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Con o sin lentes nunca he alcanzado sino vislumbres, aproximaciones, balbuceos en busca de
sentido en la delgada zona que se extiende entre la luz y las tinieblas.

[...]

Uno, me aventuro, es los libros que ha leido, la pintura que ha visto, la mdsica escuchada y
olvidada, las calles recorridas. Uno es su nifiez, su familia, unos cuantos amigos, algunos amores,

bastantes fastidios. Uno es una suma mermada por infinitas restas.

Sergio Pitol en ‘El arte de la fuga’ (1996).

No existe nada definitivo, ni en la ciencia mas alta ni en leyes de ninguna especie; pertenecemos a
un sin principio ni fin que borra toda clasificacién, toda identificacion. Somos una particula sin

nombre que evolucionamos siempre sin fin.

Manifiesto Nahui Olin (Carmen Mondragén), 1927.
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Fluoruro 4-(2-aminoetil)-bencenosulfonilo
(4-(2-aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride hydrochloride)

Apo Apocinina

AEBSF

ATP Adenosin trifosfato

dHEt Dihidroetidio

DIv Dias in vitro

DMSO Dimetilsulfoxido

DNA Acido desoxirribonucleico

DPI Cloruro de difenil iodonio (Dhiphenyleneiodonium chloride)

DPN Dias posnatales

ERO Especies reactivas de oxigeno

EUK EUK 134

GAPDH Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa

IL-18 Interleucina 1 beta

IL-1B Interleucina 18

LPS Lipopolisacarido

MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dipheniltetrazoliumbromide

NGC Neuronas granulares de cerebelo

NLRP3 Receptor tipo Nod con un dominio pirina 3 (Nod-like receptor with a pyrin
domain 3)

NOX NADPH oxidasa

PBS Amortiguador salino de fosfatos

SNC Sistema Nervioso Central

URL Unidades relativas de luminiscencia

URF Unidades relativas de florescencia
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1. Resumen

Introduccion En enfermedades neuroldgicas y mdaltiples afecciones del sistema nervioso la
excitotoxicidad juega un papel critico. Esta condicion ocurre por una sobre estimulacion de
receptores glutamatérgicos, lo que favorece la entrada de cationes (Ca®* y Na*) y la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ERO) por las NADPH oxidasas (NOX). Se sabe también que
la muerte neuronal excitotoxica va aparejada generalmente de una respuesta inflamatoria en
funcion de la activacion del sistema inmune local. Por otro lado, se sabe que las ERO regulan
algunos mediadores proinflamatorios en varios tipos celulares del sistema inmune. Uno de estos
mediadores es el inflamasoma, que desempefian un papel central en la activacion y secrecion de
interleucinas. En particular, el inflamasoma NLRP3 promueve la maduracion de las interleucinas
IL-1B (proinflamatoria) e IL-18 (antiinflamatoria). El proceso de activacion y regulacion de la

respuesta inflamatoria por el inflamasoma en respuesta al dafio excitotoxico no se conoce.

Objetivo Caracterizar la participacién del inflamasoma NLRP3 y su relacion con las ERO

producidas por las NOX durante un evento excitotoxico en neuronas granulares de cerebelo.

Estrategia experimental Se trataron cultivos primarios de neuronas granulares cerebelares de
ratas Wistar de 7-8 dias posnatales (DPN), los cuales se trataron con glutamato (100 uM durante
30 minutos) después de 7 dias in vitro, en presencia y ausencia de inhibidores de NOX (DPI 200
nM o AEBSF 50 uM). Se evaluo la viabilidad, la produccion de ERO, la actividad de NOX y la
actividad de caspasa-1 a diferentes tiempos. También se exploraron los patrones protreicos del

receptor NLRP3, asi como los niveles de IL-1p e IL-18.

Resultados y conclusiones El dafio excitotoxico en NGC ocasiona un incremento en la cantidad
de ERO hasta 24h posteriores al tratamiento con glutamato; ademas, la actividad de NOX mostrd
un aumento a partir de la primera hora con un maximo a las 12h. Por otro lado, se observo un
incremento similar en los niveles del receptor NLRP3, que parecen ser dependientes de la
actividad de NOX. También se detectd un incremento significativo en la actividad de caspasa-1
que se redujo marcadamente en presencia de un inhibidor de NOX, asi como un incremento de
IL-1B y una reduccién de IL-18. Los resultados indican por primera vez la activacion del
inflamasoma en este modelo y sugieren un mecanismo fino de regulacion redox en la activacion
del inflamasoma NLRP3.




2. Introduccidn

2.1 Dafio excitotoxico

El glutamato es un aminoéacido no esencial que funciona como un importante mensajero
quimico en el sistema nervioso central (SNC). Es el neurotransmisor mas abundante y
constituye el mayor mediador de las sefiales excitadoras en el SNC de mamiferos, en donde

del 80 al 90% de las sinapsis son glutamatérgicas (Zhou y Danbolt, 2014; Siegel et al, 2006).

La sintesis del glutamato se lleva a cabo en las neuronas a partir de la desaminacién
de la glutamina proveniente de los astrocitos o la transaminacion del a-cetoglutarato
(metabolito intermediario del ciclo de Krebs). El glutamato una vez sintetizado se almacena
y transporta en vesiculas sinapticas las cuales después de un estimulo, se fusionan con la
membrana presinéptica y lo liberan en la hendidura sinéptica uniéndose a sus receptores
ionotropicos 'y metabotropicos (NMDA, AMPA/Kainato, y la familia mGIuR,
respectivamente) en la postsinapsis. La activacion de los receptores ionotropicos permite el
flujo de iones de Na?*, K* y Ca?* al interior de la célula, mientras que la estimulacion de los

metabotrdpicos se asocia a la activacion de proteinas G.

En condiciones fisioldgicas existe una regulacion estricta de las concentraciones
extracelulares de glutamato mantenida mayormente por las proteinas transmembranales
transportadoras de aminoacidos excitadores (EAAT, excitatory amino acid transporters)
localizadas principalmente en astrocitos. Estas internalizan el glutamato al citosol donde es
convertido por la glutamina sintetasa en glutamina y es captada por la neurona a través de un
sistema de transporte especifico. En mitocondrias neuronales, la glutamina es metabolizada
nuevamente a glutamato por la glutaminasa activada por fosfatos, cumpliendo asi con el ciclo

glutamina-glutamato (Siegel et al, 2006; Purves et al, 2012).

Un evento patoldgico relacionado con la toxicidad producto de una alta concentracion
de glutamato es el dafio excitotoxico, el cual resulta de una estimulacion exacerbada de los

receptores glutamatérgicos y puede provocar incluso muerte neuronal (Mark et al, 2001).

En condiciones basales, la concentracion de glutamato extracelular es de

aproximadamente 0.6 UM, mientras que durante la actividad sinaptica se eleva hasta 1 mM
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por un par de milisegundos. Si este aumento no es controlado por los transportadores, puede
ocasionar dafios a las neuronas (Escobar y Pimienta, 2003; Clements et al, 1992). En ese
sentido, la excitotoxicidad puede ser resultado de la liberacidén excesiva de glutamato en la
hendidura sinaptica o de la desregulacion del sistema de recaptura; no obstante, el efecto en
la celula es el mismo, produciéndose un influjo masivo de calcio al interior de la célula
provocando, en parte, la despolarizacion de la membrana mitocondrial y una limitacion en
sustratos energéticos y ATP. Durante este evento los receptores glutamatérgicos se activan
de manera secuencial, comenzando por los receptores tipo AMPA y kainato. Los receptores
de tipo NMDA tienen una importancia particular en el dafio, ya que son los mas permeables
a calcio, y son fundamentales para la activacion de vias de sefializacion de dafio, a través de

sus subunidades, o bien, por medio de la union de proteinas sefializadoras (Lai et al, 2014).

Por otra parte, la toxicidad por glutamato induce una gran produccion de especies
reactivas de oxigeno (ERO). Aungue clasicamente se considera a la mitocondria como la
mayor fuente de produccion de ERO, actualmente se conoce que la sobre activacion de los
receptores glutamatérgicos produce la activacion de otras enzimas productoras de ERO
(Atlante et al, 2001; Rueda et al, 2016). Ademas del estrés oxidante, el dafio neuronal por
glutamato produce la activacion de nucleasas, proteasas y lipasas, asi como la desregulacion
de proteinas implicadas en vias de sefializacion de supervivencia o vias comprometidas a
muerte celular (Doble, 1999; Lai et al, 2014) (Figura 1). En cuanto a la muerte neuronal
ocasionada por excitotoxicidad, se ha reportado que una parte de las neuronas mueren por
necrosis en un curso temporal corto al estimulo glutamatérgico, mientras que otra sufre una

muerte ‘tardia’ por apoptosis (Ankarcrona et al, 1995).

El dafio excitotoxico ha sido ampliamente estudiado, tanto en eventos agudos como
la isquemia, el traumatismo encefalico y la neuroinflamacién asociada a infecciones virales;
asi como en la progresion de enfermedades neurodegenerativas tales como Parkinson,

Alzheimer y la esclerosis lateral amiotrofica (Doble, 1999; Lipton et al, 1991).
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Fig. 1. Mecanismo de dafio celular suscitado por excitotoxicidad glutamatérgica. La
sobreestimulacion de los receptores ionotrépicos y metabotrdpicos de glutamato favorece un influjo
masivo de Ca**, asi como una produccion exacerbada de ERO; dichos fenémenos conducen a dafio y
muerte neuronal. Fosfolipasa C (PLC), fosfatidil inositol bifosfato (PIP-), diacilglicerol (DAG),
inositol 3-fosfato (IP3), NADPH oxidasas (NOX), éxido nitrico sintasa (NOS). (Modificado de Free
et al, en Brunton et al, 2008; y Hassel y Dingleding en Brady et al, 2012).

2.2 Especies Reactivas de Oxigeno en el Sistema Nervioso Central

Como se menciono anteriormente, las ERO son moléculas que se producen durante un evento
excitotdxico y contribuyen al progreso del dafio e incluso a la muerte neuronal. La mayoria
de las ERO actuan como radicales libres, las cuales, al tener un electron desapareado
promueven la oxidacion de macromoléculas como lipidos, proteinas e incluso &cidos
nucleicos (Dasuri et al, 2013). Dependiendo del contexto celular y las concentraciones de las
ERO, éstas pueden funcionar como sefiales a través de la modificacion reversible y transitoria
de ciertas macromoléculas, incluyendo moléculas de sefializacion o proteinas especificas que
participan en maltiples procesos, como las involucradas en la neuroinflamacién y muerte

programada (Michaelis, 1998). Se ha visto, por ejemplo, que las ERO generadas inhiben los
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sistemas transportadores de glutamato, evitando de esta manera la remocion del glutamato
excedente (Agostinho et al, 1997).

Por otra parte, se sabe que concentraciones altas y/o tiempos prolongados de
exposicion de ERO también pueden ejercer efectos deletéreos inespecificos en la célula; por
ejemplo, se sabe que niveles elevados de anién superoxido (O2" ~) inducen una oxidacion
masiva e irreversible de las membranas plasmaticas, proteinas y DNA, induciendo muerte de

tipo necrética (Lafon et al, 1993).

Las ERO son moléculas que resultan de una cascada de reacciones (Figura 2) que
comienzan a partir de la reduccién del oxigeno molecular (O2), obteniendo ion superéxido
(02" 7), reaccién que puede ser catalizada por diversos complejos enzimaticos, como las
NADPH oxidasas, xantina oxidasa, lipooxigenasas, ciclooxigenasas y el citocromo P450
(Vaquero y Molero, 2005). También, se tienen identificados al menos 10 sistemas
mitocondriales productores de ERO, asociados al complejo 1 y 111 de la cadena de transporte
de electrones, por mencionar algunos (Halliwell, 2001; Murphy, 2009). El superoxido puede
dismutarse, dando lugar a la formacion de peroxido de hidrogeno (H202) por medio de la
superdxido dismutasa (SOD). En ciertos casos, a partir de la reaccion de Fenton el O2" " y
el H,O> dan lugar al radical hidroxilo (OH ") (Lambeth, 2004).

