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Resumen

Antecedentes. El sistema ubiquitin-proteasoma se encarga de la degradacion de
proteinas intracelulares y requiere de unas proteinas llamadas ligasas de ubiquitina que
brindan especificidad de sustrato al sistema. Uno de los blancos de la culina 3 (Cul3),
una ligasa de ubiquitina, es el factor nuclear eritroide 2-relacionado al factor 2 (Nrf2). El
Nrf2 se considera el principal regulador de la respuesta antioxidante. La Cul3 se
modifica postraduccionalmente por la proteina 8 en las células precursoras neurales-
regulada negativamente en el desarrollo (Nedd8 por sus siglas en inglés: Neural
precursor cell expressed developmentally dow-regulated protein 8), esta modificacién

se necesita para la actividad ligasa de ubiquitina de Cul3.

Justificacion. Inhibir la nedilacion podria significar un nuevo blanco terapéutico contra
el estrés oxidante y por ello, en este trabajo surge el interés de investigar y evidenciar
si el inhibidor de la nedilacion MLN4924 modifica la respuesta antioxidante mediada por
Nrf2.

Hipotesis. El inhibidor de la nedilacion MLN4924 aumentard los niveles del factor Nrf2
y con ello, se protegera del estrés oxidante inducido por peroxido de hidrégeno (H205)

a las neuronas granulares de cerebelo.

Objetivo. Estudiar el efecto del inhibidor de la nedilacion MLN4924 sobre los niveles de

Nrf2 y la disminucién de la viabilidad celular inducida por el H,O, en las NGC.

Métodos. En este trabajo se utilizaron NGC que por ser altamente homogéneas entre
si, son un buen modelo para caracterizar y estudiar mecanismos de muerte o
supervivencia neuronal, asi como mecanismos de neurodegeneracion 'y
neuroproteccion. Como estrategia experimental se generd estrés oxidante con peréxido
de hidrégeno (H20,) y se utilizo el inhibidor de la nedilacion MLN4924 para evaluar la
viabilidad celular, la produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y los niveles
de Nrf2.

Resultados. Se evidencio que el MLN4924 no afecto la viabilidad de las NGC como lo
hizo el H,O,. Posteriormente se evalu6 si el MLN4924 prevenia la disminucion de la

viabilidad de las NGC inducida por el H,O, y se observd que tanto el pretratamiento de



las NGC con el MLN4924 como el tratamiento con el MLN4924 durante el reto toxico
atenuaron la disminucion de la viabilidad celular inducida por el H,O,. También se
observé que el MLN4924 indujo la generacion de ERO de manera dependiente del
tiempo en las NGC, pero interesantemente disminuy0 significativamente la generacion
de ERO inducida por H,0O,. Aunado a esto, el MLN4924 aumenté los niveles de Nrf2
tanto en el nlcleo como en el citoplasma de las NGC.

Conclusion. El tratamiento con el MLN4924 en las NGC, atenud la disminucion de la
viabilidad celular y el aumento de las ERO inducido por el H,O,. Asi también, el
MLN4924 aumento los niveles de Nrf2 tanto en el ndcleo como en el citoplasma de las
NGC, lo que sugiere la participacion de Nrf2 en la citoproteccion contra el H,O, de las
NGC tratadas con el MLN4924.



[. Introduccidn

1.1 Sistema ubiquitin proteasoma.

Con el objetivo de mantener la funcionalidad y la viabilidad celular, es importante que
las proteinas dafiadas o que han llegado a ser innecesarias para la célula sean
reconocidas y degradadas. Uno de los sistemas mas importantes para la degradacion
de proteinas es el sistema ubiquitin-proteasoma (UPS por sus siglas en inglés) (Jung,
et al., 2009; Hochstrasser, 1992). Este sistema se encuentra tanto en el nacleo como
en el citosol (Peters et al.,, 1994). Al degradar ciclinas e inhibidores de cinasas
dependientes de ciclinas, el UPS esta involucrado en el control de la progresion del
ciclo celular (Thompson et al., 2008) y en la expresién génica mediante la degradacion
de reguladores transcripcionales como el proto-oncogen jun (c-Jun), el factor nuclear
kappa B (NFkB), la proteina supresora de tumores p53 (Lim et al., 2004) y B-catenina
(Miller y Moon, 1996), entre otros.

1.1.1 Mecanismo de ubiquitinacion.

El sistema de degradacion via proteasoma se encuentra mediado por un proceso
denominado ubiquitinacion (Hochstrasser, 1992), en el cual la ubiquitina (Ub), una
proteina pequefia de 76 aminoacidos, se une a la proteina blanco por una unién
peptidica (Jung et al., 2009). La ubiquitinacién es un proceso complejo que consta de
varios pasos, y esta mediado por una serie de enzimas en las que se incluye una
enzima activadora de Ub (E1, UAE por sus siglas en inglés, también conocida como
UBA1), una enzima conjugadora de Ub (E2) y una ligasa de Ub (E3) (Bedford et al.,
2011).

El primer paso en la poliubiquitinaciéon del substrato es la activacion inicial de un
residuo conservado de glicina (Gly76) en el extremo carboxilo de la Ub; esta reaccion
es dependiente de adenosin trifosfato (ATP) y se cataliza por una E1. Hasta ahora se
han encontrado 9 enzimas activadoras de Ub diferentes y se encuentran tanto en el
nudcleo como en el citoplasma (Jung et al., 2009). Enseguida la E1 transfiere la Ub a

una E2 a través de una reaccion de transtiolacion y posteriormente, la E2 interactia

9



con una E3 para que, finalmente, se de la transferencia de la Ub a la proteina diana.
Este proceso puede ser por dos vias y depende del tipo de E3 involucrada; de esta
forma la especificidad biolégica de la ubiquitinacion parece regularse por una
combinacion selectiva de las enzimas E2 y E3 (Wong et al., 2003; Komander, 2009;

Bosu y Kipreos, 2008; Herrmann et al., 2007).
1.2 Ligasas de ubiquitina (E3).

Las E3 son el grupo mas grande de enzimas involucradas en el UPS. En contraste
con las enzimas E1 y E2, hasta ahora se han identificado mas de 500 E3, lo que
permite sugerir que una E2 puede asociarse a diferentes ligasas E3; dando lugar a una
gran cantidad de complejos E2/E3 funcionales y por lo tanto reconocer un alto nimero

de proteinas diana de manera especifica (Jung et al., 2009; Ulrich, 2002).

1.2.1 Familias HECT y RING.

Las E3 estan clasificadas en dos clases principales: E3 tipo HECT; que tienen un
dominio carboxilo terminal homdlogo a E6-AP (HECT por sus siglas en inglés:
Homologous to the E6-AP [E6-Associated Protein] carboxyl terminus domain), y E3 tipo
RING (por sus siglas en inglés: Really Interesting New Gene). Las E3 tipo RING son
aquellas que tienen un dominio de coordinacién a Zn**, que consiste en una serie de
residuos principalmente de histidina y cisteina; formando una estructura de “dedo de
zinc” (por lo cual también se le denomina RING finger) (Pintard et al., 2004; Borden y
Freemont, 1996; Freemont et al., 1991).

Cuando la reaccion de ubiquitinacion se encuentra mediada por una ligasa E3 tipo
RING, la Ub es transferida a la proteina diana directamente de la E2, es decir la E3
funciona como un andamio entre la E2 y la proteina diana lo que permite la
transferencia eficiente de la Ub (Metzger et al., 2012). Cuando la reaccion de
ubiquitinacién se encuentra mediada por una ligasas E3 tipo HECT, la reaccion de
transferencia de Ub es diferente, ya que primero la Ub se transfiere de laE2 ala E3 y
posteriormente de la E3 a la proteina diana (Hua y Vierstra, 2011; Budhidarmo et al.,
2012).

Las E3 tipo RING se dividen en monoméricas y multiméricas; las primeras estan

formadas por una Unica proteina que une la E2 con la proteina sustrato para la
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transferencia de la Ub. Por otro lado, las multiméricas ademas de una proteina con
dominio RING (Rbx1 o Rbx2), poseen alguna de las diferentes culinas descritas. La
culina es una especie de andamio que facilita la transferencia de la Ub a la proteina
sustrato. Estas E3 tipo RING multiméricas también son llamadas ligasas Culina-RING
(CRLs por sus siglas en inglés: Cullin-RING ligases) (Hua y Vierstra, 2011; Budhidarmo
et al., 2012; Metzger et al., 2012).

1.2.2 Ligasas de ubiquitina tipo Culina-RING.

Las CRLs son el tipo de ligasas de ubiquitina mas conocido hasta ahora. Las culinas
son una familia de proteinas estructuralmente relacionadas, que contienen los
siguientes dominios conservados: la regiébn N-terminal (NTD); que consta de tres
repeticiones del motivo Cullin (CR1 a CR3) y la region C-terminal (CTD); que alberga
un dominio de homologia a Cullin (CH). El motivo CR1 ancla las proteinas adaptadoras
afines al complejo E3, y el dominio CH en el extremo carboxilo es critico para la union
de la proteina RING (Sarikas et al., 2011). Hasta ahora, se han identificado por lo
menos 7 tipos diferentes de culinas en eucariontes: Cull, Cul2, Cul3, Cul4A, Cul4B,
Cul5 y Cul7 (Petroski y Deshaies, 2005; Sarikas et al., 2011).

Como se menciond, las CRLs son complejos multiméricos que tienen en su centro
catalitico a un miembro de la familia de las culinas por lo que, cada culina forma una
clase distinta de complejo CRL; cada uno con distintos adaptadores y/o subunidades
que tienen como funcién reconocer especificamente una proteina blanco (Petroski y
Deshaies, 2005; Marin 2009; Duda et al., 2011). Debido a que las CRLs regulan la
ubiquitinacién de diversas proteinas, su actividad se ha considerado esencial en
numerosos procesos celulares; ya que la ubiquitinacion no sélo es una marca para la
degradacion, sino también es vital para otras funciones celulares como la regulacion
del crecimiento celular, reparacion del ADN, degeneracion neural y muscular y la

respuesta al estrés (Sarikas et al., 2011; Jung et al., 2009).

