resultados son
coherentes con un modelo en el cual los ABOs alteran la homeostasis de Ca**y

activan de forma aberrante AMPK a través de rutas Caz"—dependientes. No obstante,
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en el contexto del presente trabajo, esta interpretacion se sustenta principalmente
en evidencia previa, incluida aquella obtenida experimentalmente por nuestro
grupo, ya que en esta tesis no se midié directamente Ca** citosélico o mitocondrial,
ni la actividad de CaMKK2. Asi, nuestros datos son compatibles con la participacion
del eje Ca**/CaMKK2-AMPK, pero no permiten concluir que esta sea la Unica via

responsable de la activacion de AMPK inducida por ABOs.

Un aspecto importante en este contexto es que la literatura no describe un efecto
Unico y lineal de los ABOs sobre AMPK. Mientras algunos estudios muestran una
activaciéon de AMPK asociada a sinaptotoxicidad, otros han reportado una
disminucion transitoria o sostenida de pAMPK tras la exposicion a ABOs o en
modelos de enfermedad de Alzheimer. Esto sugiere que la respuesta depende del
tiempo de exposicion, elmodelo experimental, la concentracion de ABOsy elestado
metabdlico basal de la célula (Assefa et al., 2020; Lee et al., 2022; Zimmermann et
al., 2020). Esta aparente contradiccién es relevante para interpretar los resultados
obtenidos en células SH-SY5Y APPswe. En este modelo crénico, la relacidon entre
pAMPK y Mfn2 no necesariamente reproduce el comportamiento observado en
neuronas expuestas de forma aguda a ABOs. En contextos crénicos, la sefializacion
de AMPK puede encontrarse adaptada, agotada o modulada por mecanismos
compensatorios, incluyendo cambios en quinasas upstream, fosfatasas, estrés

oxidativo o disponibilidad energética. Sin embargo, el hecho de que el knockdown
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de AMPK modifique los niveles de Mfn2 sugiere que la quinasa sigue siendo
funcionalmente relevante para este eje, aun cuando la fosforilacion puntual en

Thr172 no refleje completamente el estado acumulado de la via.

En este punto, la presencia de isoformas de AMPK debe considerarse como una
posible explicacion adicional. AMPKal y AMPKa2 no necesariamente cumplen
funciones equivalentes en el sistema nervioso. En modelos de enfermedad de
Alzheimer se ha descrito una desregulacion diferencial de estas isoformas, y la
anulacién especifica de la actividad de AMPKal en el cerebro atenua déficits
cognitivos y sinapticos en modelos murinos, sin modificar necesariamente la carga
amiloide (Zhao et al., 2020; Zimmermann et al., 2020). Por lo tanto, los resultados
obtenidos mediante knockdown global de AMPK deben interpretarse con cautela.
La reduccién de Mfn2 sugiere que AMPK participa en la mantencion del fenotipo
alterado de organizacién entre el reticulo endoplasmatico y la mitocondria, pero no
permite distinguir si este efecto depende preferentemente de AMPKa1, de AMPKaz2,
de una eventual compensacion entre isoformas o de la pérdida combinada de
ambas. Esta distincion es relevante, ya que una inhibicién global de AMPK podria
interrumpir sefnales patoldgicas asociadas a las MAMs, pero también comprometer

funciones metabdlicas adaptativas fundamentales para la homeostasis neuronal.

Uno de los hallazgos centrales de este trabajo es la relacion entre AMPK, Mfn2y la

reorganizacion de las MAMs. El trabajo de Hu et al. es particularmente relevante en
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este punto, ya que demuestra que el estrés energético aumenta las MAMs de
manera dependiente de AMPK, promueve la redistribucion de AMPK hacia
fracciones mitocondriales y asociadas a MAMs, y establece una interaccion
funcional entre AMPK y Mfn2 (Hu et al., 2021). Estos antecedentes sustentan
nuestro modelo propuesto, en el cual ABOs y AICAR aumentan los niveles de Mfn2
(Fig. 6) y favorecen el acoplamiento RE-mitocondria, mientras que la inhibicion de
AMPK atenua estos efectos. En este contexto, Mfn2 no parece cumplir Unicamente
un rol como proteina de fusion mitocondrial, sino que también actuaria como un
modulador de la comunicacién RE-mitocondria, del intercambio de Ca** y de la
organizacion funcional de las MAMs (de Brito & Scorrano, 2008; Filadi et al., 2015;

Filadi et al., 2016).