Citocromo P450 reductasa

OH"

Clclox|genasa

Reaccién de Fenton
NADPH ____________ | > H,0, + Fe*/Cu" ——— Fe*/Cu™ + "OH + "OH
Oxidasas \ 0, + HO, ——= *OH +"OH + O,

% O > H0,

Mltocondrla \
Fuente externa

(radiacion UV, farmacos,...)

Fig. 2. Reduccion del oxigeno molecular a ERO. NOS es la enzima éxido nitrico sintasa y SOD
superdxido dismutasa (Modificado de Vaquero y Molero, 2005).
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Las ERO juegan un papel importante en la fisiologia celular, mediante su
participacion en fendmenos fisiologicos de homeostasis redox y en ciertos procesos
patoldgicos. En cuanto a su participacion como elementos reguladores, se sabe que tienen la
capacidad de modificar de manera reversible sitios especificos en proteinas, regulando de
esta forma su estado de activacion. Los blancos mas susceptibles a este tipo de regulacion
son residuos de cisteina, aunque también se han reportado modificaciones
postraduccionalmente en residuos de triptdfano, tirosina, histidina y metionina (Droge, 2002;
Paulsen y Carroll, 2013).

En condiciones fisiol6gicas se ha reportado que las ERO en el SNC participan durante
el neurodesarrollo, particularmente en la proliferacion, diferenciacion, migracion,
polarizacion y maduracion neuronal, donde las ERO fungen como segundos mensajeros
involucrados en vias de sefializacion (Covarrubias et al, 2008; Coyoy et al, 2013;
Munnamalai et al, 2009; Olguin y Moran, 2017). Ademas de su participacion durante el
desarrollo, se sabe que pueden influir en procesos de la célula madura, como la neurogénesis
y la plasticidad sinaptica (Wilson et al, 2017; Le Belle et al, 2011; Covarrubias et al, 2008).

Generalmente, la regulacion redox que ocurre en procesos fisiologicos sucede a bajas
concentraciones de ERO; mientras que en condiciones patologicas asociadas a estrés
oxidante se distinguen por un aumento importante en la producciéon de ERO y disminucion
en la actividad de sistemas antioxidantes, eventos que conllevan a dafio a proteinas, lipidos
y acidos nucleicos, propiciando asi la muerte celular (Schieber y Chandel, 2014). Cabe
resaltar que el SNC es uno de los tejidos mas susceptibles a dafio oxidante, debido a su alto
consumo de Oy, riqueza en &cidos grasos polinsaturados, deficiencia en los sistemas
antioxidantes y a la presencia de grandes concentraciones de hierro (Garcia y Massieu 2004;
Valko et al, 2007).

2.3 NADPH Oxidasas en el SNC

A pesar de que canOnicamente se considera a la mitocondria como una importante fuente
productora de ERO durante la excitotoxicidad (Atlante et al, 2001), se sabe que existen otras
fuentes de tipo enzimético determinantes en la progresion del dafio. Por ejemplo, en cultivos

de neuronas granulares de cerebelo (NGC) se ha demostrado la participacién de
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ciclooxigenasas y monoaminoxidasas en la generacion de ERO ante un dafio excitotoxico
producido por NMDA (Boldyrev et al, 1999) o bien, de la xantina oxidasa en el mismo
modelo de dafio excitotoxico por la administracion de kainato (Dykens et al, 1987). Asi
mismo tanto en modelos in vitro, como in vivo se ha descrito la participacion de las NADPH
oxidasas como fuentes primordiales de ERO durante el dafio excitotoxico (Guemez et al,
2011; Wang et al, 2013).

Las NADPH oxidasas (Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidasas, NOX)
son un grupo de enzimas, cuya Unica funcion descrita hasta el momento es la produccién de
ERO, diferenciandose de otros sistemas generadores en los cuales estas moléculas
constituyen un producto secundario a su funcién metabdlica principal. Las NOX constituyen
un grupo de flavocitocromos membranales presentes en la mayoria de los eucariontes,
encontrandose en algas, hongos, plantas y animales; e incluso reportandose en algunas

especies de protistas (Aguirre y Lambeth, 2010).

De manera general, las NOX se encargan de catalizar la transferencia de dos
electrones a través de la membrana plasmatica, a partir de NADPH intracelular como donador
y O, extracelular como aceptor. Una vez que el complejo se encuentra ensamblado, el
transporte de electrones comienza en el dominio de union a NADPH, de aqui sigue a FAD,
y luego al hierro de los dos grupos hemo, para finalizar en las moléculas de O (Figura 3.a).
El producto principal de la reaccion es O2" ~, aunque también se discute aun la produccion

de H20- en algunos homdlogos (Nayernia et al, 2014).

La familia de las NOX engloba un grupo de siete homdlogos que comparten una
estructura en comun, con seis a-hélices transmembranales dentro de las cuales hay dos grupos
hemo, y un extremo C-terminal que se encuentra en el citosol y contiene sitios de unién a
NADPH y FAD (Segal, 2016). Los homologos descritos (Figura 3.b), tienen caracteristicas
estructurales particulares, y se pueden agrupar en dos clases: los que requieren de la
subunidad p22phox, como un potencial sitio de union de los componentes citoplasmaticos,
tales como NOX1-4; y en una segunda clase, los homélogos que poseen motivos EF de unién
a calcio que regulan su activacion, como son la NOX5 y las DUOX1-2; éstas ultimas
denominadas dual oxidasas pues poseen un motivo similar a la peroxidasa, ubicado en el

extremo N-terminal de cara al lumen celular, por lo que se sugiere que su producto no s6lo
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sea Oz "~ sino también H>O» (Aguirre y Lambeth, 2010; Nauseef, 2013; Segal, 2016; Paulsen
y Carroll, 2013).

Las NOX generan ERO al activarse como parte de las vias de sefializacion de factores
de crecimiento, citocinas, receptores tipo NMDA, y de respuesta al aumento de calcio
intracelular (Lambeth, 2004; Brennan et al, 2009). Asi mismo los diferentes homologos
presentan condiciones de activacion diferentes; mientras que algunos solo responden a
estimulos en situaciones particulares (NOX1-3, DOUX2), otros se mantienen
constitutivamente activos (NOX4, DUOX1) (Nauseef, 2013; Sorce et al, 2012; Brown y
Griendling, 2009).
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Fig. 3. Las NADPH Oxidasas como fuente de ERO. Una vez ensamblados/activos, estos complejos
se encargan de canalizar electrones del citosol a partir de NADPH a través de la coenzima FAD
(flavin-adenin-dinuclettido) y cofactores hemo a través de la membrana para generar O2" =, mismo
que pude dismutarse a H,O, espontaneamente o por accion de la SOD (superdxido dismutasa); y
traslocar por difusion o a través de acuaporinas al espacio intracelular (Paulsen y Carroll, 2013). En
b) se observa a detalle las diferencias estructurales entre los siete homélogos de esta familia de
flavoproteinas (Nauseef, 2013).
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En mamiferos, los diferentes homdlogos de esta familia presentan una distribucién
tisular diferencial, incluso en los diferentes tipos celulares que los conforman. Por ejemplo,
mientras que en el colon hay gran expresion de NOX1, NOX2 tiene gran importancia en
células del sistema inmune durante la fagocitosis, el oido interno se caracteriza por una
marcada expresion de NOX3, NOX4 se encuentra altamente expresado en el riion, NOX5
en testiculos y tejido linfoide, y las DUOX1 y 2 en la tiroides (Nayernia, 2014).

Las NOX cumplen un papel importante en diversas funciones fisiolégicas tales como
la proliferacion celular, apoptosis, sefializacion mediante hormonas y factores de
crecimiento, remodelacion del citoesqueleto y el control vascular; sin embargo, su activacion
también se relaciona a situaciones patolégicas como son la hipertensién, ateroesclerosis,
diabetes mellitus y procesos neoplésicos, por mencionar algunas (Lambeth, 2004; Brown y
Griendling, 2009).

La importancia de estos sistemas enziméticos de produccion de ERO ha sido
ampliamente demostrada, en especial hay una gran cantidad de evidencia sobre el papel de
laNOX2 en el sistema inmune y en particular sobre su activacion durante la respuesta inmune
innata. Esto queda de manifiesto en la granulomatosis cronica, una condicion genética
caracterizada por mutaciones en este homologo, en la cual los individuos que la presentan
son mas susceptibles a sufrir infecciones frecuentes y graves (Deffert et al, 2014; Singel y
Segal, 2016).

En el SNC se ha documentado ampliamente la expresion de NOX1, NOX2 y NOX4
en neuronas, astrocitos y microglia (Nayernia, 2014; Sorce y Krause, 2009). En el cerebelo,
las neuronas granulares expresan mayormente NOX2 y NOX4 tanto en el desarrollo como
en el sistema adulto (Sorce y Krause, 2009). Al igual que en otros tejidos, las NOX en el
SNC cumplen funciones importantes en condiciones fisiologicas y patolégicas. En neuronas,
su actividad ha sido ligada a fendmenos como la plasticidad neuronal, neurogénesis,

diferenciacion, desarrollo neuronal, polarizacion y crecimiento axonal (Wilson et al, 2017).

Con relacion a la participacion de las ERO en muerte neuronal y enfermedades
neurodegenerativas, se ha reportado en modelos in vitro e in vivo que las ERO provenientes
de las NOX son determinantes en el establecimiento y progresion de patologias como el

Alzheimer, Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica, eventos cerebrovasculares, asi como
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apnea del suefio, glioblastomas, y desérdenes psiquiatricos como esquizofrenia y el trastorno
de ansiedad (Sorce y Krause, 2009; Nayernia et al, 2014). Es por ello, que se ha evaluado en
muchas de estas condiciones la inhibicién de la actividad de las NOX como posible
herramienta terapéutica (Sorce et al, 2012), mostrando resultados positivos a distintos
niveles; no obstante, esta posibilidad debe ser evaluada con més rigor debido a la

participacion de las NOX en otros eventos fisioldgicos.

2.4 Respuesta inflamatoria y estrés oxidante

Las ERO participan en diversos mecanismos asociados a la respuesta inflamatoria secundaria
al dafo en el SNC. Se sabe por ejemplo que generar un aumento en la permeabilidad de la
barrera hematoencefalica (BHE) resultante de procesos infecciosos o de estres del sistema
nervioso (Gu et al, 2011). El aumento en la produccion de ERO es un denominador comin
entre el dafo excitotoxico y el proceso inflamatorio. Existe evidencia de esta asociacion en
diversos modelos. Por ejemplo, se les ha vinculado como componentes importantes de la
neuroinflamacion cronica que acompafia a las enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer, en la cual el estrés oxidante induce peroxidacion lipidica de la membrana celular,
lo que sumado al fendmeno excitotoxico aumenta el influjo de calcio, alterando asi la
neurotransmision y por ende las funciones cognitivas (Salim, 2016). Adicionalmente, en las
enfermedades de Alzheimer, Parkinson y Huntington, se ha sugerido por diversos grupos de
investigacion la existencia de una relacion entre la alta produccion de ERO y la formacién
de agregados proteicos caracteristicos de dichas enfermedades neurodegenerativas, lo que se
sugiere podria contribuir a la progresion de estas enfermedades (Salim, 2016). Igualmente,
evidencia reciente sugiere que las ERO estan implicadas en desordenes neuropsiquiatricos
de alta incidencia a nivel mundial, como el trastorno de depresion mayor, el trastorno de

ansiedad, la esquizofrenia e incluso el espectro autista (Ng et al, 2008).