En comparacion a los demas complejos CRL, aquél basado en culina 3 (Cul3) es un
complejo muy peculiar, pues no requiere de diversos adaptadores para poder
reconocer a su proteina blanco, sino que sélo requiere de una proteina con un dominio
BTB (bric-a-brac/tramtrack/broad-complex) para reconocerla. Estos dominios estan

presentes en una gran variedad de proteinas e interesantemente se encontro que,
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diversas proteinas BTB sodlo interactian con Cul3 y no asi con los demas integrantes
de la familia (Stogios 2005; Furukawa, Borchers y Xiong, 2003; Xu et al., 2003; Canning
et al., 2013). Esta caracteristica de union a proteinas BTB hace que la participacion de
Cul3 en procesos biologicos sea muy amplia, sin embargo, en los ultimos afios se ha
establecido que el complejo basado en Cul3 estad involucrado especialmente en
procesos como el ciclo celular y la regulacion de la homeostasis redox celular

(Andérica-Romero et al., 2013)(Esquema 1).

KLHL3/WNK4

Homeostasis
electrolitica

S Keap1/Nrf2

e
Homeostasis

Redox

>, Gigaxonina
% Keapl
KLHL1

26S Proteasoma Funcién neuronal

Esquema 1. El complejo CRL basado en culina 3 participa en diferentes procesos
celulares. Las proteinas con dominios BTB interactian con Cul3 y funcionan como
proteinas adaptadoras del sustrato que sera ubiquitinado y degradado. En azul, se
encuentran algunos ejemplos de las proteinas con dominios BTB que interactian con
Cul3 y los procesos en los que participa; como la homeostasis electrolitica, el estado
Redox, el ciclo celular y la funcién neuronal. BTB: dominio Bric—a brac /tramtrack/
broad-complex; Cul3:culina 3; Nedd8:proteina 8 en células precursoras neurales-
regulada negativamente durante el desarrollo; RING: proteina con un dominio RING
(really interesting new gene); u: ubiquitina; E2: enzima de transferencia de ubiquitina;
KLHL1: proteina tipo kelch 1; KLHL18: proteina tipo kelch 18; KLHL3: proteina tipo
kelch 3; Keapl: proteina 1 asociada al dominio tipo kelch-ECH; Nrf2:factor nuclear

eritroide 2-relacionado al factor 2; MEL26: maternal lethal effect-26 protein.
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1.2.3 Culina 3y su importancia biologica.

La Cul3 principalmente se asocia a la via citoprotectora mediada por el factor nuclear
eritroide 2-relacionado al factor 2 (Nrf2), que combate el estrés oxidante y electrofilico
generado por la exposicion a agentes quimicos exégenos, enddgenos y/o la radiacion;
para asi, mantener la homeostasis redox (Dhakshinamoorthy et al., 2000; Lo y Hannink,
2006; Kobayashi et al., 2004; Motohashi y Yamamoto, 2004).

Numerosos estudios hacen referencia a la importancia de Cul3 en la regulacion de la
actividad de Nrf2. Se ha demostrado que Cul3 participa en la ubiquitinacion de Nrf2
para su degradacion via UPS (Sekhar et al., 2010; Okawa et al., 2006; Wang et al.,
2008). Asi también, se ha observado que modificaciones en el residuo de Cys151 de la
proteina 1 asociada al dominio tipo Kelch-ECH (Keapl por sus siglas en inglés: Kelch-
like ECH*-associated protein 1) alteran la union de Cul3 a Keapl y, por lo tanto, se
evita la ubiquitinacion de Nrf2 (Itoh et al., 1999; Furukawa y Xiong, 2005; Eggler et al.,
2009; Sekhar et al., 2010; Cullinan et al., 2004).

Loignon y colaboradores (2009) observaron que la Cul3 se sobrexpresa en
diferentes tipos de cancer de mama. Esta sobreexpresion esta asociada a la
sensibilidad de las células cancerosas a agentes quimioterapéuticos y al estrés
oxidante, debido a que esta sobreexpresion contribuye a la deplecion de los niveles de
Nrf2 (Loignon et al., 2009). Por otro lado, el silenciamiento del gen Cul3 aumenta la
resistencia de las células cancerosas a agentes quimioterapéuticos y al estrés oxidante
(Loignon et al., 2009), por lo que se piensa que lejos de ser s6lo una proteina accesoria
de un complejo que dirige la degradaciéon de Nrf2 via UPS, la actividad de Cul3 podria
ser, ademas de Keapl, un factor determinante en la regulaciéon de dicho factor en
respuesta al estrés (Kaspar et al., 2009; Singh et al., 2006; Padmanabhan et al., 2006;
Kaspar y Jaiswal 2010).

Asi también se han encontrado evidencias que resaltan la importancia de Cul3 en el
control adecuado de la progresion del ciclo celular. Por ejemplo, a través de la proteina
MEL26 (por sus siglas en inglés: maternal lethal effect-26 protein) ubiquitina a la
proteina MEI-1 (por sus siglas en inglés: meiosis inhibitor protein 1); necesaria en la
formacion del huso mitético. Cul3 también participa en la degradacion de la ciclina E, la
cual se une a la cinasa dependiente de ciclina Cdk2 en la fase G1 del ciclo celular,

promoviendo asi la expresion de la ciclina A, lo que permite la entrada y progreso de la
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fase S. (Luke-Glaser et al., 2005; Kossatz et al., 2010; McEvoy et al., 2007; Pintard et
al., 2003; Singer et al., 1999).

Moghe y colaboradores (2012) demostraron en las células HeLa, U20S y 293T; que
la deplecion de Cul3 y del miembro nimero 18 de la familia de proteinas tipo Kelch
(KLHL18 por sus siglas en inglés: Kelch-like family member 18), causan un retraso en
la entrada a la mitosis. Ademas la sobreexpresion de Cul3 promueve la ubiquitinacion
de Aurora-A, una cinasa que participa en la maduracion de los centrosomas y en la
formacion del huso mitético. Asi, la Cul3 participa en la regulacion de la entrada a
mitosis por una via dependiente de Aurora-A por medio de la interaccién con la
proteina KLHL18, asi como por la activacion de la Aurora-A en los centrosomas. Esta
regulaciéon es un proceso importante pues se ha demostrado que en algunos tumores
existe la desregulacion de diversas cinasas mitéticas entre ellas Aurora-A, la cinasa 2
relacionada a NIMA (Nek2 por sus siglas en inglés: NIMA-related kinase 2) y la cinasa
1 tipo polo (PLK1 por sus siglas en inglés: polo-like kinase 1) (Moghe et al,
2012;Meraldi et al., 2004; Strebhardt et al., 2006; Hayward et al., 2004; Beck et al.,
2013).

Ademas, Cul3 se ha relacionado con el desarrollo de pseudohipoaldosteronismo del
tipo 1l (Sindrome de Gordon/PHAII). En este padecimiento se han identificado
mutaciones en el miembro nimero 3 de la familia tipo Kelch (KLHL3 por sus siglas en
inglés: Kelch-like family member 3) (Boyden et al., 2012), el cual es una proteina de la
familia con dominios BTB-BACK-Kelch, que sirve como un adaptador de sustrato para
Cul3. La KLHL3 se expresa en los tubulos distales de la nefrona donde se encuentra
involucrada con la regulacion de la homeostasis electrolitica y la presion sanguinea (Ji
y Privé, 2013).

A partir de la identificacion de las mutaciones en la proteina KLHL3 y debido a su
interaccion con la Cul3, se considerd que Cul3 podria ser una nueva proteina candidata
a presentar mutaciones relacionadas con el desarrollo de PHAII. La existencia de estas
mutaciones fue corroborada, asi como la expresién ubicua de Cul3 en todos los
segmentos de la nefrona. Estos resultados sugieren que el complejo formado por
KLHL3/ Cul3 es de suma importancia en la regulacién de la presion arterial; ya que la
proteina KLHL3 se une a la cinasa WNK4 (por sus siglas en inglés: with no lysine (K)

kinase 4) para su ubiquitinacion y degradacion mediada por Cul3. La WNK4 participa
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en la regulacion de la presion arterial a través de varios mecanismos, principalmente
porque afecta diferentes transportadores y canales i6nicos como el canal ROMK (por
sus siglas en inglés: Renal Outer Medullary Potassium), el NCC (por sus siglas en
inglés: Na'™—ClI~ cotransporter) y el ENaC (por sus siglas en inglés: epithelial sodium
cannel); regulando el transporte de sodio (Na*), cloruro (CI") y potasio (K*) en la nefrona
distal (Ohta et al., 2013; Boyden et al., 2012; Shibata et al., 2013; Andérica-Romero et
al., 2014). De esta forma, el estudio del papel de Cul3 en patologias relacionadas con
la hipertension arterial (ej. la enfermedad renal crénica), resulta fundamental y
novedoso; ademas las evidencias mencionadas sugieren a Cul3 como un nuevo blanco
terapéutico en este tipo de patologias (Andérica-Romero et al., 2014; Ruilope et al.,
2011).

1.3 Proteinas parecidas a ubiquitina.

La complejidad del sistema de ubiquitinacion aumenta con la identificacién de varias
proteinas parecidas a ubiquitina (UBL por sus siglas en inglés: ubiquitin-like),
incluyendo a la proteina UCRP (por sus siglas en inglés: ubiquitin cross-reactive
protein), la SUMO1 (por sus siglas en inglés: small ubiquitin-related modifier 1), la
ISG15 (por sus siglas en inglés: interferon-stimulated gene 15) y Nedd8 (por sus siglas
en inglés: Neural precursor cell expressed developmentally dow-regulated protein 8)
(Herrmann et al., 2007). En la Tabla 1 se presentan las funciones de las principales
UBL.

1.4 Nedd8y sus proteinas diana.

La proteina Nedd8 es una proteina de 81 aminoacidos (9 kDa) que presenta una
secuencia un 60% de homologia con la secuencia de la ubiquitina, incluyendo un
residuo de lisina (Lys48) importante para la formacion de multimeros (Kamitani et al.,
1997; Herrmann et al., 2007). Esta caracteristica coloca a Nedd8 como la proteina de
mayor homologia a ubiquitina dentro de las proteinas UBL y se clasifica como una UBL
del tipo 1, lo que quiere decir que se puede unir covalentemente a otras proteinas como

lo hace la ubiquitina.
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Tabla 1. Funciones de las principales UBLs (Modificada de Herrmann et al., 2007).

% de homologia a

UBL ubiquitina Funciones

Regulador positivo de IFN-relacionado a
ISG15(UCRP) 29 la respuesta inmune, involucrado en

crecimiento y diferenciacion.

Regulador negativo de activacion
FUB1 (MNSFB) 37 leucocitaria y proliferacion.

Regulador positivo de ligasas E3 por lo
Nedd8 60 que dirige la degradacion proteasomal.