Lafuncidon de Mfn2 en los contactos RE-mitocondria ha sido objeto de discusidn, ya
que distintos estudios la han descrito tanto como un tether positivo como un
regulador que previene el acoplamiento excesivo entre ambos organelos (de Brito &
Scorrano, 2008; Filadi et al., 2015). Esta controversia es importante para la
interpretacion de nuestros resultados. El aumento de Mfn2 observado tras la
exposicion a ABOs no necesariamente implica una restauracién de la fusidn
mitocondrial ni una respuesta protectora. Mas bien, en el contexto del estrés
amiloide, podria reflejar una reorganizacion maladaptativa de la interfase RE-

mitocondria, favoreciendo un hiperacoplamiento que intentaria aumentar la
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transferencia local de Caz", intensificaria el estrés mitocondrial y facilitaria la
fragmentacion organelar. Esta interpretacion es consistente con la hipdtesis de que
la enfermedad de Alzheimer involucra una alteraciéon temprana de las MAMs y una
hipercomunicacion funcional entre el reticulo endoplasmatico y la mitocondria

(Area-Gomez & Schon, 2016, 2017; Hedskog et al., 2013; Leal et al., 2020).

Los resultados obtenidos mediante inmunocitoquimica utilizando Split-GFP y SBF-
SEM con reconstruccién tridimensional apoyan esta interpretacion, al mostrar un
aumento del contacto entre el reticulo endoplasmatico y la mitocondria en las
condiciones amiloides estudiadas en este trabajo, junto con una atenuacion de esta
organizacion al inhibir o eliminar AMPK. Estos hallazgos permiten proponer que
AMPK participa en la consolidacion de un estado de hiperacoplamiento reticulo—
mitocondria. En condiciones fisioldgicas, el contacto RE-mitocondria es esencial
para la homeostasis del Ca** intracelular, la sintesis lipidica, la bioenergética y la
respuesta adaptativa al estrés. Sin embargo, cuando este acoplamiento se vuelve
excesivo o sostenido, puede favorecer la sobrecarga mitocondrial de Caz", la
alteracion del potencial de membrana, el aumento del estrés oxidativo y la
disfuncion metabdlica (Area-Gomez & Schon, 2016, 2017; Li et al., 2023). Asi, las
MAMs emergen en este trabajo no solo como estructuras afectadas por ABOs, sino
también como un mecanismo de amplificacidon de la disfuncién neuronal mediado

por AMPK.
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En linea con este modelo, ABOs y AICAR indujeron alteraciones mitocondriales
similares, compatibles con una pérdida de homeostasis bioenergética, incluyendo
fragmentacion mitocondrial, disminucién del potencial de membrana y reduccion
de la actividad metabdlica asociada a viabilidad celular. Sin embargo, los resultados
obtenidos mediante el ensayo de MTT deben interpretarse con cautela. Aunque este
ensayo se utiliza frecuentemente como una medida indirecta de viabilidad celular,
en sentido estricto refleja la capacidad metabdlica y reductora de la célula, la cual
depende de la funcion mitocondrial, el estado redox, la actividad de
deshidrogenasas y la masa metabdlica total. Por ello, sus variaciones no son
exclusivamente atribuibles a cambios en la viabilidad o muerte celular (Ghasemi et
al., 2021; Hoogstraten et al., 2022). En consecuencia, dado que los tratamientos
utilizados en esta tesis alteran directamente la actividad de AMPK, la morfologia
mitocondrial y el potencial de membrana, una disminucién en la sefal de MTT no
debe interpretarse como una prueba aislada de muerte celular. Una interpretacion
mas rigurosa es que los ABOs disminuyen la actividad metabodlica compatible con
viabilidad, y que esta alteraciéon converge con los cambios observados en el
potencial de membrana mitocondrial, la morfologia mitocondrialy el acoplamiento

reticulo—mitocondria.

