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RESUMEN

La astaxantina (ASX) es un pigmento carotenoide antioxidante y neuroprotector que
puede atravesar la barrera hematoencefdlica, previniendo la formacion excesiva de
especies reactivas de oxigeno (ROS), la sobrecarga de calcio y la disfuncién
mitocondrial en distintos modelos celulares de excitotoxicidad y enfermedades
neurodegenerativas. Estudios previos han mostrado que la ASX mejora la funcién
mitocondrial disminuyendo la muerte celular en modelos celulares de estrés oxidativo;
y en ratas envejecidas, datos no publicados de nuestro laboratorio muestran que ASX
disminuye la translocacion nuclear del factor nuclear kB (NF-kB) sugiriendo que la ASX
puede actuar como un agente antiinflamatorio. En este trabajo estudiamos el efecto de
la ASX a nivel mitocondrial y en la respuesta inflamatoria usando un modelo de estrés
oxidativo inducido por peréxido de hidrégeno en células inmortalizadas de hipocampo
HT22. Encontramos que el perdxido disminuyod la funcion mitocondrial medida por el
ensayo de MTT, lo que fue asociado a un mayor numero de objetos de volumen
pequefo determinados con Mitotracker e Imagel, sugiriendo que el peroxido induce
fragmentacion mitocondrial. El perdxido indujo también la expresion de un componente
clave del inflamosoma como es la proteina NLRP3, sugiriendo la activacion de la
respuesta inflamatoria celular. La incubacién con ASX mejoré la funcién mitocondrial y
disminuyd el nimero de mitocondrias y la expresion de NLRP3 en células HT22
tratadas con perdxido. De manera interesante, la sola incubacién con ASX produjo un
aumento en el nimero de mitocondrias, pero de volumen similar a los controles,

sugiriendo que ASX induce biogenesis mitocondrial.

PALABRAS CLAVE.

HT22 - Toxicidad — NLRP3 - Mitocondria — Funcion mitocondrial



INTRODUCCION

1. Excitotoxicidad y toxicidad

Los trastornos neurologicos y psiquiatricos son los principales contribuyentes a la carga
mundial de morbilidad y tienen un grave impacto en la calidad de vida tanto de los
pacientes como de sus familiares. Aunque los eventos moleculares que subyacen a
estas enfermedades heterogéneas siguen sin comprenderse bien, algunos estudios han
planteado la idea de estudiar mecanismos comunes involucrados [1]. Se ha sugerido
que la excitotoxicidad, las especies reactivas de oxigeno (ROS), la neuroinflamacion y
la disfuncion mitocondrial es el mecanismo convergente final involucrado en varios
trastornos neuroldgicos como la epilepsia, la enfermedad de Parkinson (EP), la
enfermedad de Alzheimer (EA) y la esclerosis lateral amiotréfica (ELA), entre otros
[2,3].

La muerte de las células neuronales y gliales después de un trauma mecanico, como
lesion primaria, inicia una cascada progresiva de dafios (denominada lesion
secundaria) caracterizada por isquemia, hemorragia, edema, inflamacién, aumento de
radicales libres, peroxidacién lipidica, excitotoxicidad por glutamato y disfuncion

mitocondrial [4].

Durante la excitotoxicidad, la sobreactivacion de los receptores de glutamato
ionotrdépicos controlados por ligandos en las neuronas glutamatérgicas conduce a la
entrada excesiva de calcio (Ca?*) desde el espacio extracelular hacia la célula, lo que
provoca toxicidad neuronal, desencadenando una regulacién ascendente de oxido
nitrico sintasa inducible (iNOS), disfuncion de las mitocondrias, producciéon de ROS,
estrés del reticulo endoplasmatico (RE), liberacién de enzimas lisosomales y el inicio de

la senalizacion apoptética [5,6,7].