Regula la activacion del punto de control
FAT10 29-36 SAC.

Controla procesos de estabilidad, funcion

SUMO-1 18 y localizacion proteica. Antagonista de la
ubiquitina.

SUMO-2 Regulacién de la transcripcion y

SUMO-3 16 progresion del ciclo celular.

Se ha demostrado que Nedd8 se activa y transfiere a otras proteinas en un proceso
analogo al de ubiquitinacibn y que las proteinas conjugadas a Nedd8 residen

predominantemente en el nucleo (Pan et al., 2004; Kamitani et al., 1997).

Hasta ahora se conoce que las culinas son las principales proteinas blanco de
Nedd8, y debido a que induce la actividad ligasa de ubiquitina de las CRLs, la
nedilacion podria ser un evento clave en degradacién de proteinas via ubiquitina-
proteosoma (Boh et al., 2011). Asi también, recientemente se encontr6 que Nedd8
regula la actividad y estabiliza a otras proteinas como p53 (Harper 2004), el factor de
transcripcion E2F1 (Aoki et al., 2013), el factor inducible por hipoxia 1a (HIF-1a por sus
siglas en inglés: Hypoxia-Inducible Factor 1a) (Ryu et al., 2011) y a la proteina 3 del
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gen asociado a cancer de mama (BCA3 por sus siglas en inglés: Breast cancer-

associated gene 3 protein) (Gao et al. 2006).

1.4.1 Nedilacién de culinas.

El proceso de conjugacion de Nedd8 con las diversas culinas, conocido como
nedilacion y parecido a la ubiquitinacion, es un proceso dependiente de ATP. En la
nedilacion se requiere de tres enzimas diferentes para la union de Nedd8 a su proteina
diana (Kamitani et al., 1997). Al igual que la Ub, Nedd8 es sintetizado como un
precursor de 81 aminoacidos, por lo que, Nedd8 es hidrolizado hasta el residuo
conservado de glicina (Gly76) por la proteasa NEDP1 (también conocida como
DEN1/SENPS8); y queda expuesto el motivo de doble glicina que servira para su union a
la proteina diana (Parry y Estelle 2004; Bosu y Kipreos, 2008).

Después, la Gly76 expuesta en el extremo carboxilo es adenilada en una reaccion
dependiente de ATP por la enzima E1 (también conocida como NAE o enzima
activadora de Nedd8), que es un heterodimero compuesto por las proteinas: APP-BP1
y Uba3 (Pan et al., 2004). Esta adenilacion promueve la union de la Gly76 con la
cisteina del centro catalitico de la NAE (Watson et al., 2011; Pan et al., 2004).
Posteriormente, la NAE adenila otra molécula de Nedd8 y promueve la formacion de un
enlace tioléster entre la primera Nedd8 adenilada y la E2 (conocida como Ubcl2 o
Ube2f). Finalmente, una ligasa E3 con un dominio RING (conocida como Rbx1 y Rbx2)
transfiere la Nedd8 de la E2 hasta una lisina conservada (Lys712) de la culina (Pan et
al., 2004, Xirodimas, 2008; Kamitani et al., 1997; Watson et al., 2011) (Esquema 2).

La nedilacién de las culinas incrementa la actividad de las CRLs (Duda et al., 2008;
Wu, 2005). La unién de Nedd8 a las culinas, promueve por un lado el reclutamiento de
la E2 de ubiquitina; y por otro induce un re arreglo conformacional en el dominio
winged-helixB del carboxilo terminal de la culina y el dominio RING de la E3,
permitiendo de esta manera formar una estructura mas “dinamica” que promueve la

transferencia de la ubiquitina a la proteina diana (Boh et al., 2011).

1.4.2 Inhibidor de la nedilacion: MLN4924.

Actualmente existe un inhibidor del proceso de nedilacién, el farmaco MLN4924

(Esquema 2). Este inhibidor es un derivado del sulfamato de adenosina y esta
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relacionado estructuralmente con el AMP requerido para la adenilacion de la Gly76 de
Nedd8 (Soucy et al., 2009a, 2009b).

Se ha demostrado que el MLN4924 forma un aducto entre Nedd8 y la subunidad
catalitica Uba3 de la NAE, lo que impide la adenilacion de Nedd8 (Brownell et al.,
2010), por lo que, la via de la nedilacion se interrumpe, asi como la activacion de las
culinas y; por consiguiente bloquea la actividad de los complejos CRLs, lo que induce
un aumento de los niveles totales de los sustratos directos de las mismas (Brownell et
al., 2010; Toth et al., 2012).

E
@ )ﬁiggﬁ @ @~ O
o
..... D> s
ATP  AMP+PPi @ ’

MLN4924 inhibe a la
enzima E1 (NAE)

e MLN4924
Esquema 2. Mecanismo de la nedilacion de las culinas. En la nedilacion se requiere

de tres enzimas diferentes para la union de Nedd8 a su proteina diana, brevemente:
Nedd8 se sintetiza como un precursor (81 a.a) que se procesa hasta el residuo Gly76
(1). Después, la Gly76 se adenila por la enzima E1 (también conocida como NAE) (2).
Nedd8 “activado” es transferido de la E1 a una enzima E2 (Ubcl12) (3). Y por ultimo,
una ligasa E3 (Rbx1) forma un enlace isopeptidico entre el grupo amino del residuo de
Lys712 de la proteina diana y la Gly76 de Nedd8 (4). En la imagen también se muestra
la estructura del inhibidor MLN4924, que inhibe a la enzima E1 (NAE).
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1.4.3 Importancia biolégica de Nedd8.

No existen muchas evidencias muy contundentes de la funcion de Nedd8 en
procesos celulares, sin embargo, hasta ahora su importancia bioldgica reside en su

efecto sobre la actividad de las CRLs.

Diversas evidencias sugieren que la Nedd8 est4 involucrada en la etiopatologia de
algunas enfermedades neurodegenerativas pues se ha identificado como componente
esencial en la formacion de inclusiones tanto intracitoplasmicas como intranucleares;
incluyendo los cuerpos de Lewy presentes en la enfermedad de Parkinson y en las
enfermedades por poliglutamina (Mori et al., 2005; Ferro et al., 2007), asi también en
inclusiones neuronales y gliales; en la atrofia multisistémica y en los nudos

neurofibrilares de la enfermedad de Alzheimer (Chen et al., 2012; Mori et al., 2005).

En los ultimos afos, también se ha vinculado indirectamente a Nedd8 con procesos
oncogénicos, por su asociacion con la E3 MDM2 (por sus siglas en inglés: mouse
double minute 2 homolog) que se encuentra aumentada en diferentes tipos de cancer
humano, lo que promueve una ubiquitinacion y degradacion de p53 (Watson et al.,
2011).

1.5 Especies reactivas de oxigeno y respuesta antioxidante.

Un radical libre es cualquier especie quimica capaz de existir independientemente y
gue contiene uno o mas electrones desapareados y pueden ser derivados de oxigeno
(ERO) o de nitrogeno (ERN) (Halliwell 2006). Las especies reactivas de oxigeno (ERO)

incluyen tanto a los radicales de oxigeno como a los no radicales (Tabla 2).

El estrés oxidante es un estado celular que resulta de una condicién de desequilibrio
entre los sistemas prooxidantes y antioxidantes en la célula, y puede ser generado por
el incremento a la exposicion de agentes oxidantes, por la disminucion de la proteccion
de los sistemas antioxidantes o incluso, por la aparicion de ambas condiciones
simultdneamente. Como consecuencia de este desbalance se pueden producir
alteraciones en biomoléculas como lipidos, proteinas y DNA, lo que puede originar

disfuncion y muerte celular.

Debido a la exposicion continua al estrés oxidante proveniente de varias fuentes, la

célula cuenta con mecanismos eficientes para la proteccion contra metabolitos
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reactivos. Este sistema de defensa involucra una importante defensa antioxidante que
incluye tanto enzimas antioxidantes como un sistema no enzimético que utiliza
antioxidantes de bajo peso molecular que sirven como quelantes o “scavengers” contra
diversas ERO (Valko et al., 2006).

Tabla 2. Especies reactivas de oxigeno.

Radicales libres No radicales

Superoéxido, Oy Perdxido de hidréogeno, H,0;
Hidroxilo, OH' Acido hipocloroso, HOCI

Hidroperoxilo, HO, (superoxido Ozono, O3
protonado)
I6n carbonato, CO3” Singulete, O," Ag
Peroxilo, ROy Perdxidos organicos, ROOH
Alcoxilo, RO Peroxinitrito, ONOO"
Radical dioxido de carbono, CO;~ Peroxinitrato, O,NOO"
Singulete O,'=g" Acido peroxinitroso, ONOOH

Entre los antioxidantes de bajo peso molecular que tiene la célula, se encuentran
moléculas neutralizantes como acido ascérbico, a-tocoferol, glutation, B-caroteno y
ubiquinona, que en conjunto limitan reacciones en cadena de radicales libres, evitando
el dafio a la membrana y el dafio fotosensible(Davies, 2000). Por otra parte, las
enzimas con actividad antioxidante también evitan el dafio celular provocado por las
ERO, algunos ejemplos de estas enzimas son: las superoxido dismutasas (Cu-Zn SOD
y Mn SOD), las peroxirredoxinas, la glutation peroxidasa (GPx), las glutation S-
transferasas (GST), la catalasa (CAT) y la hemo-oxigenasa 1 (HO-1); todas estas
reguladas por el factor Nrf2, uno de los principales factores de transcripcion

involucrados en la respuesta antioxidante (Dhakshinamoorty et al., 2000).

1.5.1 El factor Nrf2 ante el estrés oxidante: Regulacion de su actividad.

El Nrf2 es un miembro de la subfamilia Cap’ n’ collar(CNC) de los factores de
transcripcion tipo zipper o cierre de leucinas (bZIP) que se une al sitio de elementos de

respuesta antioxidante (ARE por sus siglas en inglés: antioxidant response element) de
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genes que codifican para enzimas antioxidantes, asi como para la rapida induccion y
activacion de enzimas de la fase Il (revisado en Konigsberg, 2007). Este factor contiene
un dominio regulatorio en su extremo amino (Neh2, el cual contiene 7 residuos de lisina
gue son dirigidos a ubiquitinacion mediante Cul3 por Keapl), un dominio central de
transactivacion y su dominio bZIP en el extremo carboxilo, que es el responsable tanto

para su localizacion nuclear como para su union al ADN (Lo y Hannink, 2006).