Por su parte, en la isquemia cerebral, las ERO participan en la activacion de vias como
las de NFkB, MAPK’s y JNK, promoviendo la respuesta inflamatoria y la muerte apoptotica
(Crack et al, 2006; Morgan y Liu, 2010; Kacimi et al, 2011). Forrester y colaboradores
(2018), revisaron en modelos de oclusion de la arteria cerebral media que la delecion de

NOX1, NOX2 y NOX4, tiene efectos neuroprotectores, constatados por la disminucién de
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edema y del volumen de infarto, asi como una disminucion del estrés oxidante y de la
permeabilidad de la BHE permitiendo la infiltracion de neutréfilos. No obstante, estos
mismos autores mencionan que en otros modelos como el de aterosclerosis, las ERO
generadas por las NOX regulan negativamente la progresion de la patologia, sugiriendo asi
que su actividad podria estar ligada a procesos homeostaticos. En este sentido, Schieber y
Chandel (2014), muestran que las diferentes caracteristicas de la respuesta inmune se
encuentran dadas en parte por los niveles de ERO; si el aumento no sobrepasa a las barreras
antioxidantes, se traducird en una respuesta dirigida a contrarrestar al agente nocivo, sin
incurrir en dafio tisular; mientras que si se trata de un aumento de gran magnitud, que
sobrepase las barreras antioxidantes, podria promoverse una condicién inflamatoria

desregulada, misma que comprometeria la integridad, estabilidad y viabilidad del tejido.

En cuanto a la respuesta inmune humoral, las ERO provenientes de las NOX se han
visto implicadas en la activacion y proliferacion de los linfocitos B, células responsables de
la inmunidad mediada por anticuerpos (Wheeler y Defranco, 2012). Ademas de su
participacion en la produccion de anticuerpos, también se sabe que estas ERO participan en
el proceso de autofagia, promovido por la administracion de lipopolisacarido (LPS) (Yuan et
al, 2008). Aungue aun se desconocen los mecanismos exactos por los cuales las NOX
participan en esta regulacion, se sabe que las ERO provenientes de estos complejos
enzimaticos NOX pueden participar directamente en la regulacion del proceso inflamatorio
0 bien, mediante elementos modificados por efecto del estrés oxidante, tales como los
productos de la peroxidacion lipidica y fosfolipidos oxidados (Kumagai et al, 2004;

Furnkranz y Leitinger, 2004).

Como se menciond previamente, diversos homdlogos participan en el proceso
inflamatorio, sin embargo, NOX2 ha sido el mas ampliamente estudiado y es considerado un
elemento central en el estallido respiratorio durante la fagocitosis, produciendo
aproximadamente 10nM/min de O2" =~ por cada millon de neutréfilos (Babior, 1999). El
aumento en la actividad de NOX2 se ha observado bajo diversos estimulos proinflamatorios
como la liberacion de TNFa, interleucina 1B (IL-1pB) y/o quimiocinas (Gao et al, 2007;
Brown, 2007). Particularmente en la microglia, posterior a un evento inflamatorio o

neurotdxico se observa un incremento en la expresion de NOX2 y en la produccién de ERO,
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que se relaciona a un fenotipo proinflamatorio de activacion microglial conocido como M1,
el cual se caracteriza por un cambio morfoldgico, partiendo de un fenotipo ramificado o de
reposo, a una forma ameboide de activacion, la cual se acompafia de la secrecion de
mediadores inflamatorios que conducirdn a una reduccién en la proliferacion y supervivencia

celular (Nayernia et al, 2014).

Un claro ejemplo de la participacion de las NOX en la regulacion del proceso
inflamatorio es la activacion del factor nuclear kB (NFkB) que a pesar de que existe una
multiplicidad de estimulos y situaciones que llevan a su activacion, hay un mecanismo en
comun, que es el estrés oxidante. En virtud de ello, las ERO, particularmente el H.O>, pueden
activar a NFkB en respuesta a agonistas inflamatorios por oxidacion directa o de otras
proteinas asociadas a la via (Morgan y Liu, 2010). Posterior a un aumento de H20», se
promueve la translocacion de NFkB del citosol al ntcleo, donde actla como factor de
transcripcion induciendo a la vez la expresion de mediadores inflamatorios. Aunado a esto,
se conoce que hay una regulacion reciproca entre algunos miembros de la familia de las NOX
y NFkB. Por ejemplo, ante un estimulo por LPS bacteriano, NOX4 participa en la activacion
de NFxB (Park et al, 2004). En otro trabajo, con un modelo de Alzheimer, se observé que la
inhibicion general de las NOX en la microglia reduce la activacion de NFkB, y por lo tanto
la produccion de IL-1p (Kang et al, 2001).

Otro componente del proceso inflamatorio relacionado con las ERO y el NFkB, es el
inflamasoma NLRP3, complejo proteico cuya expresion es regulada parcialmente por la
actividad de NFkB (Bauernfeind et al, 2009), ademas de que se conoce que la activacion de

dicho inflamosoma puede ser regulada por el aumento de las ERO (Sun et al, 2016).

2.5 Los inflamasomas

El evento inflamatorio, como parte de la respuesta inmune innata, inicia cuando una célula
reacciona a sefiales de dafio externas (PAMPS; patrones moleculares asociados a patdgenos,
por sus siglas en inglés), o internas (DAMPS; patrones moleculares asociados a dafio, por
sus siglas en inglés); por medio de los receptores de reconocimiento de patrones (PRRS).
Dentro de estos PRRs se encuentran los inflamasomas, los cuales se caracterizan por ser

receptores citosolicos que desencadenan la activacién de caspasas involucradas en el proceso
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inflamatorio. Desde la primera descripcion de la actividad de los inflamasomas (Martinon et
al, 2002) se han estudiado cuatro con particular énfasis: el inflamasoma NLRP1, NLRP3,
NLRC4 y el AIM2; cabe destacar que a pesar de que se conocen otros receptores de la misma
familia que comparten algunas caracteristicas con los previamente mencionados, ain no se

cuenta con informacion suficiente para caracterizarlos (Lu y Wu, 2014).

Los inflamasomas pertenecen a la familia de receptores tipo NOD (NLRs, NOD like
receptors; con dominio de union a nucleétidos y repeticiones ricas en leucinas), los cuales se
encuentran particularmente en el citosol. Una vez ensamblados, se componen de una
estructura polimérica, con un dominio de repeticiones ricas en leucinas (LRR) capaz de
detectar PAMPS 0 DAMPS, un dominio NACHT y un efector en el N-terminal asociado al
inicio de la sefializacion; mismo que en el caso de los NLRPs es un dominio de Pirina y para
los NLRCs un dominio CARD (Figura 4). Este ultimo dominio como lo indica su acronimo
tiene la propiedad de reconocimiento y activacion de caspasas, de manera que cuando algun
estimulo promueve su activacion, se produce la conversion de procaspasa-1 a caspasa-1, su
forma cataliticamente activa. Asi, los inflamasomas contribuyen a través de la actividad de
caspasa-1 al procesamiento proteolitico de dos citocinas principalmente: la prolL-1B y la
prolL-18. Aungue se menciona que la caspasa-1 también procesa los precursores de las IL-
33 e IL-1F7 (Dinarello, 2009).

Aunque clasicamente se asocia la actividad de los inflamasomas a la actividad
catalitica de caspasa-1, reportes recientes indican que las caspasas 8, 4, 5 y 11, estan
involucradas en la actividad de los inflamasomas, interactuando directamente con la totalidad
del complejo proteico, o bien con la caspasa-1 (Man y Kanneganti, 2016); la mayoria de éstas
caspasas se asocian a la produccién de intermediarios proinflamatorios a excepcion de la
caspasa-8 (asociada al proceso apoptotico) que conducen a una forma pro-inflamatoria de
muerte celular programada denominada piroptosis, cuyas caracteristicas principales son la
ruptura de la membrana celular, la liberacion del contenido celular y la condensacién de la

cromatina (Man y Kanneganti, 2016).
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Fig. 4. Composicion proteica de los inflamasomas candnicos conocidos. La caspasa-1 se compone de
las subunidades p10 y p20 junto con un dominio CARD (dominio de reclutamiento de caspasas, por
sus siglas en inglés); la proteina ASC, posee de igual manera este dominio y otro denominado PYD
(dominio de pirina, por sus siglas en inglés), mismo que se encuentra en los receptores formadores
de inflamasomas, ademas de un dominio de oligomerizacion NBD (dominio de unién a nucleétidos).
Algunos inflamasomas poseen otros mas especificos, entre ellos el NR100 (dominio amino terminal
de NLRP1 de roedor de aproximadamente 100 aminoécidos), BIR (dominio de repeticiones del
inhibidor de apoptosis de bacculovirus), FIIND (dominio de “funcién por encontrar”) y HIN200
(dominio de proteinas nucleares indicibles por interferon hematopoyético con repeticién de 200
aminoacidos, por sus siglas en inglés), asi como un segmento de repeticiones rico en leucinas (LRR),
segun sea el caso (Walsh et al, 2014).

Los diferentes inflamasomas se activan por distintas sefiales, por ejemplo; el NLRP1 se
activa especificamente en presencia de la toxina del antrax, un muramil dipéptido que es un
fragmento de peptidoglicano bacteriano de la bacteria Bacillus anthracis; sin embargo,
también responde a alteraciones metabdlicas como la disminucion en los niveles celulares de
ATP (Chavarria y Vance, 2015). Por su parte, el NLRC4 es activado por ciertas proteinas de
origen bacteriano, especialmente la flagelina; mientras que el inflamasoma AIM2 se activa

ante fragmentos de DNA de doble cadena por medio del dominio HIN200 de unién a dsDNA
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(Bauernfeind et al, 2011; Lamkanfi y Dixit, 2014). Finalmente, el inflamasoma NLRP3
(también conocido como NALP3 o criopirina), se activa en respuesta a RNA bacteriano, RNS
de cadena sencilla, y LPS (PAMPS), asi como a cristales de acido Urico, ATP, glucosa, B-
amiloide (DAMPS), e incluso sustancias inorganicas (asbesto y silice). Ante la diversidad de
activadores del NLRP3 y la falta de evidencia de la union directa al ligando, varios autores
también postulan al NLRP3 como un sensor de cambios del medio celular mediante la
interaccion con proteinas intermediarias (Davis et al, 2010; Lu 'y Wu, 2014).

2.6 El inflamasoma NLRP3

El macrocomplejo NLRP3, cuya masa es de aproximadamente 700 kDa (Elliott y Sutterwala,
2015), esta conformado de tres elementos: el principal y por el cual recibe su nombre es el
receptor tipo NOD, que posee un dominio pirina 3 (NOD-like receptor with a pyrin domain
3), el cual permite la union a una proteina adaptadora llamada ASC (apoptosis-associated
speck-like protein containing CARD, proteina asociada a apoptosis con dominio CARD). La
formacion del inflamasoma requiere fundamentalmente que la proteina ASC se polimerice y
forme oligdmeros denominados ASC specks o piroptosomas, los cuales son capaces de
reclutar y activar al tercer componente del inflamasoma, la proteasa casapasa-1 a través de
la unién de dominios CARD (Chung et al, 2016; Lu et al, 2014; Lu y Wu, 2014) (Figura 4).

La actividad del NLRP3 se encuentra regulada parcialmente de forma transcripcional,
mediante el aumento en la expresion de sus componentes, es decir del receptor NLRP3, del
adaptador ASC y de la caspasa-1 (Liu et al, 2013; Gu et al, 2016); en ocasiones este aumento
en la expresion puede condicionar un auto ensamblaje del complejo (Lechtenberg et al,
2014). Sin embargo, otros grupos han reportado la activacion del complejo a tiempos muy
cortos sin indicar cambios en la expresion proteica, lo cual sugiere que existen otras formas
de regulacion, a pesar de presentarse una expresion basal de los elementos del inflamasoma
NLRP3. Ademas de los cambios transcripcionales, se han descrito modificaciones
postraduccionales que promueven la oligomerizacidn y la activacion del complejo, entre ellos
la desubiquitinacion, fosforilacion y nitrosilacion que pueden influir sobre el receptor
NLRP3, asi como en ASC (Juliana et al, 2012; Py et al, 2013; Hara et al, 2013; Song et al,
2017; Stutz et al, 2017; Chung et al, 2016; Yang et al, 2016). Adicionalmente, existen
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factores reguladores externos al complejo proteico ocurriendo en la célula una reorganizacion
de elementos, orquestada por el dinamismo del citoesqueleto en la localizacién del NLRP3
ubicado principalmente en el reticulo endoplasmético, y los agregados de ASC (en
mitocondria) al espacio perinuclear, promoviendo el ensamblaje por medio de la interaccion

por cercania de los componentes del inflamasoma (Zhou et al, 2011; Misawa et al, 2013).