El glutamato es el neurotransmisor mas comunmente involucrado en el sistema
nervioso central de los mamiferos y actia para mediar en la neurotransmisiéon

excitatoria. Sin embargo, la liberacion glutamatérgica excesiva provoca excitotoxicidad,



lo que contribuye a la muerte de las células neuronales [4]. El glutamato se une a
receptores ionotrépicos permeables al calcio llamados receptores de N -metil- D
-aspartato (NMDAR), receptores de acido propionico
a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol (AMPAR), receptores de Kainato (KA), y asi como

receptores de tipo metabotropico de glutamato (mGIuR) [8,9].

Hay que destacar, que el exceso de especies reactivas de oxigeno (ROS),
sobregeneradas durante el proceso de estrés oxidativo, da como resultado la muerte
neuronal progresiva en una variedad de regiones del cerebro, particularmente el
hipocampo, la corteza y la sustancia negra [10]. En el contexto de toxicidad, el
peroxido de hidrégeno (H202) genera radicales de superdoxido e hidroxilos, los
componentes principales de ROS, y por lo tanto ha sido ampliamente empleado para
imitar el estrés oxidativo en diferentes paradigmas celulares [11,12,13,14]. Dado que
existe un desequilibrio entre la generacion y la eliminacién de ROS en la fisiopatologia
de las enfermedades neurodegenerativas, las moléculas que podrian proteger la
toxicidad inducida por H202 [15] pueden tener importancia terapéutica en el

tratamiento de estas enfermedades devastadoras

1.1 ROS

Las especies reactivas de oxigeno (ROS), son moléculas quimicamente reactivas
derivadas del oxigeno [16]. Las ROS se mantienen en un equilibrio dindmico
balanceado por los procesos celulares generadores de ROS vy las defensas
antioxidantes. El estrés oxidativo describe el dafio que ocurre cuando las ROS abruman
los sistemas de defensa antioxidantes. Este fendmeno es consecuencia de la alteracion
de la homeostasis, de modo que la produccion de ROS se vuelve excesiva o debido a la
disminucidn de los sistemas de defensa [17]. Los sistemas de defensa antioxidantes
constan de varias enzimas, algunas de las cuales contribuyen a la sintesis y transporte
de glutation. El factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (NF-E2) (Nrf2) es
un factor de transcripcion sensible a redox que activa la transcripcion de genes
antioxidantes, citoprotectores y antiinflamatorios [18]. En circunstancias normales,

Nrf2 se une a su regulador negativo, la proteina asociada al citoesqueleto, la proteina 1



asociada a ECH similar a Kelch (Keapl), que ubiquitina a Nrf2 y conduce a su
degradacion [19]. En respuesta al estrés oxidativo, Nrf2 se disocia de Keapl y se
traslada al nudcleo. La heterodimerizacion de Nrf2 con pequefias proteinas Maf en el
nucleo activa la transcripcion de sus genes diana, que contienen elementos de
respuesta antioxidante (ARE) en sus regiones promotoras [20]. Numerosos estudios
han sugerido que los activadores de Nrf2, como la melatonina y los compuestos
naturales, inhiben la activacion del inflamasoma NLRP3 [21]. Hasta ahora, el papel del
factor de transcripcion Nrf2 en el efecto inhibidor de la melatonina sobre la activacion
del inflamasoma NLRP3 en células microgliales sigue siendo en gran medida

desconocido [22].

En resumen, la produccion de las ROS debe estar en equilibrio con los procesos
antioxidantes en la célula, cuando no es asi, se produce estrés oxidativo. La
inflamacion es una respuesta protectora contra infecciones y lesiones que repara y
regenera tejidos o células dafiados y elimina patégenos. Sin embargo, la
sobreproduccién de ROS puede provocar una respuesta inflamatoria exagerada, la
liberacién de factores neurotdxicos y, en ultima instancia, la pérdida de la estructura y
funcién neuronal. Los procesos neuroinflamatorios pueden vincularse a multiples vias,
incluidas las que conducen a la depresion y la demencia, ambas consecuencias de la
neurodegeneracion. El mecanismo subyacente de la enfermedad involucra citoquinas
proinflamatorias y, por lo tanto, la neuroinflamacion esta involucrada en la patogénesis

de los deterioros funcionales y mentales [23].