La via citoprotectora de Nrf2 contra el estrés oxidante, se ha caracterizado como una
de las mas importantes para la célula (Dhakshinamoorty et al., 2000; Lo y Hannink,
2006; Kobayashi et al., 2004) y su regulacion hasta ahora ha sido una de las mas
estudiadas debido a que la actividad de Nrf2 puede ser un buen blanco para tratar

diversas patologias.

Una de las proteinas reguladoras de Nrf2 mas conocidas hasta el momento es la
proteina tipo Kelch denominada Keapl que contiene un dominio BTB en su extremo
amino, el cual es de homodimerizacion y de unién a Cul3 (Motohashi y Yamamoto,
2004; Copple et al., 2008).

En condiciones de homeostasis, el Nrf2 no se encuentra libre y activo todo el tiempo
sino Unicamente cuando se generan condiciones de estrés oxidante, se plantea que el
Nrf2 se mantiene principalmente en el citoplasma unido a la proteina Keapl y en bajos
niveles en el resto de la célula (Kénigsberg 2007; Stewart et al., 2003; Kaspar et al.,
2009; Itoh et al., 1999). Su localizacion en el citoplasma se debe principalmente a la
interaccién del dominio Neh2 de Nrf2 con el dominio de repeticiones de doble glicina
(DGR por sus siglas en inglés:doublé glycine repeat) de Keapl, dominio que esta
formado por seis repeticiones de doble glicina (Cullian et al., 2004; Lo y Hannink, 2006)

(Esquema 3).

La proteina Keapl tiene dos papeles importantes en la regulacion de Nrf2: por un
lado forma un complejo con Nrf2, el cual tiene la funcion de mantener a Nrf2 en el
citoplasma a través de un complejo denominado Crm1, que impide la translocacién de
Nrf2 al nucleo de las células (Eggler, 2009; Copple et al., 2008). Su otra funcidon es
servir como un adaptador entre Nrf2 y Cul3 para su ubiquitinacion y su posterior
degradacion dependiente del proteasoma 26S (Kobayashi et al., 2004). Es decir es
esencial para la formacién del complejo Nrf2-Keapl-Cul3. Se ha propuesto que el

dominio IVR de esta metaloproteina funciona como sensor de estrés oxidante, debido a

21



gue contiene residuos de cisteinas que se consideran altamente reactivas, y al
reaccionar éstos ante un estimulo de estrés, Keapl sufre cambios en su estructura lo

gue reduce su capacidad de retener a Nrf2 (Wakabayashi et al., 2004).

De esta manera, el Nrf2 se disocia del complejo Keapl/Cul3 cuando la célula se
expone al estrés oxidante, se estabiliza y se transloca al nacleo. Una vez en el nicleo,
el Nrf2 forma un heterodimero con otras proteinas del tipo cierre de leucina basico
(bZIP por sus siglas en inglés: basic zipper), incluyendo a Jun (c-Jun, JunD y JunB) y
proteinas Maf pequefias (MafG, MafK, MafF) para asi unirse a la region ARE y regular
la expresion génica de enzimas antioxidantes (Niture et al., 2010; Niture et al., 2014,
Niture y Jaiswal, 2009). Después de que Nrf2 cumple su funcién en el ndcleo, se
exporta al citoplasma para su degradacion via ubiquitin-proteasoma a través del
complejo Keapl/Cul3 (Kaspar y Jaiswal, 2010; Kaspar et al., 2009; Lo y Hannink, 2006)
(Esquema 3).
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Esgquema 3. Modelo de la respuesta antioxidante mediada por Nrf2. En condiciones
basales, Nrf2 se encuentra en el citoplasma unido a las proteinas Keapl y Cul3, las
cuales dirigen su ubiquitinacién para su degradacién via proteasoma. Ante un estimulo
de estrés oxidante o antioxidante Nrf2 se separa de este complejo de ubiquitinacion, se
estabiliza y se transloca al nucleo, donde se une a la regibn ARE de los genes que
codifican para las enzimas antioxidantes, activando su transcripcion. Al terminar la
funcion de Nrf2 dentro del nucleo, éste puede ser fosforilado (Tyr568) por la proteina
FYN lo que permite su salida del nucleo para su posterior degradacion.Rbx1: proteina
con dominio RING; E2: enzima de transferencia de ubiquitina; u: ubiquitina; Nrf2: factor
nuclear eritroide 2-relacionado al factor 2; P: fosforilacion; ARE: elementos de
respuesta antioxidante; FYN: proteina tirosina cinasa; Keapl:proteina 1 asociada al
dominio tipo Kelch-ECH; Nedd8: proteina 8 expresada en células precursoras neurales-
regulada negativamente en el desarrollo; Cul3: culina 3; PKC: proteina cinasa C;
PI3K:fosfoinositol 3 cinasa; PERK: proteina cinasa del reticulo endoplasmatico similar a

PKR; MAPK: proteina cinasa activada por mitdgenos; CK2:casein cinasa Il.
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1.5.2 Enfermedades neurodegenerativas y estrés oxidante.

Como se menciond anteriormente el estrés oxidante resulta de una condicion de
desequilibrio entre la produccion de especies oxidantes y los sistemas antioxidantes en
el organismo. El cerebro es muy susceptible a los dafios provocados por el estrés
oxidante. Algunas de las razones por las que el cerebro es propenso al estrés oxidante
son: posee niveles muy bajos de defensas antioxidantes, presenta una elevada tasa
metabolica derivada de la glucosa, alto consumo de oxigeno para la produccion de ATP
necesario para la propagacion del potencial de accion, la neurosecresion y la
transmision sinaptica; contiene altas concentraciones de acidos grasos poliinsaturados
y presenta alta concentracién de metales de transicion como el Fe2+ y el Cu2+ que
pueden catalizar la formacion de radicales libres (Andersen 2004; Peinado et al., 2000).

El estrés oxidante es una caracteristca comun de las enfermedades
neurodegenerativas tales como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de
Parkinson, la enfermedad de Huntington y la esclerosis lateral amiotréfica (Barnham et
al., 2004). En todas estas condiciones existe un incremento de los marcadores de dafio
oxidante. Por ejemplo, en la enfermedad de Alzheimer y en la enfermedad de
Parkinson el 4-hidroxi-2-nonenal (4HNE), un marcador de oxidacion de lipidos, esta
asociado en la perdida de la funcion del transportador de glutamato (GLT1) y por lo
tanto en la muerte neuronal por excitotoxicidad. Asi también, se ha demostrado que en
la enfermedad de Alzheimer el 4HNE promueve apoptosis via el factor de transcripcién
c-Juny la proteina p38 (Tamagno et al., 2003).

Ademas, en la enfermedad de Alzheimer existe un incremento en la oxidacion
del RNA y peroxidacion de lipidos, asi como un aumento en la actividad de enzimas
antioxidantes incluyendo a la catalasa, la superoxido dismutasa, la glutatiéon peroxidasa
y la glutatién reductasa (Sultana et al., 2006; Shan y Lin, 2006; Korolainen et al., 2006).
En etapas tempranas de la enfermedad de Huntington también existe un incremento en
los marcadores de dafio oxidante, tales como nitracion de proteinas, peroxidacion de
lipidos y oxidacion del ADN. Este aumento en el estrés oxidante se exacerba por la
disfuncion mitocondrial presente en la enfermedad y potencia la agregacién de
huntingtina poliglutaminada induciendo la muerte neuronal por apoptosis (Goswami et
al., 2006; Stack et al., 2008). Asi también, en la enfermedad de Parkinson el estrés

oxidante inducido por el cobre, el hierro (ll) y el peréxido de hidrogeno promueve la
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formacion de filamentos y posteriormente agregados de la a-sinucleina (Olanow y
Arendash, 1994; Dexter y Jenner, 2013). Se ha demostrado que la forma protofibrilar
de la a-sinucleina puede alterar la homeostasis intracelular del calcio provocando
apoptosis y que esta neurotoxicidad aumenta en la presencia de ERO y dopamina
(Takeda et al., 2006; Jensen et al., 1999).

Las proteinas como el beta amiloide en la enfermedad de Alzheimer, la a-
sinucleina en la enfermedad de Parkinson y la superéxido dismutasa 1 en la esclerosis
lateral amiotrofica tienen un papel importante en la generacion de ERO. Estas
proteinas presentan alta afinidad a iones de hierro y cobre que reaccionan con el
oxigeno inapropiadamente generando ERO como el peréxido de hidrogeno, que a
través de la reaccion de Fenton pueden originar otras ERO (Yan et al., 2013; Sayre et
al., 2001; Barnham et al., 2004).

AUn no estéa claro, si el estrés oxidante puede tener un papel causal o ser un
fenomeno secundario en el desarrollo de las enfermedades neurodegenerativas, sin
embargo, existen evidencias que indican que el estrés oxidante tiene un papel
importante en amplificar y propagar el dafio que lleva a una degeneracion irreversible
(Andersen, 2004; Halliwell, 2006). Sin embargo, la activacion de la via de Nrf2 por
antioxidantes ha mostrado beneficios en modelos animales de diversos trastornos
neurodegenerativos que apoyan el concepto de desarrollo de productos farmacéuticos
para activar la via Nrf2-ARE en el cerebro. Debido a esto y con el objetivo de generar
un eventual tratamiento para estas enfermedades, la busqueda de estrategias para
combatir el estrés oxidante presente en enfermedades neurodegenerativas ha

avanzado rapidamente en los ultimos afios.
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[l. Justificacion

Las ligasas de ubiquitina basadas en culinas son un componente esencial para la
funcidén del UPS ya que se ha propuesto que de éstas depende la especificidad del
sistema. Estas proteinas requieren de la modificacién postraduccional por Nedd8 para

activarse conocida como nedilacion.

La nedilacibn ha comenzado a emerger como un mecanismo clave para regular
diversos procesos celulares, como el ciclo celular y la apoptosis. Hasta el momento, no
se ha estudiado este proceso de nedilacion en condiciones de estrés oxidante e inhibir
la nedilacién podria significar un nuevo blanco terapéutico contra el estrés oxidante
presente en diversas enfermedades neurodegenerativas; y debido a que la culina 3
esta involucrada en la degradacion del factor de transcripcion Nrf2, en este trabajo se
plantea investigar y evidenciar si el uso del inhibidor MLN4924, un inhibidor de la

nedilacion, puede influir en la respuesta antioxidante mediada por Nrf2.
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[ll. Hipotesis

El inhibidor de la nedilacibon MLN4924 aumentara los niveles del factor Nrf2 y con ello,
se protegera del estrés oxidante inducido por peréxido de hidrégeno (H.O.) a las

neuronas granulares de cerebelo (NGC).