Aunque aun no se han descrito plenamente los mecanismos de activacion del
inflamasoma NLRP3, sabemos que independientemente del estimulo, ergo de la via de
activacion, se observan fendmenos en comin, los cuales son agrupados en los siguientes
modelos de activacion (Figura 5) y que no necesariamente implican ser excluyentes (Tschopp
y Schroder, 2010; Schroder et al, 2010):

1) Modelo de activacion por ERO. El aumento de la produccion de ERO, promueve la
activacion del inflamasoma NLRP3.

2) Modelo de canal. Ocurre un fendmeno de cross-talk entre el receptor purinérgico
P2X7 y el canal Panexina-1. El primero permite la entrada de ATP extracelular, y con
ello un importante eflujo de K*, y la apertura del canal Panexina-1, el cual admite el
ingreso de factores extracelulares que son activadores del NLRP3. Adicionalmente
en este modelo, se han implicado otros canales cuya apertura permite el intercambio

de otros iones, tales como CI~ (eflujo) y Ca?* (influjo) (Latz et al, 2016).

3) Modelo de ruptura lisosomal. La liberacidn de catepsina y del contenido lisosomal al

citoplasma debido a la fagocitosis de estructuras cristaloides.
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Fig. 5. Modelos de activacién del inflamasoma NLRP3, ver detalles en el texto (Tomado de Abais et

al, 2015).

Es importante mencionar la participacion del inflamasoma NLRP3 no sélo en

condiciones de infeccion por patdgenos, sino también en condiciones de lesion en diversos

tejidos, asi como multiples enfermedades cronico-degenerativas contribuyendo al desarrollo

del proceso inflamatorio. Algunas de las patologias en las cuales se ha caracterizado su

participacion son la obesidad, diabetes mellitus tipo 2, ateroesclerosis, enfermedades

cardiovasculares y neoplasias (Guo et al, 2015; Abderrazak et al, 2015). Particularmente en

el SNC se ha observado su participacion en la esclerosis maltiple, las enfermedades de

Alzheimer, Parkinson y Huntington, asi como en traumatismo encefélico, demencias de

diversas etiologias y epilepsia (Zhou et al, 2016; Guo et al, 2015).
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2.7 El papel de las ERO en la regulacion del inflamasoma NLRP3

El estrés oxidante es particularmente relevante en la activacion del inflamasoma NLRP3, ya
que se consideran a las ERO como elementos fundamentales para la activacion del complejo.
Esto se debe en parte, a que su produccion es uno de los eventos evolutivamente mas
conservados en respuesta al dafio (Scroder y Tschopp, 2010). Existen varias hip6tesis acerca
del mecanismo por el cudl las ERO activan al inflamasoma NLRP3; una de las mas estudiadas
plantea la interaccion con el sistema antioxidante tiorredoxina/TXNIP (TRX/TXNIP). En
condiciones fisiologicas la proteina TRX se encuentra unida a TXNIP, sin embargo, cuando
ocurre un incremento en la concentracion intracelular de ERO, TRX se oxida y se disocia de
TXNIP, la cual interacciona entonces con el segmento LRR del receptor NLRP3
promoviendo su activacion (Zhou et al, 2010). Otra hipdtesis postula que el aumento de las
ERO promueve la activacion de NFkB, factor que se sabe, aumenta la expresion del receptor
NLRP3, ASC y de caspasa-1 (Mezzasoma et al, 2017; Gu et al, 2016; Bauernfeind et al,
2009). Algunos autores incluso, proponen que las ERO directamente podrian oxidar a las
proteinas del inflamasoma NLRP3 e inducir de esta manera su activacion (Bae y Park, 2011;
Elliott y Sutterwala, 2015).

Las fuentes de ERO que participan en la regulacion del NLRP3 también constituyen
un campo principal de estudio, dada la multiplicidad de agonistas y situaciones patologicas
que implican la activacion del inflamasoma. Aunque no se han caracterizado del todo, hay
evidencia de la participacion de sistemas enzimaticos como la NOX (Dostert et al, 2008; Gao

etal, 2015) o la xantina oxidasa (lves et al, 2015), asi como la mitocondria (Zhou et al, 2011).
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3. Antecedentes

Evidencias recientes sefialan la importancia de las NOX como fuente primordial de ERO en
la regulacion del NLRP3. Por ejemplo, en un modelo in vitro de infeccion por Trichomonas
vaginalis se observo que la actividad de las NOX resulta determinante en la activacion del
inflamasoma NLRP3 (Gu et al, 2016). En el caso de modelos de patologias no infecciosas,
se encontro que la activacion de NOX2 promueve la union de TXNIP al receptor NLRP3 con
una consecuente activacion del inflamasoma (Gao et al, 2015; Dostert et al, 2008; Tseng et
al, 2016; Sun et al, 2015). En este modelo se constatd que la inhibicion farmacolégica de las
NOX provoca la disminucién en la expresion del NLRP3 y de la caspasa-1 activa, resultando

en una disminucion en la produccion de IL-1p (Gao et al, 2015).

En trabajos previos de nuestro grupo, se corrobor6 en un modelo in vivo, que durante
el dafio excitotoxico ocurre un aumento en la actividad de NOX2 dependiente de la
estimulacion de los receptores glutamatérgicos, lo que lleva a un incremento en la produccion
de ERO (Guemez et al, 2011). Otras investigaciones respaldan estos resultados, siendo que
la activacion de los receptores tipo NMDA activan a NOX2 ocasionando gran produccion de
ERO en neuronas postsinapticas de la neocorteza de raton (Girouard et al, 2009). Resultados
similares se han observado en neuronas hipocampales y corticales de raton, mediante la
inhibicion farmacoldgica de las NOX y en ratones KO de p47P"°% constatando asi la
importancia de estos sistemas enzimaticos en la produccioén de ERO (Brennan et al, 2009;
Brennan et al, 2013).

Por otro lado, se sabe que el calcio promueve indirectamente la activacion del
inflamasoma NLRP3. Por ejemplo, en macrofagos derivados de médula 6sea de raton se
observé que el aumento de calcio intracelular promueve el procesamiento de caspasa-1y por
lo tanto la maduracion de IL-1p (Murakami et al, 2012). Adicionalmente, se ha visto que el
influjo de Ca?* por la activacion de los canales TRPM2 inducen la activacion de NOX que
genera la produccion de ERO, lo cual, junto con TXNIP, lleva a la activacion del

inflamasoma NLRP3 en un modelo de hiperglicemia (Tseng et al, 2016).

Se ha sugerido una relacion entre la excitotoxicidad y los procesos inflamatorios. Por

ejemplo, la activacién de los receptores NMDA durante el evento excitotoxico regula
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positivamente la expresion de genes inflamatorios, incluido el gen de la IL-1p (Jander et al,
2000; Viviani et al, 2003). En un modelo in vivo de lesidn cerebral de rata secundaria a la
administracion de acido kainico en el hipocampo, se reportd aumento en la actividad de
caspasa-1 y consecuentemente una alta produccion de IL-1B en neuronas de la capa piramidal
y el giro dentado (Compan et al, 2012); no obstante, no se determin¢ directamente cual es el
inflamasoma responsable de la produccion de IL-1p, dejando abierta la posible participacion
tanto del NLRP1 como del NLRP3. La evidencia apunta a que la IL-1p no sélo participa en
la instauracion del dafio, sino que es un factor importante en la progresion, ya que la
administracion de esta citocina potencia el dafio por isquemia/reperfusion en el cerebro de
ratones, fenémeno que se debe posiblemente a un sistema de retroalimentacion positiva entre
la citocina y la actividad de NOX (Chen et al, 2011).

El entendimiento de la expresion del inflamasoma NLRP3 como respuesta al dafio
excitotoxico también depende del tipo celular, por lo cual ha sido tema de estudio de diversos
grupos. Recientemente se ha reportado la expresion del complejo en microglia y astrocitos,
sin embargo, aun no hay certeza suficiente para caracterizar su expresion en los diversos tipos
de neuronas (Freeman et al, 2017; Yang et al, 2014; Kaushal et al, 2015). Existe evidencia
de la expresion de NLRP3 en algunas neuronas en especifico, por ejemplo, en un modelo de
esclerosis lateral amiotrofica en ratones, reportan la presencia del inflamasoma activo en
neuronas del nicleo anterodorsal del tadlamo (Debye et al, 2018); mientras que Lui y
colaboradores (2013), observaron la presencia del receptor NLRP3 en neuronas corticales

sometidas a traumatismo encefalico.

En cuanto a modelos in vitro se demostré que, en condiciones de privacion de glucosa
y oxigeno, en neuronas corticales aumenta la expresion del receptor NLRP3, asi como del
resto de los componentes del inflamasoma, y que ademas este incremento es dependiente de
la activacion de NFkB, y de otras vias en las que participan cinasas como JNK y ERK (Fann
et al, 2018). En cuestion de nuestro modelo, otros grupos han reportado que durante la muerte
apoptotica en cultivos primarios de neuronas granulares de cerebelo (NGC), se observa la
presencia del receptor NLRP1, asi como la expresion de los elementos ASC y caspasa-1 (Liu
et al, 2004).
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4. Planteamiento del problema

El dafio excitotoxico es un evento que provoca muerte neuronal, observado frecuentemente
en patologias agudas y crénicas del SNC, y en consecuencia al dafo, se desencadena una
serie de eventos que culminaran en un evento inflamatorio en el que participa principalmente
la microglia, pero también, en menor grado, las propias neuronas. La respuesta inflamatoria
es necesaria para la resolucion del evento excitotdxico, sin embargo, el aumento en la
produccion de citocinas inflamatorias es capaz de desencadenar muerte necrética y
apoptética y, por lo tanto, incrementar el dafio tisular. En este sentido, el aumento de IL-18
producido por el inflamasoma NLRP3 durante el proceso neuroinflamatorio, se ha asociado
a muerte celular en diversos modelos de dafio excitotoxico, asi como a la progresion de
diversas patologias del SNC, por lo que caracterizar su regulacion es esencial para incluso

mejorar el prondstico de mualtiples condiciones patoldgicas.

La mayoria de los estudios han situado el papel del inflamasoma directamente sobre
las células del sistema inmune, y en el caso del sistema nervioso en microglia, desconociendo
con precision el papel de las neuronas en este proceso. Por ello, resulta importante evaluar la
respuesta inflamatoria y la posible participacion del inflamasoma NLRP3 en un cultivo
primario de neuronas granulares de cerebelo libre de microglia bajo condiciones
excitotdxicas. Por otro lado, las ERO provenientes de las NOX juegan un papel critico en el
evento excitotdxico y en la inflamacidn en otras células, razon por la que en este trabajo se
precisa caracterizar el papel que tiene la actividad de las NOX en la expresion del NLRP3 y

su repercusion en la muerte excitotoxica en este modelo neuronal.
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5. Hipotesis

Las ERO provenientes de las NOX regulan la expresion y actividad del inflamasoma NLRP3

en condiciones de excitotoxicidad en neuronas granulares de cerebelo.

6. Objetivos

6.1 Objetivo general

Caracterizar la presencia y activacion del inflamasoma NLRP3 y su regulacion por las ERO

producidas por las NOX durante un evento excitotdxico en neuronas granulares de cerebelo.

6.2 Objetivos particulares

En cultivos primarios de neuronas granulares de cerebelo sometidos a una condicion

excitotoxica:

++ Confirmar un ambiente de estrés oxidante por medio de la determinacion de ERO y la
participacion de NOX en estos niveles.

¢ Evaluar la actividad del inflamasoma NLRP3 a través de tres parametros distintos;
caracterizando el patrén de expresion del receptor, asi como su actividad por medio de
la caspasa-1 y la presencia de sus productos IL-1 ¢ IL-18.

¢+ Determinar la participacion de NOX en la activacion del inflamasoma NLRP3 en

distintos momentos de la respuesta subsecuente al estimulo excitotdxico.
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7. Materiales y métodos

En la Figura 6, se muestra de forma esquematica la metodologia empleada con el modelo y

técnicas utilizadas, las cuales se detallan a continuacion.
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Fig. 6. Esquema de la estrategia metodolégica seguida para la obtencién y el tratamiento de NGC
sometidas a dafio excitotoxico, asi como los tiempos a los que se evaluaron los diferentes parametros
experimentales.