Ademas del deterioro agudo del potencial de membrana, los resultados del modelo

crénico sugieren una alteracion mas profunda del metabolismo oxidativo. En
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particular, un aumento de la fosforilacion inhibitoria de PDH en Ser293 seria
compatible con unareduccion delflujo de piruvato hacia acetil-CoAy, por tanto, con
una restriccion del ingreso de carbono al ciclo de Krebs. Esta interpretacion es
relevante porque conecta el fenotipo bioenergético celular con la hipometabolia
descrita en enfermedad de Alzheimer. Ademas, se ha propuesto que la fosforilacion
de PDH puede asociarse inversamente con la actividad neuronal, lo que refuerza su
valor como indicador de un estado funcional deprimido o metabdlicamente
restringido (Yang et al., 2024). No obstante, esta lectura debe mantenerse como
interpretacion bioquimica y no como conclusién definitiva sobre flujo metabdlico,
ya que seria necesario complementar estos datos con mediciones directas de
actividad de PDH, consumo de oxigeno, produccion de ATP o metabolismo de

piruvato.

El componente de control de calidad mitocondrial también puede integrarse al
modelo propuesto. AMPK regula procesos de autofagia y mitofagia mediante
efectores como ULK1/ULK2, y la fosforilacién de ULK1 por AMPK ha sido vinculada
con el reclutamiento de la maquinaria autofagica hacia mitocondrias bajo
condiciones de estrés energético o mitocondrial (Laker et al., 2017). Por ello, una
activaciéon temprana de AMPK podria representar inicialmente un intento
compensatorio orientado a eliminar mitocondrias dafiadas. Sin embargo, en un

contexto crénico, una disminucion de pULK1 o una respuesta mitofagica
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insuficiente sugeriria que el sistema de control de calidad pierde eficacia,
favoreciendo la acumulacidon de mitocondrias disfuncionales asociadas a MAMs
alteradas. Esta idea permite explicar como una respuesta inicialmente adaptativa
puede transformarse en un circuito de dafo sostenido, en el cual el aumento del
acoplamiento RE-mitocondria, la sobrecarga de Ca2+, el estrés oxidativo, la

alteracion de PDH y la falla del control de calidad organelar se retroalimentan.

También es relevante considerar que ABOs podrian afectar directa o indirectamente
la cadena transportadora de electrones, particularmente el complejo |
mitocondrial. La alteracién del complejo | puede disminuir la eficiencia respiratoria,
modificar el balance NADH/NAD?, favorecer la produccion de ROS y contribuir a la
activacion de AMPK como respuesta al estrés energético (Atlante et al., 2023; Panes
et al., 2023; Stojakovic et al., 2021). En este punto, los trabajos de Trushina y
colaboradores con CP2, uninhibidor parcial del complejo I, aportan un contrapunto
especialmente importante. CP2 no actla como un activador directo de AMPK, sino
que induce una inhibicién parcial y moderada del complejo | mitocondrial,
generando un aumento del cociente AMP/ATP que activa una red de senalizacion
dependiente de AMPK asociada a mecanismos neuroprotectores. En ratones
APP/PS1, esta respuesta se asocia con mejoria de la homeostasis energética, la
actividad sindptica, la LTP, la maduracion de espinas dendriticas, la funcién

cognitiva, la proteostasis y marcadores de estrés oxidativo e inflamacién (Stojakovic
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et al., 2021). Esta interpretacién es consistente con el estudio original, donde CP2
se describe como un inhibidor leve del complejo | que activa AMPK a partir del
aumento del cociente AMP/ATP, desencadenando una cascada neuroprotectora
dependiente de AMPK en ratones APP/PS1 sintomaticos. Ademas, estudios
posteriores mostraron que la inhibicion parcial del complejo | con CP2 restaura la
morfologia mitocondrial y la comunicacién mitocondria—RE en hipocampo de
ratones APP/PS1, reduciendo alteraciones como MOAS, MAMs, estrés de RE y
alteraciones en homeostasis lipidica (Panes et al., 2023). Por lo tanto, la activacion
de AMPK no debe considerarse universalmente perjudicial, dado que su efecto
depende de si ocurre como una respuesta adaptativa, moderada vy
bioenergéticamente compensatoria, como en el caso de CP2, o como parte de un
circuito de estrés amiloide sostenido, asociado a acoplamiento incrementado entre
RE-mitocondria, dishomeostasis de Ca®* y deterioro sinaptico, como sugieren

nuestros resultados.