I\VV. Objetivos y estrategia experimental

2.1 General:

Estudiar el efecto del inhibidor de la nedilacion MLN4924 sobre los niveles de Nrf2 y la

disminucién de la viabilidad celular inducida por el H,O, en las NGC.

2.2 Particulares:

Evaluar:

e Los posibles cambios en la viabilidad de las NGC tratadas con el inhibidor de la
nedilacion MLN4924.

e El efecto del inhibidor de la nedilacion MLN4924 sobre los niveles de ERO en
las NGC.

e S existe citoproteccion contra el estrés oxidante inducido por H,O, en las NGC
tratadas con el inhibidor de la nedilacion MLN4924.

e Los niveles de Nrf2 en las NGC de ratas tratadas con el inhibidor de la

nedilacion MLN4924 en nucleo y citoplasma.
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2.3 Estrategia experimental:
** Niveles de ERO

+* Viabilidad celular MLN4924 6 H202 DHE
’ MTT/FDA a) I I it Microscopio
a) MLN4924 6 H202 I 9DIV
'l LRV, NN MLN4924 H202 DHE
9DIv I . Microgcopio | MLN4924
MLN4924 H,0; R MTT/EDA b) -~ 1h 1h 20 min i | durante
b) O | < WB/ IP: Nrf2
9DIV
MLN4924 Fraccionamiento celular
MLN4924  H,0 R MTT I I
c) I e &2 x| | MLN4g24 a) e

9DIV

d ¢
9DIV HEante MLN4924  H202 Fraccionamiento celular

MLN4924
_| durante

b) I 1h I 1h
aDIv

Estrategia experimental. Se aislaron neuronas granulares del cerebelo (NGC) de ratas
de 7 dias de nacidas y se utilizaron después de 9 dias in vitro (9DIV). Primero se midio
la viabilidad celular de las NGC: En a) las NGC se incubaron con H>O, (1 h) o con el
inhibidor MLN4924 (24 h) a diferentes concentraciones, después de este tiempo se
retird el medio con el tratamiento y se dejo un tiempo de recuperacion (R) de 24 h, para
después realizar los ensayos de 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difenil bromuro de tetrazolio
(MTT) y de diacetato de fluoresceina (FDA). De este ensayo se eligio la concentracion
del MLN4924 que se utilizé para los siguientes experimentos. En b) las NGC se
incubaron con el MLN4924 (330nM, 1 h), pasado el tiempo se quité el MLN4924 y se
agrego el H,0, a diferentes concentraciones, después de este tiempo se retird el medio
con el tratamiento y se dejo un tiempo de recuperacién (R) de 24 h, para después
realizar los ensayos de MTT y FDA. En c) el tratamiento de las NGC fue parecido a b),
sin embargo, en este experimento el MLN4924 estuvo presente durante el tratamiento
con el H,0,.

Después se realizd el ensayo de dihidroetidio (DHE) para medir los niveles de ERO.
En a) las NGC se incubaron con H,O; (1 h, diferentes concentraciones) o con el
inhibidor MLN4924 (330nM, diferentes tiempos), después del tratamiento, las NCG se
incubaron por 20 min con el DHE y se observaron al microscopio. A partir de estos
experimentos se eligio la concentracion de H,O, para analizar los niveles de ERO en
las NGC tratadas con el MLN4924. En b) las NGC se incubaron con el MLN4924
(330nM, 1 h), pasado el tiempo se agreg6 el H,O, (20uM, 1 h), después de este tiempo
se retird el medio con el tratamiento, se incubaron por 20 min con el DHE y se
observaron al microscopio.

Para observar el efecto del MLN4924 sobre los niveles de Nrf2, se realiz6 un ensayo de
inmunoprecipitacion (IP) y western blot (WB). En a) las NGC se incubaron con el
MLN4924 (330nM, 2 h), mientras que en b) las NGC se incubaron con el MLN4924
(330nM, 2 h), H,O, (20uM, 1 h) o MLN4924+ H,0,. En el ultimo grupo, las NGC se
incubaron con el MLN4924 (330nM, 1 h), pasado el tiempo se agrego6 el H,O, (20uM, 1
h) y el MLN4924 estuvo presente durante el tratamiento con el H,O,. Pasado el tiempo
se realizé un fraccionamiento celular, seguido de una IP y WB de Nrf2.

28



V. Materiales y métodos

5.1 Reactivos

Los reactivos siguientes se obtuvieron de Sigma Chemical Co. (St Louis, MO, EUA):
tripsina, desoxiribonucleasa | (DNAsal), citosina arabinosa, L-glutamina, glucosa,
gentamicina, medio Basal Eagle, poli-L-lisina, imidazol, tween 20, diacetato de
fluoresceina (FDA), tris-HCI, triton X-100, nonidet P-40, tris, dodecil sulfato de
sodio(SDS), sacarosa, desoxicolato de sodio y el 3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difenil
bromuro de tetrazolio (MTT). El cloruro de potasio (KCIl) se obtuvo de Mallinckrodt
Pharmaceuticals (St Louis, MO, EUA). EIl cloruro de sodio (NaCl), el peréxido de
hidrogeno (H20.) y el acido etildiaminotetraacético (EDTA) se obtuvieron de J.T. Baker
(St Louis, MO, EUA). El azul de tripano 0.4% vy el dihidroetidio (DHE) se obtuvieron de
Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA, EUA).EI inhibidor de tripsina, la penicilina-
estreptomicina, la proteina G-agarosa fast flow (#16-266) y el suero fetal bovino (SFB)
se obtuvieron de Life Technologies (Gaithersburg, MD, EUA). El inhibidor de la
nedilacion (MLN4924 no. cat. #A1139), se obtuvo de Active Biochem (Maplewood, NJ,
EUA). Los anticuerpos anti-Nrf2 y anti-PCNA (policlonal en conejo) se obtuvieron de
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EUA).

5.2 Modelo in vitro

Los cerebelos de ratas Wistar de 7 dias de nacidas se disgregaron con bisturi en cubos
de aproximadamente 300 pum. Se incubaron con tripsina 0.25% a 37°C por 10 minutos
para disociar el tejido enziméaticamente, posteriormente se agregd una solucién con
inhibidor de tripsina 0.52% y DNAasa0.08% para detener la reaccion de tripsinizacion, y
se centrifugo para realizar una disgregacion mecanica. Una vez terminada la
disgregacion se hizo un conteo de las células vivas por medio de tincidon con azul de
tripano en una camara de Neubauer. Las células se resuspendieron en medio de
cultivo (medio basal Eagle, L- glutamina 2 mM, SFB 10%, penicilina5 U/mL-
estreptomicina y gentamicina50 pg/mL, KCI 25 mM). Finalmente, se sembraron las

células en cajas Costar de 24 pozos o0 100 mm tratadas previamente con poli-L-lisina.

29



El cultivo se mantuvo a 37°C en una atmosfera humeda de CO; al 5% y O, al 95% por
24 h y después se adicion6 citosina arabinosa a una concentracion final de 10 uM para
inhibir la proliferacién de células no neuronales. Finalmente, 96 h después se agregd
glucosa a una concentracion final de 5 mM. A los 9 dias in vitro (DIV) se utilizaron las

células para los diferentes ensayos.

5.3 Determinacion de la viabilidad celular

5.3.1 MTT

Este método se basa reduccion de la sal de tetrazolio MTT a formazan a través de la
actividad de las deshidrogenasas (NADH-dependientes) presentes principalmente en
las mitocondrias de las células vivas y viables (Berridge et al., 2005; Sumantran, 2011);
evidenciando la actividad mitocondrial, por lo que, este método considera como un
indicador de viabilidad celular (Berridge y Tan, 1993; Ulukaya et al., 2008). Una
solucion de MTT se adiciond a los cultivos neuronales (1 mg/mL) después de cada
tratamiento (1 h a 37°C), pasado el tiempo el medio de cultivo se elimind y se agregoé
isopropanol acido al 4% para promover la disolucién de los cristales de formazan. Se
determiné la absorbancia a 570 nm. Los resultados obtenidos se expresaron como

porciento de MTT reducido, tomando como el 100% al grupo control.

5.3.2 FDA

El diacetato de fluoresceina (FDA) es un compuesto que difunde libremente en las
células intactas, donde es hidrolizado a fluoresceina por esterasas no especificas
presentes en las células vivas (Battin, 1997; Rotmanand Papermaster, 1966). Debido a
su polaridad, la fluoresceina se acumula intracelularmente y parece ser un proceso
dependiente de la integridad de la membrana celular (Prosperi, 1990). Por lo tanto, esta
técnica se considera como indicador de la viabilidad celular. La fluoresceina excitada
mediante una longitud de onda adecuada, emite fluorescencia de un color verde
brillante. Debido a esto, las neuronas vivas, presentan un color verde brillante en sus
cuerpos celulares. Después de cada tratamiento, se aspirdé el medio de cultivo y se
lavaron las células con PBS frio, después se incubaron a 37°C durante 5 min en PBS
con FDA 15 mg/mL. Tras un par de lavados con PBS frio, se examinaron las células al
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microscopio de fluorescencia descartando el ruido de fondo en exceso y se cuantifico la
intensidad de fluorescencia con los filtros de excitacion 485/20nm y emisiéon 528/20nm.
Los resultados obtenidos se expresaron como porciento de fluorescencia del FDA,

tomando como el 100% al grupo control.

5.4 Determinacion de los niveles de ERO

El dihidroetidio (DHE) es un compuesto permeable a las células que puede interactuar
con el radical superdxido (O,7) provocando su oxidacién a 2-hidroxietidio (2-OH-E™)
(Zhao et al., 2003). La reaccion es relativamente especifica para O, ya que el DHE
puede oxidarse por la presencia de otros oxidantes como el radical -OH, el ONOO' y el
H,0,, formando principalmente etidio (E*) (Zielonka y Kalyanaraman, 2010;
Kalyanaraman et al., 2014). Tanto el 2-OH-E* como el E* son fluoréforos que se unen
por intercalacion al DNA y por su estructura aromatica al ser irradiados con la energia
adecuada emiten luz en la region UV-VIS (excitacion: 480 nm/emision: 567 nm;
excitacion: 510 nm/emisién: 600 nm respectivamente) por lo que, se observa una
fluorescencia roja brillante en el ndcleo (Zhao et al., 2005; Kalyanaraman 2011).
Después de cada tratamiento las neuronas contenidas en cajas de 24 pozos, se
lavaron con solucion Ringer y se agregaron 300 puL de una solucion de DHE a una
concentracion final 10 uM. Después de 20 minutos de incubacion a 37°C las células se
lavaron con solucion Ringer frio y las células se examinaron bajo un microscopio de
epifluorescencia utilizando el cubo fluorescente G-2A-excitacion 510-560 nm de Nikon
Instruments Inc. (Melville, NY, EUA). Se tomaron cinco fotos por pozo de cada
condicion para hacer la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia con el

programa NIS-Elements BR 3.0.