7.1 Animales

Los animales empleados en este estudio fueron ratas de la cepa Wistar (Rattus novergicus)
de 7 a 8 dias de edad, proporcionados por el bioterio del Instituto de Fisiologia Celular (IFC).
Su manejo y tratamiento se realiz6 bajo los estandares de cuidado animal y procedimientos
aprobados internacionalmente (NIH Publicacion No.8023, revisado en 1978) y localmente
por el Comité de Investigacion y Etica del IFC de la Universidad Nacional Auténoma de
México (Protocolo No. IMA72-15).

7.2 Cultivos celulares primarios de neuronas granulares de cerebelo

Posterior a la eutanasia por seccion cervical, se disecd el cerebelo para subsecuentemente

disociar el tejido y aislar las neuronas granulares, las cuales fueron cultivadas como se
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describi6 anteriormente (Moran y Patel, 1989). Las células se sembraron a una densidad de
265x10° células/cm? en cajas Petri pretratadas durante 24 horas con poli--lisina (5pg/ml).
Las neuronas granulares de cerebelo (NGC) fueron dispuestas en medio basal Eagle
suplementado con 10% v/v de suero fetal bovino (inactivado por efecto del calor), 25mM de
KCI, 2mM de glutamina, 50pg/ml de estreptomicina y 50U/ml de penicilina. Los cultivos
fueron mantenidos en incubacion durante 7 dias in vitro (DIV) a una temperatura constante

de 37°C y una atmosfera humidificada de aire al 95% y CO» al 5% .

Con el objetivo de inhibir la proliferacion de células gliales, se adiciond citosina
arabinosa (10puM) 24 horas después del sembrado celular, la cual actia promoviendo la
muerte de células gliales en proliferacion celular al ser un inhibidor de la sintesis del DNA
(Negishi et al, 2003). Dichos cultivos neuronales poseen mas del 90% de pureza (Moréan y
Patel, 1989).

7.2.1 Grupos y tratamientos evaluados

Transcurridos 7 DIV, tiempo en que se reporta la maxima respuesta de activacion de
receptores glutamatérgicos tipo NMDA (Nicholls et al, 2006), se retiré el 50% del medio y
se mantuvo en incubacion, mientras las células se trataron con glutamato monosddico
(100puM) durante 30 minutos. Con el objetivo de evaluar un dafio agudo y evitar una
estimulacion cronica por parte del glutamato, posteriormente se retird el medio adicionado
con el neurotransmisor y se regresd el que se separd previamente para continuar con la
incubacion de los cultivos durante diferentes tiempos (1, 6, 12, 24 y 48 horas). Con la
finalidad de evaluar la participacion de NOX, se trabajo de manera paralela con otros dos
grupos, a los cuales ademas de la adicion de glutamato monosodico, se les pretraté durante
una hora con cloruro de difenil iodonio (DPI1) (200 nM) el cual es un inhibidor de NOX,
caracterizado por una alta eficiencia in vitro (Nayernia et al, 2014); o con fluoruro 4-(2-

aminoetil)-bencenosulfonilo (AEBSF) (50 uM), un inhibidor irreversible de serin proteasas.

En todos los casos se incluyeron cuatro condiciones control: 1) un control intacto, al
que no se le sometidé a ninguna manipulacion experimental; 2) un control de cambio de
medio, en el cual se simuld la manipulacién de la caja de cultivo, al realizar el cambio del

medio sin administrar ningln tratamiento; 3) tratamiento de bajo potasio (K5), para inducir
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un estado de muerte apoptdtica (s6lo en ensayo de viabilidad por MTT), caracterizado por el
incremento en la actividad de NOX y una alta produccién de ERO (Zaragoza y Morén, 2017;
Guemez y Morén, 2009); y 4) tratamiento con LPS (500ng/ml) por 5 horas y ATP (5 mM)

por 1 hora para inducir una respuesta inflamatoria.

7.3 Obtencion de lisados celulares

Se trabaj6 con dos protocolos para la obtencion de lisados celulares.

1) La muestra se obtuvo a partir del raspado de las NGC, este fue realizado con
amortiguador salino de fosfatos (PBS); los lisados fueron sometidos de manera
inmediata al ensayo. Dichas muestras se ocuparon con la finalidad de evaluar la
actividad de NOX.

2) Por otro lado, para los ensayos de actividad de caspasa-1 y el analisis de proteinas
por Western Blot, las células fueron lavadas con PBS, posteriormente se rasparon con
amortiguador de lisis (Tris- HCl 10Mm, NaH2PO4 10 mM, NaCl 130 mM, Triton X-
100 1%), y se centrifugaron a 10,000 rpm durante 10min a 4°C, para después

recuperar el sobrenadante.

Para determinar el contenido proteico del lisado se utilizd el método de cuantificacion
Bradford (Bradford, 1976).

7.4 Viabilidad celular

La viabilidad celular se evalu6é como se indica a continuacion.

Los cultivos se incubaron con 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-1)-2,5-Diphenyltetrazolium
Bromide (MTT) por 15 min y posteriormente se elimind el sobrenadante y se incubd a
temperatura ambiente con dimethyl sulfoxide (DMSQO) durante 40 min, para solubilizar el
azul de formazan, producido como resultado de la reduccion del MTT. Esta reduccidn, se
lleva a cabo por la enzima succinato deshidrogenasa, por lo que la velocidad de la reaccion
indica el grado de actividad mitocondrial e indirectamente la viabilidad celular (Bahuguna et

al, 2017). La reaccion produce un aumento colorimétrico que es directamente proporcional
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a la viabilidad celular, el cual se expresa como la diferencia entre la absorbancia de la

solucion medida a 570 y 630 nmy se reporta como porcentaje con respecto al control intacto.

Adicionalmente, se empled el marcaje con calceina-AM e ioduro de propidio, el
primero es un compuesto que emite fluorescencia al interactuar con las esterasas de células
vivas (Bratosin et al, 2005), mientras que el segundo es un marcador de dafio celular, el cual
produce fluorescencia al ingresar a la célula e intercalarse con &cidos nucleicos, debido a la
pérdida de la integridad de la membrana (Rieger et al, 2011). Se tomaron fotografias de tres
campos por cada condicién, con un microscopio invertido de epifluorescencia (Nikon
ECLIPSE Ti) con filtros para deteccion de fluorescencia, utilizando el objetivo 20x. Los
resultados de la cuantificacion se expresan como porcentaje de las células metab6licamente
activas (positivas a calceina-AM) respecto al total de células.

7.5 Deteccion de ERO

La produccion de ERO subsecuente al evento excitotoxico, fue medido por microscopia de
fluorescencia, por medio de la utilizacion de dihidroetidio (dHEt), el cual se oxida por efecto
del Oz 7, transformandose en etidio, un compuesto capaz de intercalarse entre la cromatina,

permitiendo observar el nicleo celular con un color fluorescente rojo (Tanaka et al, 2002).

Las células fueron incubadas a 37°C durante 20 min con dHEt (3.2uM).
Posteriormente, se observaron con un microscopio de epifluorescencia (Nikon ECLIPSE Ti),
utilizando un filtro de excitacion/emision de 546/590nm. Con fines de cuantificacion, fueron
tomadas 3 fotografias por condicion experimental en diferentes campos seleccionados
aleatoriamente, de las cuales se cuantificd la intensidad de fluorescencia por medio del
software Image J (Wayne Rasband). El promedio de las fotografias por muestra se considero

como una n=1, expresando los resultados en unidades relativas de fluorescencia (URF).

7.6 Actividad enzimatica

La actividad enzimatica de NOX y de la caspasa-1 posterior al dafio excitotoxico, se
determin6é utilizando un ensayo de actividad de ambas moléculas por medio de

qguimioluminiscencia y espectrofotometria de fluorescencia, respectivamente.
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7.6.1 NADPH Oxidasa

Se siguio el procedimiento descrito por Minkenberg y Ferber (1984). Este ensayo consistio
en la adicidn de lucigenina (100 uM) y B-NADPH (100 uM) directamente a la muestra
dispuesta en una placa oscura de 96 pozos. Posteriormente, se evalud la intensidad de
luminiscencia, dado que la lucigenina es un compuesto que se reduce por accion del Oz * -,
producto directo de las NOX; la molécula reducida se descompone en dos partes, una de las
cuales se encuentra en un estado excitado presentando una luminiscencia amplificada (Rojas,
2013; Halliwell y Gutteridge, 2015). La cuantificacion de la luminiscencia fue realizada en
un lector Synergy HT durante un lapso de 30 minutos.

La actividad de la NOX se calculd como el delta de la luminiscencia de la lectura
final con respecto a la inicial en cuestion a las unidades relativas de luminiscencia;

expresando los resultados como AURL/min/ug de proteina.

7.6.2 Caspasa-1

La actividad de caspasa-1 fue medida a partir de la escision del sustrato fluorogénico
especifico YEVD-AMC (Peptide Institute, Codigo 3161-v), el cual emite fluorescencia al ser
cortado proteoliticamente de manera especifica por la caspasa-1. La muestra (250 y 400 pg
de proteina) fue colocada en una placa oscura para fluorescencia de 96 pozos, a la cual se le
agrego el amortiguador de ensayo (EDTA 5mM, CHAPS 0.1%, sacarosa 1.5%, HEPES
500mM, DTT 1M y YEVD-AMC). La fluorescencia fue leida a una longitud de onda de

excitacion/emision de 380/460nm en un lector Synergy HT cada 10 minutos durante 2 a 4h.

Se obtuvo la delta de la lectura de fluorescencia final con respecto a la inicial expresada

en URF. Los resultados fueron expresados en AURF/min/ug de proteina.

7.7 Andlisis proteico (Western blot)

Posterior a su tratamiento, las NGC se sometieron a 2 lavados con PBS vy se realizaron
homogenados con amortiguador de lisis adicionado con una mezcla de inhibidores de
proteasas y fosfatasas. Se cargd 80ug de proteina (determinada por método Bradford) en un

gel SDS-PAGE al 8%, que subsecuentemente fue transferido a una membrana de polifluoruro
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de vinildeno (PVDF), y posteriormente bloqueada en una solucion de leche libre de grasas al
5% y TTBS (Tris- 100mM, NaCl 150mM y Tween 0.1%, pH 7.4 ). Subsecuentemente, las
membranas fueron incubadas a 4°C con los siguientes anticuerpos primarios: anti-NLRP3
(1:1000; Cell Signaling D4D8T) y anti-GAPDH (1:2500; Millipore MAB374); seguido de
lavados con TTBS para eliminar el exceso de anticuerpo primario y luego incubados a
temperatura ambiente durante una hora con anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa
de rabano (HRP). Las proteinas fueron visualizadas con la utilizacion de un sistema de
quimioluminiscencia y la exposicion en placas fotosensibles (Kodak BioMaxLightFilm).

La densitometria se realizé con el software Image Studio Lite version 5.2 (LI-COR), del
cual se obtuvo la intensidad de la sefial por banda. La cuantificacién se realizé de acuerdo
con la relacion de intensidad de sefial de NLRP3/GAPDH.

7.8 Determinacion de las citocinas IL-14 e IL-18

7.8.1 Inmunocitoquimica

La deteccion de la IL-1B en NGC, se realizdé por medio de inmunofluorescencia. Para ello,
las células se lavaron con PBS y fueron fijadas con paraformaldehido al 4% durante 25 min
a temperatura ambiente. Posteriormente fueron permeabilizadas durante 45 min con una
solucién de blogueo de PBS adicionada con Tritén X-100 0.03% y albumina sérica bovina
al 2.5% a temperatura ambiente; después se incubaron toda la noche a 4°C con el anticuerpo
primario anti-IL-1p (ab9787) en una dilucion de 1:400 en PBS/BSA al 2.5%. A continuacion,
se incubo el anticuerpo secundario DyLight 488 (1:300) por 1 hora a temperatura ambiente,
protegido de la luz. Para la tincidn de nucleos, se utilizo HOECHST al 0.005% Las células
fueron montadas con medio Fluoromont y se observaron en un microscopio de

epifluorescencia (Nikon ECLIPSE Ti) para la obtencion de imagenes.