A nivel sinaptico, los cambios electrofisiolégicos observados indican que ABOs
alteran la transmision glutamatérgica de manera compleja. Las corrientes
espontaneas reflejan actividad de red, excitabilidad neuronal y balance entre
liberacion presinaptica y respuesta postsinaptica. En cambio, las mEPSCs entregan
informacion mas directa sobre eventos cuantales excitatorios independientes de

potenciales de accién. Por ello, una reduccién en la amplitud de mEPSCs puede
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interpretarse como una alteracidn postsinaptica compatible con menor nimero de
receptores AMPA funcionales en superficie, cambios en la composicién de
subunidades AMPAR o pérdida de sinapsis funcionales (Reinders et al., 2016;
Reinders et al., 2025; Zhang et al., 2022). Por otro lado, cambios en la frecuencia de
mMEPSCs pueden reflejar alteraciones presinapticas, disminucion en la probabilidad
de liberacién o pérdida de sitios sinapticos activos (He et al., 2019). Esta distincién
es importante para evitar una lectura simplificada de los datos electrofisiolégicos.
La literatura apoya que ABOs reducen la eficiencia de la transmisién excitatoria
mediante mecanismos pre y postsinapticos. Se ha descrito que ABOs pueden
disminuir la liberacién excitatoria presinaptica a través de una via dependiente de
mGluR5y deplecion de PIP, (He et al., 2019). Ademas, estudios recientes muestran
que AB puede inducir remocion sindptica, endocitosis y degradacién de receptores
AMPA que contienen GluA3, proporcionando un mecanismo postsinaptico concreto
para explicar disminucion de amplitud de mEPSCs y pérdida de eficacia sinaptica
(Reinders et al., 2016; Reinders et al., 2025). En este contexto, nuestros resultados
electrofisioldgicos sugieren que la activacion de AMPK inducida por ABOs podria
contribuir a una disfuncién glutamatérgica temprana, posiblemente mediante un
eje que integra el aumento de Ca®* citosélico y/o mitocondrial, la fragmentacion de
mitocondrias dendriticas, la menor disponibilidad local de ATP, una respuesta
mitofagica insuficiente y la alteracion del trafico de receptores AMPA, incluyendo su

remocion desde la superficie sinaptica.
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La evidencia in vivo fortalece el modelo general. En el hipocampo de animales
APP/PS1, el contexto amiloide se asocid a expansion del reticulo endoplasmatico,
aumento del contacto RE-mitocondriay alteraciones mitocondriales, mientras que
la delecion neuronal de AMPK atenué estas modificaciones. Estos resultados
indican que AMPK no solo participa en respuestas agudas inducidas por ABOs en
cultivo, sino que también contribuye a sostener un fenotipo organelar alterado en un
contexto fisiopatolégico mas complejo. Ademas, las diferencias entre la
fragmentacion mitocondrial observada en modelos agudos y los cambios
morfolégicos detectados in vivo no deben interpretarse necesariamente como
contradictorias. En condiciones crénicas, las mitocondrias pueden presentar
elongacion, hinchamiento o hiperfusion compensatoria como respuesta al estrés
sostenido, la sobrecarga de Ca** o la falla del control de calidad mitocondrial. La
convergencia entre farmacologia, genética, analisis estructural y electrofisiologia
permite proponer que AMPK participa parcialmente en la progresién del dafio
inducido por ABOs, aunque los mecanismos especificos upstream y downstream

requieren validacion adicional.