5.5 Inmunoprecipitacion y western blot

Después de los tratamientos las células se lavaron con PBS frio que contenia
inhibidores de proteasas y fosfatasas (estuche Active Motif) y se rasparon de las cajas
gue las contenian agregando 1,000 uL de amortiguador de homogenizacion (imidazol 3
mM pH 7.4, sacarosa 250 mM e innhibidores de proteasas y fosfatasas). Las células se
dejaron reposar 10 minutos en hielo y se pasaron 30 veces por una aguja de 22G en

hielo para romper la membrana celular; una vez confirmada la ruptura en el
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microscopio, el homogenado se centrifugdé a 3,400 rpm por 30 minutos [Microfuge R
Beckman rotor F241.5 radio: 50.3 mm (min) - 82.5 mm (méx.)] a 4°C. Se recolecto el
sobrenadante (fraccion citoplasmica) en un tubo nuevo. El pellet (fraccidon nuclear) se
resuspendié con la solucién de lisis RIPA 1X (Tris-HCI50 mMpH 7.4, NaCl150 mM,
EDTA1 mM, desoxicolato de sodio 0.5%, Nonidet P-401%, SDS 0.1% e inhibidores de
proteasas) por 2 h en inversion a 4°C. El sobrenadante se lis6 con el amortiguador
RIPA 5X por 2 h a 4°C. Después de las 2 h el homogenado se centrifugd a 14,000 rpm

por 5 min (rotor F241.5) y se recupero el sobrenadante.

Para la cuantificacion de proteinas totales se utilizd6 el método de Lowry.
Posteriormente se realizd la inmunoprecipitacion de Nrf2 de la siguiente manera: se
tomaron el equivalente a 1,000 ug de proteina por cada condicion y se incubaron por 14
h a 4°C con el anticuerpo anti-Nrf2 (2 ul); después del tiempo de incubacion se
agregaron 80 uL de proteina G/agarosa reconstituida 1:5 en solucién fria TNTE 0.1%
(Tris 50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, tritdbn 0.5%, EDTA 1 mM) por 2 h a 4°C. Una vez
pasado el tiempo las muestras se centrifugaron a 2,500 rpm (rotor F241.5) por 30
segundos a 4°C y el pellet se lavd 3 veces con solucién TNTE 0.1%. Al final las perlas
de agarosa se resuspendieron en 20 uL amortiguador de carga Laemli 2X y se hirvieron
3 minutos. Las muestras se separaron mediante electroforesis SDS-PAGE (gel al 7.5%)
y se transfirieron a membranas de PVDF (Immobilon-P, Millipore). Las membranas se
bloguearon durante 1 h con leche al 5% en TBS con Tween 20 al 1% (TBST). Después,
las membranas se incubaron por 14 h a 4°C con anti-Nrf2 (1:1000) y luego de 4
lavados con TBST (10 min c/u) se incubaron durante 1 h con el anticuerpo secundario
acoplado a peroxidasa de rabano, usando una dilucion 1:30,000 en TBST; concluido el
tiempo se realizaron 6 lavados con TBST (10 min c/u). Se prosigui6 con la deteccion de
la banda correspondiente a la proteina de interés por quimioluminiscencia (estuche
Immobilon, Millipore), la cual fue captada en filmes BioMax. Los filmes obtenidos se
analizaron por densitometria utilizando el programa ImageJ y los datos se expresaron
como unidades relativas de densitometria (URD) de la proteina estudiada y comparada

respecto al control (-) nuclear o citoplasmico respectivamente.
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VI. Resultados

6.1 El peréxido de hidrogeno (H,O,) induce dafio celular y aumento en los
niveles de ERO

Con el objetivo de generar estrés oxidante en las NGC se utilizé6 H,O,. El H,O, es
una ERO que, debido a su capacidad para difundir a través de las membranas
celulares e inducir la formacion de radicales libres altamente reactivos, induce estrés
oxidante y; dafio celular por la oxidacion de lipidos, proteinas y acidos nucleicos
(Halliwell 1992; Wei et al., 2000). Para evaluar el efecto del H,O, sobre la viabilidad de
las NGC, éstas se trataron con diferentes concentraciones de H,O, (grupo control, 5,
10,12.5, 15, 20, 25 y 50 pM) durante 1 h. En la Figura 1 se presentan imagenes
representativas de las NGC a los 9 DIV, en la imagen se pueden observar los cambios
morfoldgicos de las NGC después del tratamiento con H,O;; se observa una reduccion

de los somas asi como una disminucién en la longitud de las neuritas.

Control

Figura 1. Efecto del H,O, sobre la morfologia de las neuronas granulares de cerebelo.
Las células se trataron durante 1 h con H,O, a las concentraciones indicadas y las
imagenes se obtuvieron 24 h después (40X).
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Los cambios morfologicos observados fueron mas notables al aumentar la
concentracion de H,0,. Estos cambios se asociaron a la disminucion de la viabilidad
observada en el ensayo de MTT (Figura 2), en el cual se observa que la viabilidad
celular disminuye significativamente desde 10 uM y disminuye de manera dependiente
de la concentracion. En esta curva de viabilidad se observa que la viabilidad de las
células NGC expuestas durante 1 h a H,O,, se redujo significativamente de manera
dosis dependiente (Figura 2) desde la concentracién 12.5 uM. La tasa de reduccion de
MTT disminuy6 a 95.70%, 82.88%, 80.08%, 77.66%, 66.11%, 44.62% y 25.30% a 5
UM, 10 uM, 12,5 uM, 15 pM, 20 uM, 25 uM y 50 uM, respectivamente.
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Figura 2. Efecto del H,O, sobre la viabilidad de las NGC. Las NGC fueron tratadas con
H,0O, a las concentraciones indicadas por 1 h. La viabilidad celular fue determinada por

el ensayo de MTT y 24 h después de agregar el H,O,. Los datos se expresan como
media+DS. *p<0.05 vs control (Ctrl), ANOVA de una via seguida de un test de Dunnett,

n=3.

Para establecer si el efecto del H,O, sobre la viabilidad celular estaba asociada con su
capacidad para inducir estrés oxidante, se realizé un ensayo de los niveles de ERO. El
ensayo fluorescente por DHE (Figura 3) revelo que el H,O, induce la generacion de
ERO en una manera dependiente de la concentracion, lo que se relacioné con la
disminucién de la viabilidad observada en la Figura 2. En la figura 3A se presentan
imagenes representativas de las NGC, en las cuales se observa que existe un aumento
en la intensidad de fluorescencia del DHE dependiente de la concentracion. En la figura
3B se presentan los datos cuantitativos de este mismo ensayo, se observo que a partir

de 15 uM de H,0O, aumentaron significativamente los niveles de ERO en las NGC.
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Figura 3. Efecto del H,O, sobre la produccion de ERO. (a) Imagenes representativas
de la generacién de ERO por diferentes concentraciones de H,O, (1 h). (b) Los datos
cuantitativos se obtuvieron después del tratamiento con el H,O, (0-25 uM). La
intensidad de fluorescencia del etidio se cuantific6 utilizando un analizador de
imagenes de 5 campos diferentes por pozo por condicién, en tres experimentos
independientes. Los datos se expresan como mediatDS. *p<0.05 vs control (Ctrl),
ANOVA de una via seguida de un test de Dunnett, n=3.
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6.2 ElI MLN4924 induce la produccion de ERO en NGC pero no afecta la
viabilidad celular.

Se realizaron ensayos para elegir la concentracién del inhibidor MLN4924. Estos
ensayos fueron imprescindibles ya que este inhibidor se ha utilizado ampliamente en
lineas celulares del tipo cancerosas y no se han descrito los efectos en células con
fisiologia normal, por lo que se consideré relevante determinar el efecto de este
inhibidor sobre la viabilidad celular en NGC, empleando un ensayo de MTT. Las NGC
se incubaron con diferentes concentraciones de MLN4924 por 24 h, sin embargo, no se
presenté una disminucion significativa en la viabilidad (Figura 4). Las concentraciones
estudiadas se eligieron de acuerdo lo reportado en estudios principalmente dirigidos
como terapias contra el cancer (Soucy et al., 2009a, 2009b). Importantemente estos
resultados muestran que bajo estas condiciones el MLN4924 no induce la disminucion

de la viabilidad como lo hace en células cancerosas.
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Figura 4. Efecto del MLN4924 (MLN) en la viabilidad de las NGC. Las NGC fueron
tratadas con diferentes concentraciones del MLN por 24 h. La viabilidad celular fue
determinada después del tratamiento con el MLN. Los datos se expresan como
media=DS. *p<0.05 vs control (Ctrl), ANOVA de una via seguida de un test de Dunnett,

n=3.

Por otro lado, en este trabajo fue importante mostrar el efecto del MLN4924 sobre el
estrés oxidante, por lo que las NGC se trataron durante diferentes tiempos con
MLN4924 (330 nM). Esta concentracion de MLN4924 se eligi6 con base en

experimentos anteriores en los que la nedilacién de las culinas se inhibe de manera
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eficiente (Soucy et al., 2009a, 2009b, 2010), y no afecta la viabilidad celular de las NGC
como se observa en la Figura 4.