7.8.2 ELISA

La determinacion en los niveles de IL-1p e IL-18, se realizd por método de ELISA en los
sobrenadantes de las cajas de cultivo por medio de Kits comerciales y siguiendo las

instrucciones expresadas por el fabricante (eBioscience, No. Cat. 88-7013 y BMS618/3,
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respectivamente). Cabe mencionar que, para la realizacion de estos ensayos fue preciso
concentrar los sobrenadantes de los cultivos primarios de NGC, por medio de la utilizacién
de tubos Amicon Ultra-15 (UFC900308), que fueron centrifugados a 4000 rpm a 4°C durante
1h, en una centrifuga refrigerada (Eppendorf modelo 5804 R).

7.9 Procesamiento de datos

Los datos obtenidos en los diferentes ensayos fueron analizados y graficados con el paquete
estadistico GraphPad Prism 6 (GraphPad Software) para Windows y se expresaron como la
media estadistica + desviacion estandar (SD). La significancia se determin6 a partir de un
analisis de varianza (ANOVA de dos vias), seguida por una prueba post hoc de Tuckey, para
la comparacion maultiple entre controles, tratamientos y tiempos. Se consideraron

estadisticamente significativos aquellos datos con un valor de p<0.05
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8. Resultados

8.1 Viabilidad celular

Como primer acercamiento a la caracterizacion del dafio excitotoxico en el cultivo primario
de NGC se evalud la condicion de muerte inducida por glutamato utilizando las pruebas de
transformacion de MTT vy la relacién calceina-AM - ioduro de propidio. Como se muestran
en las Figuras 7 y 8, respectivamente. En la prueba de MTT, se observa que la muerte

ocasionada por excitotoxicidad a las 24h es de aproximadamente 15.51% (+14.58%) y ésta
se incrementa a 19.89% (+£18.85%) a las 48h.

El Glutamato (100 pM)
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Fig. 7. Viabilidad celular resultado del dafio por glutamato en cultivos de NGC evaluada por ensayo
de MTT. Los resultados corresponden a experimentos en los que se evalud el impacto del glutamato
a 24y 48 hrs, asi como el efecto del DPI (200 nM). Se incluyen las condiciones controles intacto (Ci)
y de cambio de medio (Cc), tratamiento de LPS y ATP (N+) y de bajo potasio (K5). Las barras
muestran las medias estadisticas £SD, * corresponde a p<0.05 con respecto al Cc, los resultados son
el promedio de 4 experimentos independientes.

Para corroborar los datos obtenidos por el ensayo de MTT, se realiz6 también una
prueba de calceina-AM y ioduro de propidio, cuyo resultado se ilustra en la Figura 8. En ella,

es posible observar que la viabilidad celular es muy similar a la observada con la reduccion
del MTT.

Como era esperado, se observé que el modelo de excitotoxicidad por estimulacién
aguda de glutamato en cultivos de NGC es capaz de inducir muerte neuronal.
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Fig. 8. Fotografias representativas de una prueba de calceina-AM y ioduro de propidio mostrando la
viabilidad celular subsecuente al dafio excitotdxico. En la imagen se observan un par de tomas
representativas de un campo por cada condicion, de 3 campos totales en un experimento (n=1), en el

que se evalué la viabilidad a las 24 y 48h posteriores al dafio, asi como el respectivo pretratamiento
con DPI; también se incluyen las condiciones controles intacto (Ci) y de cambio de medio (Cc).
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8.2 Evaluacion de la produccion de ERO por excitotoxicidad

Trabajos previos de nuestro grupo demostraron que la administracion de glutamato promueve
un aumento en la produccion de ERO en cultivos primarios de NGC (Maycotte, 2009); sin
embargo, esta determinacion se realizo solo hasta 8 horas posteriores al evento agudo. El
presente trabajo amplio esta ventana temporal, con el fin de valorar la produccion de ERO

hasta 48 horas posteriores a la administracion de glutamato.

En la Figura 9.a se observa la cuantificacion de la fluorescencia del dHEt como
indicativo de la produccion de ERO. Tras la administracién de glutamato aumenta la
produccién de ERO 4.96 (+0.49) veces con respecto a los niveles basales sin estimulo
(control cambio de medio), que se mantiene a las 6h post-administracion (6 £0.71 veces con
respecto al control), 12h (4.88 £1.19 veces con respecto al control), y 24h (2.85 +1.38 veces
con respecto al control). Sin embargo, la cantidad de ERO comienza a disminuir a partir de
las 24 y 48h (p<0.05 con 2.03 +£1.38, y p<0.001 con 3.38 +£0.85 veces respectivamente, con

respecto a la produccion a las 12h tras la administracion de glutamato).
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Fig. 9. Produccién de ERO en respuesta a la administracion de glutamato. En a) se muestra la
produccién de ERO a través del tiempo, posterior a la administraciéon de glutamato. Los *** indican
una diferencia significativa (p<0.001) con respecto al control de cambio de medio. En b) se observa
el efecto del DPI en la produccién de ERO inducida por glutamato a distintos tiempos. La
significancia esta dada con relacion al tiempo post-dafio con respecto a su tratamiento con DPI, en
donde * indica un valor de p<0.05 y ** uno de p<0.01. Los graficos muestran la media £SD, resultado
de 4 experimentos independientes y expresada en unidades relativas de fluorescencia.

Los cultivos tratados con DPI presentaron menor produccion de ERO a 1h (1.97 £1.3
veces) y 6h (2.5 +0.73 veces) en comparacion con los que solo se les administré glutamato

(Figura 9.b). En los tiempos posteriores no se observan diferencias significativas.

Estos resultados, confirman que el modelo de dafio excitotdéxico por administracion
de glutamato en cultivos primarios de NGC, cursa con un incremento en la produccién de
ERO y que este aumento depende parcialmente de la actividad de las NOX, al menos en las

primeras 6 horas subsecuentes a la administracion de glutamato.

8.3 Analisis de la actividad de NADPH Oxidasa

Con la finalidad de caracterizar la participacidn de las NOX en el dafio excitotoxico en este
modelo, se evalud su actividad posterior a la administracion de glutamato a lo largo del
tiempo a través de un ensayo de cinética enzimatica por luminiscencia. En la Figura 10.a se

observa un aumento en la actividad de las NOX a la 1h y 12h post-estimulo excitotoxico; en
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cuanto a la primera hora hay un incremento de 1.61 (£0.18) veces de la actividad registrada
en el control de cambio de medio, mientras que a las 12h observamos un pico en la actividad,
siendo de 8.4 (£3.87) veces mas que dicho control. A partir de este tiempo, ocurre una
disminucién gradual en la actividad de NOX, ya que a las 24hrs se encuentra 6.03 (+0.59)
veces por debajo de la actividad registrada a las 12h (p<0.001); y a las 48h la actividad regresa
al estado basal (control cambio de medio) (p<0.001 con respecto a la actividad percibida a
las 12h, con una disminucion de 7.8 +1.14 veces).

También se evalu6 el efecto inhibidor sobre NOX de dos farmacos, el DPI (200 nM)
y el AEBSF (50 uM) (Figura 10.b). Los cultivos pretratados con DPI muestran una reduccion
importante en la actividad a la primera hora (2.06 +0.23 veces) y las 24 horas (3.37 £0.29
veces) con respecto a los cultivos tratados solo con glutamato, alcanzando incluso los niveles
basales mostrados en el control de cambio de medio. EI AEBSF, por su parte, muestra al
igual que el DPI, una disminucion en los mismos tiempos, a 1h 1.69 +0.19 veces, y a las 24h
2.91 £0.11 veces); sin embargo, este pretratamiento logra reducir también la actividad a las
12hrs (8.45 £0.64 veces).
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Fig. 10. Actividad de las NADPH oxidasas posterior al evento excitotoxico en NGC. En a) se observa
el patrén de actividad en respuesta al estimulo. La significancia esta dada con relacion al control
cambio de medio. En b) se muestra el efecto de dos inhibidores farmacolégicos de la NOX, el DPI
(200 nM) y el AEBSF (50 pM). Se muestra la media £SD, resultado de 4 experimentos
independientes, y los asteriscos indican diferencias significativas, siendo * (p<0.05), ** (p<0.01) y
*** (p<0.001) con respecto al control de cambio de medio.
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Estos resultados indican que durante el dafio excitotoxico en las NGC ocurre un
incremento en la actividad de las NADPH oxidasas, el cual se previene mediante el
pretratamiento con inhibidores farmacoldgicos de las NOX; cabe destacar que el mecanismo
de accion de estos farmacos es diferente, lo cual podria explicar la diferencia del
comportamiento de la actividad de NOX en ciertos tiempos, hecho que sera mencionado con

mas detalle en el apartado de Discusion.

8.4 Presencia del receptor NLRP3

Una vez caracterizado el perfil de actividad de las NOX y la produccion de ERO en NGC
ante un evento de excitotoxicidad, procedimos a evaluar la presencia del receptor NLRP3
como punto de partida para identificar el estado de activacion del inflamasoma. Mediante un
ensayo de inmunodeteccion se evaluo el nivel de expresion del trimero, el cual se muestra en
la Figura 11. Observamos que tras la administracion de glutamato hay un aumento del
NLRP3 a las 12 de 2.45 (+1.78) veces y 24h de 1.23 (£1.04) veces con respecto al registrado
para el control de cambio de medio. Para el resto de los tiempos evaluados (1, 6 y 48h) no
hay un cambio en los niveles del receptor con respecto al mismo control (p<0.05). Ademas,
con la finalidad de establecer una asociacion directa entre ERO y la presencia del NLRP3, se
observé que al estimular a los cultivos primarios de NGC Unicamente con H2O2 ocurre un

incremento del receptor (Figura Suplementaria A).
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Fig. 11. Presencia del NLRP3 en NGC sometidas a dafio excitotoxico. En a) las barras indican el
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valor de las densitometrias de la relacion NLRP3/GAPDH vy los resultados se encuentran
normalizados con relacion al control cambio de medio. Los datos son la media estadistica £SD de 3
experimentos independientes en donde p<0.05 (*) y p<0.001 (***) son significativamente diferentes
al control de cambio de medio. Por otro lado, en b) se observa una imagen representativa, en la cual
se muestra los niveles del receptor NLRP3 a través del tiempo (1, 6, 12, 24 y 48h) en NGC; asi como
el control positivo con LPS y ATP, un control intacto (Ci), cambio de medio (Cc); y la proteina
GAPDH como control de carga.

Para comprobar la existencia de una relacion entre las ERO, la actividad de las NOX y
los niveles del receptor NLRP3, se evalud la presencia del NLRP3 en cultivos pretratados
con DPI (Figura 12). Observamos que la inhibicion de NOX tiene repercusion en la cantidad
proteica del receptor a las 12h disminuyendo los niveles 2.5 (£0.31) veces, y 1.39 (x0.21)
veces a las 24h post-estimulo excitotoxico. Estos resultados sugieren que la actividad de las
NOX esta relacionada con la regulacion del NLRP3 en respuesta al evento excitotoxico en

tiempos especificos.

a) b) Glutamato
(100 uM)
LPS ,
atp C
NLRP3
© ~ 6 * 110kDa | [P — . 4
° —
123 V e
i * o '.-m
bR 36 kDa
930
[
o N
4
zE2 2
= C) Glutamato
> (200 UM)
Q 0 0 N N N N N LS
":é o\@"‘ (c\eb\ OQ QQ QQ QQ QQ ATP Cc 24h op) 48h op)
&
N Ué\v § 1h 6h  12h 240 48h LR
\"'b& 110 kDa | — e R o —
¢ Glutamato (100 uM)
GAPDH
36kDa "-" ~'“-_‘

Fig. 12. Papel de las NOX en la presencia del receptor NLRP3 en NGC. a) Las barras indican el valor
de las densitometrias de la relaciéon NLRP3/GAPDH vy los resultados se encuentran normalizados con
relacién al control cambio de medio. Los datos son la media estadistica £SD de 3 experimentos
independientes. p<0.05 (*) indica significancia entre el tiempo y el tratamiento con DPI. En b) y c)
se observan imagenes representativas del ensayo por Western blot, en donde se muestra el efecto del
DPI sobre los niveles del NLRP3 a 1, 6 y 12h posteriores al estimulo, y a las 24 y 48h,
respectivamente. En ambas, se muestra un control positivo (LPS y ATP), un control intacto (Ci) y
uno de cambio de medio (Cc). Como control de carga, se muestra el bandeo de GAPDH.
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8.5 Analisis de la actividad del Inflamasoma NLRP3

Con la finalidad de determinar la actividad catalitica del inflamasoma NLRP3, se evaluaron
la actividad proteolitica de la caspasa-1 y la concentracion en sobrenadantes de los productos

directos del complejo, la IL-1p y la IL-18.