En sintesis, esta tesis propone que los ABOs inducen un estado de estrés
bioenergético y de dishomeostasis de Ca®* que activa AMPK en etapas tempranas.
Esta activacion favorece la remodelacion del eje AMPK-Mfn2-MAMs, aumentando

el acoplamiento RE-mitocondria y promoviendo un ambiente celular propicio para
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la sobrecarga mitocondrial de Caz", la fragmentacion mitocondrial, la pérdida del
potencial de membrana, la alteracién del metabolismo oxidativo y la disminucién
de la actividad metabdlica asociada a viabilidad celular. En conjunto, estos eventos
podrian contribuir a una disfuncién neuronal progresiva, vinculando la alteracién

organelar inducida por ABOs con cambios funcionales en la transmisién sinaptica.

CONCLUSION

En conjunto, los resultados de esta tesis permiten proponer un modelo en el cual la
desregulacion de AMPK inducida por ABOs actla como un eje integrador entre
disfuncion mitocondrial, remodelacion organelar y deterioro sinaptico en la
enfermedad de Alzheimer (ver esquema resumen). En etapas tempranas, la
activacion aberrante de AMPK favoreceria el aumento de Mfn2 y la reorganizacioén
patoldgica de los contactos RE-mitocondria, potenciando la transferencia de Ca**,
la disfuncidn mitocondrial y, consecuentemente, alteraciones en la transmision
sinaptica. En contextos amiloides mas persistentes, esta respuesta se asociaria
ademas con un compromiso de la homeostasis metabélica y de mecanismos de

adaptacion celular, incluyendo la activacion de ULK1 y la regulacion de PDH.

La convergencia de los hallazgos obtenidos en modelos celulares y en el modelo
murino APP/PS1 con delecidon neuronal de AMPK respalda esta hipdtesis, y sugiere

que una modulacién precisa de la actividad de esta quinasa podria contribuir a
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preservar la homeostasis energética y la integridad sinaptica en etapas tempranas
de la enfermedad. Asimismo, la actividad de AMPK y su asociacién funcional con el
eje Mfn2-MAMs podrian constituir marcadores celulares relevantes del dano
amiloide. Sin embargo, futuros estudios deberan definir con mayor precision las
ventanas temporales de intervencion, la especificidad celular de estos efectos, la
contribuciéon diferencial de las isoformas de AMPK y los potenciales riesgos

asociados a interferir con sus funciones adaptativas.

Limitaciones y proyecciones

Si bien nuestros resultados sugieren que los efectos inducidos por ABOs estan
mediados, al menos en parte, por la activacion de AMPK, futuros estudios deberan
validar de manera directa nodos especificos de sefializacion asociados a esta via.
En este sentido, el uso complementario del modelo APP/PS1 con delecidon neuronal
de AMPK refuerza la participacion de esta quinasa, pero aun sera necesario evaluar
marcadores moleculares adicionales, incluyendo la fosforilacion de MFF y DRP1,
asi como marcadores de respuesta a proteinas mal plegadas en los mismos
modelos experimentales. En segundo lugar, serd importante cuantificar
directamente el Ca”** mitocondrial mediante sensores dirigidos a la matriz en
modelos APP/PS1 cony sin delecion neuronal de AMPK, con el fin de correlacionar

la remodelacidon estructural de los contactos RE-mitocondria con los flujos
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intracelulares de Ca**. Finalmente, la contribucion especifica de las isoformas
AMPKa1 y AMPKa2 en neuronas constituye una pregunta que, a partir de los
resultados de este trabajo, no puede ser resuelta de manera concluyente. Por ello,
analisis diferenciales futuros seran necesarios para determinar si estas isoformas
cumplen funciones redundantes o, por el contrario, participan de manera especifica
en la regulacion de Mfn2, las MAMs, la funcién mitocondrial y la transmisién

sinaptica.
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Figura 16. Resumen Grafico. Los ABOs alteran la homeostasis intracelular de Ca** y el balance
energético celular, promoviendo la activacion de AMPK mediante fosforilacion en Thr172. La
activacion de esta quinasa incrementa los niveles de Mfn2 y favorece el aumento de los contactos
entre reticulo endoplasmatico y mitocondria (MAMs), lo que potencia la transferencia de Ca’* hacia
la mitocondria. Como consecuencia, se observa fragmentacién mitocondrial, disminuciéon del
potencial de membrana mitocondrialy deterioro de la funcién mitocondrial, eventos que convergen
en disfunciéon sindptica y compromiso neuronal. La inhibicién farmacolégica de AMPK con
compuesto C revierte parcialmente estos cambios, apoyando un rol central de AMPK en la
reorganizacion de MAMs y en la disfuncién mitocondrialinducida por ABOs.
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ABREVIATURAS