Se realiz6 un ensayo para medir los niveles de ERO y la Figura 5 muestra que
interesantemente el inhibidor MLN4924 aumenta la produccion de ERO en las NGC de
una manera dependiente del tiempo. En la Figura 5a se pueden observar imagenes
representativas del ensayo de DHE. La cuantificacién de estas imagenes muestran que
los niveles de ERO fueron mayores a las 4 h, pero disminuy6 a las 6 h (Figura 5b). El
mecanismo por el cual el MLN4924 induce la generacion de ERO en las NGC debera

ser estudiado con mayor detenimiento.
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Figura 5. Efecto del MLN4924 (MLN) en la produccion de ERO. (a) Imagenes
representativas de la generacion de ERO por el MLN (330 nM) a diferentes tiempos. (b)
Los datos cuantitativos se obtuvieron después del tratamiento con el MLN. La
intensidad de fluorescencia del etidio se cuantificé utilizando un analizador de
imagenes de 5 campos diferentes por pozo por condicién, en tres experimentos
independientes. Los datos se expresan como mediatDS. *p<0.05 vs control (Ctrl),
ANOVA de una via seguida de un test de Dunnett, n=3.
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6.3 Efecto del inhibidor MLN4924 sobre la disminucion de viabilidad celular y el
aumento de ERO inducido por H;O..

Una vez analizado el efecto del H,O; y el inhibidor de la nedilacion sobre las NGC,
se eligieron las concentraciones adecuadas para que en una segunda etapa, se
realizaron curvas de viabilidad de las NGC que fueron pre-incubadas con el inhibidor en
respuesta al reto toxico. De esta manera, se examind si el inhibidor de la nedilacién
podria prevenir o atenuar la disminucion de la viabilidad celular inducida por el H,O,.
Las NGC se preincubaron durante 1 h con el inhibidor MLN4924 (330 nM).

La Figura 6 muestra el efecto del MLN4924 sobre la disminucion de la viabilidad
celular de las NGC inducida por el H,O,. Las concentraciones de H,O, se encuentran
entre 10-25 uM y se eligieron debido a que en la curva de reduccién de MTT (Figura 2)
disminuye significativamente la viabilidad celular. La viabilidad celular se midié por dos
meétodos: MTT y FDA. Los resultados de dichos analisis se correlacionaron entre si
(Figura 6a y 6b). Estos analisis revelan que cuando las NGC se exponen durante 1 h a
H,0,, la tasa de reduccion del MTT disminuye a 86.31%, 80.78%, 69.21% y 47.99%
con 10 puM, 15 uM, 20 uM y 25 pM respectivamente y; que el MLN4924 atenud
significativamente la disminucion de la reduccion del MTT inducida por el H,O,, ya que
la viabilidad fue de 96.88%, 97.18%, 90.04% y 75.23% en NGC tratadas previamente
con 330 nM de MLN4924 (Figura 6).
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Figura 6. Efecto del pretratamiento con el MLN4924 (MLN) en la disminucién de la
viabilidad inducida por H,O, evaluada por los ensayos (a) MTT y (b) FDA. Las NGC
fueron incubadas con diferentes concentraciones de H,0O, (0—25 uM) por 1 h después

de la incubacion con MLN (330 nM, 1 h), 24 h después se determiné la viabilidad
celular. DMSO = dimetilsulfoxido como vehiculo para el MLN. Los datos se expresan
como media+DS. *p<0.05 vs control (Ctrl), “p<0.05 vs. H,0, (15 uM), *p<0.05 vs. H,0;

(20 uM), ™Pp<0.05 vs. H,0, (25 uM), ANOVA de una via seguida de un test de
Bonferroni, n=3.

Se evaluo el efecto de la administracion del MLN4924 antes y durante la exposicion
a H,0,. En este experimento, la adicion de MLN4924 (330 nM) a los cultivos de NGC
se realiz6 60 min antes y durante (1 h) la exposicién a H,O, 10, 15, 20 y 25 uM;
observandose una reduccion significativa en la disminucién de la viabilidad celular

inducida por el H,O, (Figura 7a) corroborando lo observado en la Figura 6.
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Figura 7. Efecto del tratamiento de las NGC con el MLN4924 (MLN) durante la
exposicion a H,0,. (a) La viabilidad celular se midié por el ensayo de MTT. El H,O; se
agrego 1 h después de la incubacién con el MLN (330 nM, for 1 h). EI MLN estuvo
presente durante el tratamiento con el H,O,. 24 h después se determiné la viabilidad
celular. En el panel (b) se presentan los grupos control (Ctrl). DMSO = dimetilsulfoxido
como vehiculo para el MLN. Los datos se expresan como media£DS. *p<0.05 vs H,0,
(20 uM), *p<0.05 vs H,0O, (25 uM), ANOVA de una via seguida por un test de

Bonferroni, n=5.

Cuando las NGC se preincubaron con el MLN4924, el inhibidor disminuy6 la
generacion de ERO inducida por H,O, (Figura 8a y 8b), por lo que el efecto del
inhibidor descrito con anterioridad en los ensayos de viabilidad se asociaron a esta
disminucién en los niveles de ERO. Estos datos demuestran por primera vez, que el
inhibidor MLN4924, bajo estas condiciones, puede proteger contra el estrés oxidante en
un contexto celular normal, independientemente de su actividad anticancerigena

descrita hasta ahora.
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Parece contradictorio el efecto protector del inhibidor, ya que los resultados de
produccion de ERO muestran que el MLN4924 induce un aumento en los niveles de
ERO (Figura 5), sin embargo, en NGC preincubadas con el MLN4924 disminuye la
generacion de ERO inducida por el H,O, (Figura 8). Este efecto debe estudiarse con

mayor detalle, ya que en esto podria residir el mecanismo de proteccién del inhibidor.
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Figura 8. Efecto del MLN4924 (MLN) en la produccion de ERO inducida por H,0,. (a)
Imagenes representativas de los niveles de ERO en células tratadas con H,O, (20 uM,
1 h), MLN (330 nM, 1 hy 2 h) y MLN + H;O,. En el grupo MLN + H,0,, el H,O, se
agreg6é 1 h después de la incubacién con MLN (330 nM for 1 h) y el MLN estuvo
presente durante el tratamiento con el H,0,. (b) Los datos cuantitativos se obtuvieron al
final de cada tratamiento. La intensidad de fluorescencia del etidio se cuantificd
utilizando un analizador de imagenes de 5 campos diferentes por pozo por condicion,
en tres experimentos independientes. Los datos se expresan como media=DS. *p<0.05

vs control (Ctrl), *p<0.05 vs H,0,, ANOVA de una via seguida de un test de Dunnett,
n=3.

Para los experimentos siguientes, se empled la concentracion de 330 nM de
MLN4924 por 1 h antes y durante (1 h) el estimulo con H,0O,, para evaluar el efecto de

la inhibicion de la nedilacién sobre el dafio neuronal inducido por H,O..
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6.4 El MLN4924 aumenta los niveles de Nrf2.

Una vez que se observé que el inhibidor disminuy6 la generacion de ERO inducida
por el H,O, y que atenud los efectos sobre la viabilidad celular; se evalud si este efecto
estaba relacionado con los niveles de Nrf2 en las NGC, por lo que se realizo
fraccionamiento celular de las NGC e inmunoprecipitacion seguida de western blot para

detectar los niveles de Nrf2 (Figura 9a).

Se realiz6 un ensayo de IP de Nrf2, con el proposito de aislar y concentrar la
proteina de Nrf2, ya que en resultados anteriores el uso de un WB de lisado total no
permitia evidenciar los niveles de Nrf2 en NGC. En estos ensayos se observo que el
inhibidor MLN4924 aumentdé de manera significativa los niveles de Nrf2 tanto en el
citoplasma como en el nacleo de las NGC (Figura 9a), incluso cuando las NGC son
tratadas con el H,O,. Este resultado sugiere que el aumento de Nrf2 observado en las
NGC tratadas con el MLN4924, podria estar implicado en la atenuacién de la
generacion de ERO y en la disminucion de la viabilidad la inducida por el H,O, como se

observo en los experimentos anteriores.
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Figura 9. Efecto del tratamiento de las NGC con el MLN4924 (MLN) en los niveles
nucleares de Nrf2. (a) Imagen representativa de los niveles de Nrf2 por un ensayo de
inmunoprecipitacion. Las células fueron tratadas con o sin el MLN (330 nM, 2 h). La
grafica representa el promedio del andlisis densitométrico de 3 experimentos
independientes. Los datos se expresan como mediatDS. *p<0.05 vs control
citoplasma, *p<0.05 vs control nucleo, test t-student, n=5. URD: unidades relativas de
densitometria. (b) Imagen representativa del efecto del H,O, (20 uM, 1 h), el MLN (330
nM, 2 h) y el grupo MLN+H,0, (M+H) sobre los niveles de Nrf2. En el grupo M+H, el
H,0O, se agregd 1 h después de la incubacion con MLN (330 nM for 1 h). EI MLN estuvo
presente durante el tratamiento con el H,O,, n=2.
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VII. Discusion

El estrés oxidante es uno de los principales factores que intervienen en el dafio y la
pérdida neuronal, eventos importantes en los trastornos neurodegenerativos. El H,O,
es una ERO que induce estrés oxidante. Varios reportes muestran las consecuencias
toxicologicas del tratamiento con H,O,, como la degeneracion de las neuritas y la
muerte celular (Fukui et al., 2011; Fatokun et al., 2007; Koh et al., 2003). Por esa razon
el H,O, representa un modelo interesante para el estudio del estrés oxidante y para
investigar los mecanismos de neuroproteccion. En el presente estudio se demostrd que
el H,O, estimula la generacion de ERO y que conduce a la muerte celular neuronal

(Figuras 2 y 3).

Mas alla de sus propiedades antiproliferativas y pro-apoptéticas, curiosamente los
inhibidores del proteasoma podrian ser también capaces de ofrecer neuroproteccion.
La inhibicion del proteasoma regula a la alza la expresion de GPx, GST, superéxido
dismutasa-1 (SOD-1), hemo oxigenasa-1 (HO-1), induce un aumento en la expresion
del ARNm de la subunidad catalitica de la glutamato cisteina ligasa (GCL) e,
importantemente, inducen una elevacion en la actividad Nrf2 en diferentes modelos
(Yamamoto et al., 2007; Sekhar et al., 2000; Meiners et al., 2006; Kraft et al., 2006;
Sahni et al., 2008). Sin embargo, los eventos de toxicidad estan asociados con la
inhibicion generalizada de la degradacion de proteinas. Con el fin de disminuir el efecto
citotoxico de los inhibidores del proteasoma se han buscado moléculas con mayor
especificidad, tales como los inhibidores de la nedilacion. El inhibidor MLN4924 es el
primero de su clase y debido a que inhibe la nedilacion de las culinas, el MLN4924
estabiliza una variedad de proteinas diana del proteasoma con mas especificidad que
los inhibidores clasicos del proteasoma (Soucy et al., 2009a, 2009b, 2010). Aunque
este inhibidor se creo inicialmente como un farmaco con potencial antitumoral, el
MLN4924 permite la exploracion farmacologica de la funcion de Nedd8 en diversos

tipos celulares.