8.5.1 Actividad de Caspasa-1

La actividad de esta proteasa se midié por un ensayo de cinética enzimatica por
fluorescencia. En la Figura 13.a, se observa la actividad caspasa-1 en las NGC durante el
evento excitotoxico producido por la administracion de glutamato. A partir de las 12h, la
actividad proteolitica de la caspasa-1 se encuentra incrementada 0.73 (x0.47) veces, en
relacion con el control de cambio de medio (p<0.05). A partir de las 24h y hasta las 48h se
observa un mayor incremento de 1.73 (x0.82) y 1.29 (+0.4) veces lo registrado en el control
cambio de medio (p<0.001), respectivamente. Por otro lado, la inhibicion de NOX tiene
efecto Unicamente a las 24h y 48h, mostrando una disminucion de la actividad de 1.36 (+0.33)
y 1.15 (+0.53) veces respectivamente, siendo estos los tiempos en los que se registré mayor
actividad de la caspasa-1 (Figura 13.b). Ademas, el H20- por si solo es capaz de incrementar

la actividad de caspasa-1 en los cultivos primarios de NGC (Fig. Suplementaria B).
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Fig. 13. El aumento de la actividad de caspasa-1 como componente importante del inflamasoma
NLRP3. En a) se observa la actividad de la proteasa posterior a la administracion de glutamato; los
datos significativamente diferentes con respecto al control de cambio de medio son indicados con *
(p<0.05) y *** (p<0.001). Por otro lado, en b) se muestran los valores correspondientes al tratamiento
de inhibicién de NOX comparados con los distintos tiempos post-dafio, mostrando significancia *
(p<0.05). Los resultados de esta figura corresponden a 4 experimentos independientes.
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8.5.2 Perfil de Citocinas

Como ultimo acercamiento para caracterizar el estado de activacion del inflamasoma NLRP3
se procedio6 a evaluar la presencia de las citocinas IL-1p ¢ IL-18 en el sobrenadante de los
cultivos de NGC. En cuanto a la IL-1p (Figura 14), las variaciones en los datos obtenidos en
el ensayo no permitieron determinar diferencias entre los grupos, lo cual podria deberse a
que la cantidad de IL-1p producida en neuronas es muy baja, a tal grado que, a pesar de
concentrar la muestra, el ensayo por ELISA no fue capaz de detectar con precision la
concentracion de citocina, razén por la cual es importante considerar la repeticion del ensayo

con la utilizacion de una ELISA con mayor sensibilidad.
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Fig. 14. Niveles de IL-1B en sobrenadantes de cultivos de NGC. Las barras indican las medias
estadisticas +SD de dos experimentos independientes, en los cuales se evalud la presencia de la
citocina a 1, 6, 12, 24 y 48h posteriores al dafio agudo por glutamato, asi como el efecto de la
inhibicion de NOX con DPI. Condiciones controles: control positivo (LPS y ATP), control intacto
(Ci), y control cambio de medio (Cc).

Ademas, de manera demostrativa se muestran las fotografias de un ensayo de
inmunocitoquimica, en el cual podemos constatar la marca dentro del soma de las NGC
(Figura 15). Observamos una mayor intensidad en la sefial fluorescente en las células a las
12 y 24h posteriores al dafio excitotoxico. Sin embargo, cabe sefialar que se requieren mas

€ensayos para corroborar estos datos.

Los resultados anteriores sugieren la presencia de IL-1p en las neuronas granulares

cerebelares en respuesta a un estimulo excitotoxico por glutamato.
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Fig. 15. Inmunocitoquimica demostrativa que constata la presencia de IL-1p en NGC sometidas a
dafio excitotoxico. Se muestra la sefial fluorescente correspondiente a la marca de IL-1p, asi como el
empalme de imagenes, indicando tanto la marca de la citocina, como la tincién del nicleo con
Hoechst. Se tratan de fotografias representativas de un experimento, a 1, 6, 12, 24 y 48h posteriores
a la administracion de glutamato, asi como un control de cambio de medio, como referencia.
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También se evaluaron los niveles de la IL-18, cuya maduracion también es
dependiente del inflamasoma NLRP3, por medio de la actividad de caspasa-1. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 16; en el inciso a se observa el curso temporal de la
presencia de esta citocina en los sobrenadantes de los cultivos de NGC estimulados por la
administracion de glutamato. Contrario a lo esperado, desde la primera hora post-
administracion, ocurre una disminucion del 62.47% en la concentracion de la citocina con
respecto al control de cambio de medio (de 4328 £803 pg/ml del control de cambio de medio,
a 1625 £190 pg/ml). Estos niveles se recuperan gradualmente hasta las 12h (p<0.05), tiempo
en el que ya no existen diferencias con el control. Sin embargo, a las 24 y 48h posteriores,
ocurre nuevamente una disminucion a 883 (x177) pg/ml y 1946 (+588) pg/ml,
respectivamente en la produccion de la IL-18. Por su parte, la inhibicion de NOX por DPI,
no muestra efecto mas que en la primera hora, disminuyendo en un 70.38% (a 1282 +42
pg/ml) con respecto a la cantidad basal de IL-18 (Figura 16.b).

Estos resultados sugieren que las neuronas tienen la capacidad de produccién y/o

maduracion de las interleucinas 1p y 18.
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Fig. 16. Produccion de IL-18 en NGC. a) La concentracién de interleucina presente en los
sobrenadantes neuronales a los distintos tiempos evaluados, posteriores a la lesion por glutamato. La
significancia queda representada con * (p<0.05) y *** (p<0.001) con relacién al control cambio de
medio. En b) se observa el efecto del DPI sobre la produccion de 1L-18, observando una significancia
entre tratamientos con un valor de p<0.05 (*). Las barras de ambas muestran la media estadistica +SD
resultado de 3 experimentos independientes.
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9. Discusion

La adicion de glutamato monosadico a los cultivos primarios de NGC permite observar el
comportamiento clasico del dafio excitotdxico agudo en neuronas. Este modelo se caracteriza
por la diminucion de la viabilidad; anteriormente nuestro equipo de trabajo report6 que la
administracion de glutamato (100 uM) induce aproximadamente la muerte del 50% de las
neuronas tratadas a 24 horas posteriores a la estimulacion (Maycotte, 2009). En el presente
trabajo reportamos que la muerte neuronal observada fue de la mitad, lo cual probablemente
se deba a que no se coadministr6 glicina, aminoacido que promueve la activacion de los
canales tipo NMDA, potenciando de esta manera el efecto excitotoxico. Contar con un
modelo de dafio excitotoxico con mayor viabilidad a las 24h nos permitié observar la
respuesta de las neuronas supervivientes al dafio y no sélo las caracteristicas de los procesos
de muerte celular. En cuanto al efecto del pretratamiento con DPI sobre la viabilidad
neuronal, no observamos un efecto de neuroproteccion, lo cual sugiere la existencia de

mecanismos de muerte independientes de la activacion de las NOX en nuestro modelo.

Como se abordd anteriormente, el incremento en la produccion de ERO es
considerado como un evento determinante en el dafio excitotoxico. Trabajos previos de
nuestro grupo reportaron en modelos in vivo que la administracion de glutamato promueve
el incremento de la produccién de ERO por 12h posteriores a la estimulacion del nicleo
estriado en ratones (Guemez et al, 2011), y de 8h en el caso particular de los cultivos
primarios de NGC (Maycotte, 2009). En este trabajo caracterizamos la produccién de ERO
en una ventana temporal mas amplia, lo que permitié observar que el nivel de ERO se
mantiene elevado hasta 24h posteriores a la administracion de glutamato, para después

descender a niveles basales a las 48h.

En relacion con lo anterior, trabajos previos sefialan que este incremento es resultado
del aumento de la actividad de las NOX, ya que tanto en ratones deficientes de NOX2, como
en los tratados con inhibidores farmacoldgicos de las NOX (apocinina), se ha reportado la
disminucidn en la produccion de ERO durante el evento excitotoxico (Guemez et al, 2011).
En nuestro modelo observamos que la administraciéon de glutamato promueve un aumento
de la actividad de las NOX en tiempos especificos; el primero solo una hora después del

estimulo y el segundo a las 12h. Después de la primera hora, la actividad vuelve a los niveles
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basales, debido probablemente a que dicho aumento se produce por efecto directo de la union
del glutamato a sus receptores (Girouard et al, 2009; Brennan et al, 2009; Brennan et al,
2013), pero es regulado negativamente por mecanismos homeostéticos tales como las
barreras antioxidantes. El segundo aumento observado a las 12h se mantiene hasta las 24h,
debido probablemente a que, en este punto, la actividad de las NOX forma parte de una
respuesta compleja al dafio neuronal ocasionado por el aumento de glutamato. Un argumento
a favor de esta hipotesis es que moléculas que participan en la respuesta inflamatoria, tales
como la IL-1B, mantiene una importante asa de retroalimentacién positiva con la NOX2
(Chen et al, 2011). Esta respuesta bifasica se ha observado en modelos in vivo de dafio

excitotoxico realizados por nuestro grupo (Hernandez y Moran, en publicacion).

Para corroborar la participacion de las NOX en el aumento de las ERO durante el
dafio excitotoxico, implementamos la inhibicién farmacoldgica de la enzima por medio de
DPI y AEBSF. Por una parte, el AEBSF interfiere en la formacion del complejo, en la unién
de p47P"* y p67P"°X con el citocromo bsse (Diatchunk et al, 1997), mientras que el DPI, acepta
un electron de la flavina de NOX, formando un aducto covalente (O’Donnel et al, 1993). Sin
embargo, ambos son considerados como inespecificos, dado que el DPI es un inhibidor de
flavoproteinas de amplio espectro, limitando no sélo la NOX, sino también la xantina
oxidasa, la 6xido nitrico sintasa (NOS) y proteinas de la cadena de transporte de electrones
de la mitocondria (Wind et al, 2010; Lambert et al, 2008); mientras que el AEBSF actua
sobre todas las proteasas de serina (Diatchunk et al, 1997). Con estas consideraciones, ambos
compuestos disminuyen la actividad de NOX en los puntos cruciales de actividad suscitada
por dafio excitotdxico. Se decidié trabajar con DPI como inhibidor de NOX por su papel en
eventos inflamatorios ligados especialmente al inflamasoma NLRP3 (Dostert et al, 2008;

Hewinson et al, 2008; van Bruggen et al, 2010).

En nuestro modelo, el tratamiento con DPI disminuyo la actividad de las NOX y la
produccién de ERO en tiempos cortos (hasta las 6h); sin embargo, a pesar de que observamos
la disminucién de la actividad de las NOX también a las 24h, esta no se acompafia de la
disminucién de ERO. La falta de correlacion entre la disminucion de la actividad de las NOX
y la produccion de ERO a las 24h, sugiere que en estos tiempos el aumento de ERO depende

de otros sistemas enzimaticos independientes de las NOX, como fosfolipasas,
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ciclooxigenasas, lipooxigenasas, xantina oxidasa y la propia mitocondria cuya actividad se
ha descrito en NGC (Bobba et al, 2008). Es destacable que el DPI por si solo, dada su
naturaleza quimica de inhibicion a flavoproteinas, se ha asociado a la alteracion de mualtiples
rutas metabolicas, e incluso es capaz de inducir y/o potenciar el estrés oxidante celular y
fomentar un incremento en la cantidad de ERO (Riganti et al, 2004; Lambert et al, 2008).