a-CTF : Fragmento C-terminal a o C83

B-CTF : Fragmento B carboxi-terminal de APP o C99
pg : Microgramo

pl : Microlitro

uM : Micromolar

°C : Grados Celsius

AB : Péptido B-amiloide

ABOs : Oligdmeros solubles de AB

AB40 : Péptido B-amiloide de 40 aminoacidos
Ap42 : Péptido B-amiloide de 42 aminoacidos
ADP : Adenosin difosfato

AICD : Dominio intracelular de APP

AMP : Adenosin monofosfato

AMPK : proteina quinasa dependiente de AMP
AMPKT : AMPK total

APP : Proteina Precursora Amiloide

APP/PS1 : Ratén transgénico con las mutaciones APPSWE y PS1AE9
APPsa : Fragmento APP soluble a

APPsB : Fragmento APP soluble

APPSWE : Mutacién sueca de APP K670M/N671L
ATP : Adenosin trifosfato

BACE1 : Enzima B-secretasa

Ca* : lones de calcio
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CaMKK2 : proteina quinasa quinasa 2 dependiente de calcio/calmodulina

CaMKill : proteina quinasa |l dependiente de calcio/calmodulina
CMA : Centro de microscopia avanzada

CO, : Dioxido de carbono

CTRL : Control

Da : Dalton

DAPI 1 4',6-diamidino-2-fenilindol

DIV : Dias in vitro

DMEM : Medio Eagle modificado por Dulbecco

DPBS : Solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco
EA : Enfermedad de Alzheimer

EDTA : Acido etilendiaminotetraacético

FBS : Suero fetal bovino

GFP : Proteina fluorescente verde

GPCR : Receptores acoplados a proteina G

h :hora/horas

HEPES : Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfénico
HRP : Peroxidasa de rabano

HS : Suero de caballo

IMax : corriente maxima

IP3 . Inositol 1,4,5-trifosfato

K* : lones de potasio

KCl : Cloruro de potasio

KD : Knockdown

kDa : Kilodalton
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KH.PO, : Fosfato monopotasico

KO : Knockout

LTP : Potenciacién a largo plazo
mA : Miliampere

MAMs : Membranas asociadas a mitocondrias
MERCs : Membrana del reticulo asociada a la mitocondria
MEM : Medio minimo mejorado
Mfn2 : Mitofusina 2

mg : Miligramo

MgCl, : Cloruro de magnesio
MgSO. : Sulfato de magnesio

Min : Minutos

mM : Milimolar

mOsm :miliOsmoles

mV : miliVolt

n :réplicas de experimentos
nA : Nanoampere

Na* :lones de sodio

NaCl : Cloruro de sodio

NIH : National Institutes of Health
nm : nanémetro

nM :Nanomolar

NMDA : N-metil-D-aspartato

NTg : ho transgénico

(o)) : Oxigeno
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opti-MEM : Medio esencial minimo mejorado

pA : Picoampere

pAMPK : AMPK fosforilada en Thr172

PBS : Solucidn salina tamponada con fosfato

PC12 : Linea celular de feocromocitoma de glandula suprarrenal de rata
RE : Reticulo endoplasmatico

ROI : Regién de interés

rpm : Revoluciones por minuto

s : segundos

SBF-SEM : Serial Block-Face Scanning Electron Microscopy

SDS : Dodecilsulfato sodico

SEN : Solucion externa normal

SIN : Solucidn interna normal de potasio
SNC : Sistema nervioso central

TA : Temperatura ambiente

TBS : Solucién salina tamponada con Tris
Tris : Tris(hidroximetil)aminometano

UFA : Unidades de fluorescencia arbitraria
uv : Ultravioleta

\ :Volt

Vs :versus
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