En la mayoria de los estudios sobre la neuroproteccion se ha intentado reconocer
farmacos con propiedades antioxidantes y con importancia terapéutica, que debido a
gue inducen cambios en los niveles de las enzimas antioxidantes se ha implicado

principalmente, a la via Keapl/Nrf2/ARE. Sin embargo, en este estudio, investigamos si
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la inhibicidn de la via de nedilacion podria ser una buena estrategia para aumentar los
niveles de Nrf2 para proteger de insultos basados en mecanismos de estrés oxidante y
del dafio celular subsecuente en NGC.

Debido a que el inhibidor MLN4924 se ha utilizado solamente en lineas celulares de
cancer y no se han descrito los efectos sobre la fisiologia celular normal, era importante
determinar si el inhibidor causaba una reduccion en la viabilidad celular de NGC. Por lo
tanto, se realizO un ensayo de viabilidad celular con MLN4924 a diferentes
concentraciones durante 24 h con el objetivo de conocer los posibles efectos
secundarios del inhibidor de la NAE en las NGC. Es importante mencionar que, las
concentraciones del inhibidor se escogieron de acuerdo a las ya descritas en terapias
contra el cancer y que son capaces de inhibir eficientemente la nedilacion de diversas
proteinas blanco de Nedd8. Como se observa en la Figura 2B, cuando las células se
trataron con el inhibidor MLN4924 no se presentd una disminucion en la viabilidad.
Estos resultados son de suma importancia ya que demuestran que concentraciones
nano-molares del inhibidor de la nedilacién no son capaces de inducir dafio per se a las
NGC. Lo mismo se ha encontrado para los inhibidores del proteasoma, donde
concentraciones en el rango micromolar llegan a ser téxicas para las células, sin
embargo no lo son a concentraciones menores (Dreger et al., 2010; Meiners et al.,
2006; Sahni et al., 2008), lo que puede residir principalmente en esta modulacién de la

degradacion y acumulacién proteica.

Debido a que uno de los mecanismos principales de accién del inhibidor MLN4924
en las células cancerosas es generar apoptosis dependiente de ERO (Swords et al.,
2010; Nawrocki et al., 2013), se decidi6 realizar un ensayo de generacién de ERO en
las NGC. Interesantemente se encontré que el inhibidor es capaz de generar ERO de
manera tiempo dependiente, pero que disminuye drasticamente a las 6 h de
tratamiento (Figura 5). Este dato sugiere que el inhibidor, al generar la acumulacion de
los sustratos de culinas, también genera un cambio redox en la célula, lo que podria
inducir una respuesta antioxidante per se predisponiendo la respuesta de la célula a un
estimulo oxidante. Un hecho aun mas interesante es el que se presenta en la Figura 8,
en este ensayo de generacion de ERO se observa que el inhibidor atenuo
significativamente los niveles de ERO producidos por el H,O,, sugiriendo que el efecto
de proteccidon observado en las Figuras 6 y 7 por parte del inhibidor, tanto en la

preincubacion como durante el reto toxico, esta relacionado con su capacidad de abatir
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el aumento de ERO. El mecanismo de eliminacion de estas ERO no se le atribuye a
una accién directa, sin embargo, si probablemente a la acumulacién del factor de
transcripcion Nrf2, cuyos niveles basales se afectarian al ser blanco directo de Cul3. Un
experimento clave para saber si estas ERO generadas por el inhibidor son necesarias
para la proteccion de las NGC del dafio por H,O, seria la incubacién con un
antioxidante directo altamente eficiente para eliminar estas ERO como el acido
ascorbico. Dicho antioxidante no afectaria los niveles basales de Nrf2 y asi se
determinaria si de esto depende la citoproteccion o existe otro mecanismo involucrado,

como lo es la estabilidad de Nrf2.

Como se mencion0, una vez analizado el efecto del H,O, cuando las NGC se habian
preincubado con el inhibidor de la nedilacion, se decidi6 realizar una curva de viabilidad
cuando dicho inhibidor se encontrara presente durante el reto téxico (Fig. 6). Este
experimento se disefid con el objetivo de evidenciar si se podia alcanzar una mayor
proteccion contra el H,O,, de esta forma se eligieron las mismas concentraciones de
H,0O, (10-25 uM) debido a que en la curva de reduccién de MTT (Figura 2A) disminuye
significativamente la viabilidad celular. En este ensayo se pudo observar que,
efectivamente, el inhibidor MLN4924 presente durante el reto toxico previene la
disminucién de la viabilidad provocada por el H,O,, sin embargo esta prevencidén no es
mayor que la observada en los experimentos en los cuales el inhibidor sélo se agrega 1
h antes del reto toxico (pre incubacién). No obstante, se decidi6 trabajar con esta
condicién (inhibidor MLN4924 durante el reto téxico), para los experimentos
posteriores, con el objetivo de asegurar que el tiempo de incubacion y efectividad del

inhibidor fuera eficiente.

En este trabajo se decididé investigar como se modificaban los niveles de Nrf2
cuando las NGC se trataron con el inhibidor MLN4924. En la Figura 9a se observa que
el inhibidor aumenta significativamente los niveles de Nrf2 tanto en nucleo como en
citoplasma. Este aumento de Nrf2 podria participar en la citoproteccion ante el dafio
causado por el H,0; (Figuras 6-8). Debido a que la nedilacién es un proceso importante
para la actividad de las culinas (Boh et al., 2011), y el MLN4924 es un inhibidor de la
nedilacion, es probable que los sustratos directos de las culinas se afectaran en las
NGC; como se ha comprobado en otros modelos (Soucy et al., 2009). Diversas
evidencias indican que las neuronas son particularmente sensibles al H,O, (Hoytetal., 1997;

Whittemore et al.,1995; Desagher et al., 1996) y en este experimento se observo
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interesantemente que en condiciones basales, la localizacion celular de Nrf2 parece ser
principalmente nuclear, y el H,O, disminuye los niveles de Nrf2 en el nucleo de las
NGC,; tal vez como parte de uno de sus mecanismos de dafio celular (Narasimhan et
al., 2014; Marinho et al., 2014). Sin embargo, se observo que el MLN4924 aumenta los
niveles de Nrf2 en el nacleo de las NGC incluso cuando son tratadas con H,0O, (Figura
9b).

En este trabajo se propone que este aumento en los niveles basales de Nrf2
posiblemente se debe a que el MLN4924 evita la nedilacion de Cul3; y por lo tanto la
ubiquitinacién de Nrf2 (Esquema 4). De esta manera, similar a lo que sucede cuando
se utilizan inhibidores de proteasoma (Yamamoto et al., 2007; Sekhar et al., 2000;
Meiners et al., 2006; Kraft et al., 2006; Sahni et al., 2008), el aumento de Nrf2 inducido
por el MLN4924 podria inducir la respuesta antioxidante mediada por Nrf2. Esta
hipotesis debe ser comprobada; por un lado, realizando experimentos que permitan
analizar la nedilacion de la culina 3 y, por otra parte, analizando si el aumento de Nrf2
observado promueve la transcripcion de las enzimas antioxidantes y con ello la
citoproteccion observada contra el H,O,. En resumen, con los resultados obtenidos
hasta ahora, de este trabajo surgen diversas preguntas encaminadas a responder si: la
nedilacion podria ser un regulador clave en la respuesta antioxidante y cémo la
inhibicion de la nedilacion podria influir en esta respuesta en condiciones de estrés

oxidante.
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Esquema 4. Mecanismo propuesto que sugiere como el inhibidor de la nedilacion
promueve el aumento de Nrf2 en NGC. La proteina Nrf2 se degrada via proteasoma y
su ubiquitinacion estd mediada por la ligasa de ubiquitina culina 3. EI MLN4924 al
inhibir a la enzima activadora de Nedd8 (NAE) evita la actividad ligasa de las culinas,
por lo que, probablemente, en NGC induce un aumento en los niveles de Nrf2. El
aumento de Nrf2 en ndcleo y citoplasma de NGC sugiere que el MLN4924 inhibe la
nedilaciéon de culina 3, proteina involucrada en la ubiquitinacién de Nrf2 y por lo tanto
en su degradacion. Se sugiere que el aumento en los niveles de Nrf2 debido al
tratamiento con MLN4924, podrian inducir la actividad de Nrf2 y este evento podria
estar relacionado con la proteccién observada en NGC tratadas con H,0O,. De esta
manera se propone que Nedd8 y Cul3 podrian significar nuevos blancos contra el
estrés oxidante. Rbx1: proteina con dominio RING; E2: enzima de transferencia de
ubiquitina; u: ubiquitina; Nrf2: factor nuclear eritroide 2-relacionado al factor 2; ARE:
elementos de respuesta antioxidante; Keapl: proteina 1 asociada al dominio tipo Kelch-
ECH; Nedd8: proteina 8 expresada en células precursoras neurales- regulada
negativamente en el desarrollo; Cul3: culina 3; NAE: enzima activadora de Nedd8
(Uba3/APPBP1); UbcH12: enzima de transferencia de Nedd8 (E2); Dcnl: enzima ligasa
de Nedd8 (E3).
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VIIl. Conclusion

El tratamiento con el MLN4924 en las NGC, atenud6 la disminucion de la viabilidad
celular y el aumento de las ERO inducido por el H;O,. Asi también, el MLN4924
aumentod los niveles de Nrf2 tanto en el nicleo como en el citoplasma de las NGC, lo
gue sugiere la participacion de Nrf2 en la citoproteccion contra el H,O, de las NGC
tratadas con el MLN4924.

IX. Perspectivas

Con el propésito de demostrar si la modulacion de la nedilacién es una via importante
en la regulacion de la actividad de Nrf2, se propone evaluar la localizacion nuclear de
Nrf2 por ensayos de inmunofluorescencia, asi como la unién de Nrf2 al DNA (a la
region ARE) por un ensayo tipo ELISA (TransAM Nrf2 ELISA kit).

Evaluar por ensayos de inmunoprecipitacion, si los niveles de nedilaciéon de Cul3 se
afectan con el MLN4924.

Evaluar por ensayos de inmunoprecipitacion, si los niveles de nedilacion de Cul3 se
afectan con el estrés oxidante inducido por H,O,, para asi proponer un nuevo

mecanismo de regulacion de Nrf2 ante el estrés oxidante independiente de Keapl.
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