Debido a que la respuesta inflamatoria es determinante en la resolucion de dafio y la
muerte neuronal excitotdxica, estudiamos el papel del inflamasoma NLRP3 en dicho evento.
Por lo que evaluamos los siguientes parametros de activacion: cuantificacion proteica del

receptor NLRP3, actividad de caspasa-1 y perfil de las citocinas IL-1p e IL-18.

En este trabajo observamos que 12h después de la administracion de glutamato,
ocurre un incremento en la proteina NLRP3 y que dicho aumento se mantiene hasta las 24h.
Por su parte, la caspasa-1 se activa ligeramente a partir de las 12h y permanece aumentada
hasta las 48h. Estos resultados indican que la regulacion del inflamasoma se lleva a cabo por
una activacion limitada de la caspasa-1 seguida por un incremento de los niveles del NLRP3.
La activacion de caspasa-1 podria deberse a un aumento de la capacidad proteolitica existente
del complejo, y después como consecuencia de un aumento a nivel transcripcional. Se ha
propuesto la participacion de mecanismos de activacion no transcripcionales como
modificaciones postraduccionales, incluyendo fosforilaciones y/o ubiquitinacion ya sea del
propio receptor o de la proteina ASC ASC (Juliana et al, 2012; Hara et al, 2013; Song et al,
2017). No se puede descartar, ademas, que la actividad de caspasa-1 esté asociada a la
activacion de otros complejos como el inflamasoma NLRP1, como ha sido descrito en otros
modelos (Gorfu et al, 2014).

Por otra parte, sabiendo que el incremento en la produccién de ERO constituye un
evento principal durante el dafio excitotoxico, se evalud directamente su efecto sobre el
estado de activacion del inflamasoma. Para corroborar dicha asociacion, se administro H2O-
al cultivo de NGC. De manera interesante, esta condicién produjo un incremento en la
actividad de caspasa-1 y en la presencia del receptor NLRP3; esto constata la participacion
de las ERO en la activacion del inflamasoma NLRP3 en neuronas. Ademas, como perspectiva
a este trabajo, resultaria de interés la utilizacion de antioxidantes para confirmar la

contribucién de ERO en la regulacién del inflamasoma.
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Los datos obtenidos sugieren que la respuesta celular frente al dafio excitotoxico en
NGC cursa con dos fases. Una primera fase ocurre dentro de las primeras 6h posteriores al
estimulo y se caracteriza por un aumento tanto en la actividad de NOX como en la produccion
de ERO, asi como una disminucién de IL-18. En este sentido, se ha reportado en otros
modelos que un aumento en la actividad de NOX2 regula positivamente la activacion de
NFkB (Han et al, 2013). Se sabe que dicho factor de transcripcion participa en la regulacion
de las interleucinas, lo que podria explicar la relacion inversa del aumento de la actividad de
las NOX y la produccion de 1L-18 en nuestro modelo. La segunda fase observada, sucede de
las 12h a 24h, en la cual observamos de nueva cuenta un aumento en la actividad de las NOX
y la permanencia de los niveles aumentados de ERO. En esta fase, estos fenémenos se
encuentran estrechamente relacionados con un aumento en los niveles de proteina del NLRP3
y de la actividad de caspasa-1. Esta asociacion de eventos se apoya en los resultados
obtenidos con los cultivos a los que se les pretrato con DPI. Ademas, este hallazgo es
respaldado por otros estudios en diferentes tipos celulares, en los cuales se asocia a la
actividad de las NOX en la regulacion del inflamasoma, tanto en modelos in vitro (Dostert et
al, 2008; Hewinson et al, 2008; van Bruggen et al, 2010; Sun et al, 2015), como in vivo,
definiendo la participacion especifica de los homdlogos NOX2 y NOX4, a través de ERO y
la proteina TXNIP (Chen et al, 2011; Dostert et al, 2008; Sun et al, 2015; Shah et al, 2015;
Gao et al, 2015).

La relacion que observamos entre los niveles de ERO y la activacion del inflamasoma
a lo largo del tiempo, indican que la activacion del complejo se lleva a cabo en condiciones
redox muy especificas y bajo una regulacion muy fina; este argumento también ha sido
sugerido por Abais y colaboradores (2015), destacando la importancia del estado redox ergo

el papel especifico de ERO en la activacion del inflamasoma NLRP3.

Es importante destacar que, a pesar de que el objetivo de este trabajo fue caracterizar
la participacion de las NOX y ERO en la activacion del inflamasoma NLRP3 ante dafio
excitotdxico, no podemos hacer a un lado el papel que juega el influjo de calcio en la
regulacion de este complejo, cuyos efectos no deben ser descartados en este modelo, ya que

se ha reportado como participe en la activacion del inflamasoma NLRP3 mediado por TXNIP
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y NOX (Tseng et al, 2016), ademas de su efecto en la activacién de NOX (Fann et al, 2013),
de la caspasa-1 y el procesamiento de IL-1p (Rada et al, 2014).

Los resultados preliminares de la determinacion de los niveles de IL-1B en los
sobrenadantes de los cultivos de NGC correlacionan con la localizacion celular de la marca
para la interleucina en los tiempos donde aumenta la actividad de caspasa-1. Para establecer
el papel de las NOX en la regulacién de la produccion de IL-1p, es preciso determinar con
mas detalle la ubicacion intracelular de la marca de la citocina, asi como del receptor NLRP3
y del componente ASC; datos que resultarian de apoyo para confirmar que el inflamasoma
se encuentra activo (Misawa et al, 2013). Kdnigsberg (2017) reporté que, en un modelo de
senescencia, la secrecion de IL-1a en cultivos de astrocitos se encuentra en el rango de
5pg/ml que, a pesar de la baja concentracion, muestra tener efecto en la progresion de la
senescencia celular. Esta citocina, es de la familia de la interleucina-1, y al igual que la IL-
1B se le considera proinflamatoria. Por lo anterior, es probable que los resultados no
concluyentes sobre la concentracion de IL-1 en nuestro modelo, se deban a que las neuronas
secreten una cantidad de citocina que no es posible detectar adecuadamente por los métodos

empleados.

Nuestros resultados indican que el aumento extracelular de glutamato promueve la
diminucion en la produccion de IL-18 tanto en la primera (1h) como en la segunda fase (24h)
de dafio, lo cual podria ser parte del mecanismo de muerte neuronal, ya que dicha interleucina
se asocia a la activacion de vias de neuroproteccion (Andoh et al, 2008); o bien, como parte
de la regulacion que ejerce sobre la liberacion y captacion de glutamato en la presinapsis
(Kanno et al, 2004; Francesconi et al, 2016). En nuestro estudio, la diminucion de IL-18 a
las 24h, guarda relacién con el aumento en la cantidad de NLRP3 y de la activacion de
caspasa-1, lo cual es concordante con reportes previos que sefialan una relacion inversamente
proporcional entre la produccion de IL-1B y la IL-18 (Lin et al, 2013); aunque en este trabajo
no fuimos capaces de constatar el aumento en la produccion de IL-1B, los parametros
cuantificados son sugerentes de su produccién en este modelo. Otra muestra del dinamismo
en cuanto a la produccion de interleucinas puede observarse en un modelo de infeccion por
Toxoplasma gondii, en el cual la produccion de ambas citocinas (IL-1 e IL-18) a pesar de

tratarse del mismo estimulo bacteriano presenta discrepancias entre el ensayo in vitro como
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in vivo (Gorfu et al, 2014), indicativo de la importancia del contexto celular y/o sistémico en

la respuesta inflamatoria.

Los datos presentados contribuyen a la caracterizacién de la activacion del
inflamasoma NLRP3, particularmente en la cantidad proteica del NLRP3, actividad de
caspasa-1 y de los niveles de IL-18 en condiciones basales y su modificacion frente a un
evento excitotdxico. Esta evidencia nos acerca al entendimiento del papel del inflamasoma
como parte de la homeostasis neural, por medio de la produccién de IL-18. Nuestros
hallazgos sobre la presencia constitutiva del NLRP3 concuerdan con reportes previos en los
cuales se describe la expresion y activacion del NLRP3 en neuronas corticales de rata en
condiciones fisiologicas (Lammerding et al, 2015). De manera similar, se ha reportado que
el inflamasoma se encuentra en forma de complejo preensamblado listo para su activacion

ante un estimulo de dafio (Compan et al, 2012).

Existe gran cantidad de evidencia acerca de la participacion del inflamasoma NLRP3
en células del sistema inmune, sin embargo, en lo que respecta al SNC aun falta por describir
los mecanismos finos de su activacion en la progresion de diversas situaciones patologicas
(Zhou et al, 2016). Hasta el momento, la presencia del inflamasoma NLRP3 en microglia es
indiscutible; sin embargo, alin se encuentra en debate su presencia en astrocitos y neuronas.
Nuestros resultados sugieren que las NGC de rata, poseen la maquinaria necesaria para que
se lleve a cabo la activacion de este complejo, al menos en condiciones de excitotoxicidad.
Trabajos en rata con modelos de lesion traumatica cerebral (Liu et al, 2013) y de médula
espinal (Zendedel et al, 2015) respaldan nuestros resultados mostrando la presencia y
activacion del NLRP3 en neuronas. Ademas, en otras condiciones patologicas en ratdn tales
como la isquemia y reperfusion (Fann et al, 2013) y modelos de esclerosis lateral amiotréfica
(Debye et al, 2018), se reporto la presencia del NLRP3 en el citosol de neuronas corticales y

del ndcleo anterodorsal del tadlamo, respectivamente.

No se ha identificado un mecanismo principal de activacion del inflamasoma en
astrocitos y microglia, lo que podria ser reflejo de la multiplicidad de estimulos que pueden
activarlo. Es probable que la diversidad de mecanismos que participan en su regulacion sea

la causa de la aparente ausencia del NLRP3 en neuronas reportada en otros modelos, como
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de isquemia por oclusion de la arteria media cerebral (Yang et al, 2014) y en cultivos

neuronales humanos con enfermedad de Alzheimer (Kaushal et al, 2015).

Finalmente, no podemos perder de vista la participacion de otros inflamasomas
caracterizados ampliamente en neuronas, tales como el NLRP1 (Liu et al, 2004; Walsh et al,
2014). Por estos motivos, es necesario ampliar la evidencia de la presencia del inflamasoma
NLRP3 y su activacion durante el dafio excitotdxico, prestando particular atencion en la
ubicacion especifica de sus elementos y su interaccidn con estructuras reguladoras
(Bauernfeind et al, 2009).

10. Conclusiones

Una condicion excitotoxica en NGC incrementa los niveles celulares de ERO hasta por 24h
posteriores a la estimulacion. Esta condicion provoca un aumento en la actividad de las NOX
y promueve un incremento en los niveles proteicos del receptor NLRP3 y en la actividad de
caspasa-1. Tanto el aumento del receptor NLRP3 como de la actividad de caspasa-1 son
parcialmente dependientes de ERO vy particularmente, de la activacion de NOX. De manera
general, una condicion excitotoxica induce la produccion de IL-1p y una disminucion en la
produccién de IL-18. Estos datos demuestran por primera vez la presencia y activacion del
inflamasoma NLRP3 en neuronas granulares de cerebelo y su participacion en un evento de
muerte neuronal. Ademas, los resultados en su conjunto sugieren un papel del inflamasoma

NLRP3 en la homeostasis neuronal.
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11. Figuras Suplementarias
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Figura A. El perdxido de hidrdgeno induce un incremento del receptor NLRP3. Se muestra un
experimento, en el cual es posible observar que Unicamente las concentraciones mas bajas evaluadas
(10 y 24 uM) producen un incremento en la presencia del receptor citosélico en contraste a los
controles intacto (Ci) y de cambio de medio (Cc).
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Figura B. El perdxido de hidrégeno induce un incremento en la actividad de caspasa-1. Se evaluaron
distintas concentraciones de H2O-, sin embargo, entre ellas no hay diferencia estadistica, la mas baja
de ellas (10puM) fue capaz de registrar un incremento de la actividad proteolitica de la enzima. Las
barras indican la media estadistica +SD de 3 experimentos independientes, en donde la significancia
esta dada con respecto al control con un valor de p<0.05 (*), p<0.01 (**), y p<0.001 (***).
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