Por otro lado, para comprender la desregulacion de la produccion de ROS asociada con
la neuroinflamacion, es fundamental comprender la fuente de ROS en el sistema
neuroinmune y su regulacion fisioldgica. Ademas, se ha visto que la produccidén de
oxidantes y la inflamacidon estan estrechamente relacionadas y es imperativo

determinar adecuadamente la secuencia correcta de eventos [24].

El estrés oxidativo es un actor importante en la patologia de los trastornos

neurodegenerativos. La relacion entre el estrés oxidativo y la muerte neuronal se ha



investigado extensamente. El estrés oxidativo dafia los acidos nucleicos, proteinas y
lipidos y potencialmente abre el poro de transicion de permeabilidad mitocondrial, que
a su vez puede estimular ain mas la produccion de ROS, empeorar el fallo de energia

y liberar factores pro-apoptéticos tales como el citocromo c en el citoplasma [25].

En las neuropatologias como la epilepsia, la enfermedad de Parkinson (EP), la
enfermedad de Alzheimer (EA), entre otros, el estrés oxidativo se atribuye
principalmente a la generacion acelerada de ROS, incluido el anién superoéxido, el
radical hidroxilo y los perdxidos. Las altas concentraciones de glutamato aumentan la
generacion de ROS tanto radicales como no radicales [26]. La formacion de ROS
inducida por glutamato se ha asociado con un metabolismo mitocondrial aberrante que
conduce a la activacion de una cascada de eventos toxicos intracelulares que dan como
resultado la peroxidacion lipidica, el Ca®* mitocondrial elevado y finalmente la muerte
celular. Por lo tanto, la regulacién de la produccién de ROS es un objetivo clave para el

tratamiento o prevenciéon de enfermedades neurodegenerativas [27].

1.2 Dinamica mitocondrial

Las enfermedades neurodegenerativas constituyen un grupo heterogéneo caracterizado
por una disminucién progresiva de las funciones fisioldgicas y anatémicas del sistema
nervioso. La etiologia de estas patologias aun se desconoce, pero se ha propuesto la
funcién mitocondrial como un factor comun entre ellas debido al alto requerimiento
energético que tienen las neuronas para realizar sus funciones fisioldgicas [28,29].
Ademas, las mitocondrias también participan en la sefalizacién intracelular, la

produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la apoptosis [30,31].

La mitocondria es un organulo altamente dinamico que cambia su morfologia y funcién
en respuesta a diferentes estimulos fisioldgicos y, por tanto, la dinamica mitocondrial
regula la supervivencia celular. La dinamica mitocondrial comprende diferentes
procesos como la generacion de nuevas mitocondrias (biogénesis mitocondrial), su
eliminacién (mitofagia) y, particularmente, la fusidn, fision, transporte y distribucion

dentro de la célula (trafico) [32].



Como se menciond anteriormente, las mitocondrias son organulos altamente dinamicos
que sufren fision y fusion constantes (Figura 1), y estos cambios morfologicos son
necesarios para un metabolismo energético eficiente, la amortiguacion del calcio y la

regulacion de la supervivencia celular [33].

La alteracion del equilibrio entre fisién y fusién mitocondrial estd constantemente
implicada en enfermedades neurodegenerativas, incluida la enfermedad de Alzheimer
[34]. En cerebros afectados por la EA se han observado alteraciones en la funcion
bioenergética, dindmica mitocondrial anormal y aumento de la liberacidén de citocinas

proinflamatorias [35,36].

La dindmica mitocondrial son parametros esenciales del control de calidad
mitocondrial, por lo que la generacion y eliminacion de mitocondrias son
contribuyentes esenciales. El mecanismo opuesto de la degradacion mitocondrial es la
generacién de nuevas mitocondrias, denominada biogénesis mitocondrial (mitogénesis)
[37].
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Figura 1. Dindmica mitocondrial. A. La fision mitocondrial, es ejecutada por la proteina 1 relacionada a
dinamina (Drpl), la cual se recluta y ancla en la membrana externa mitocondrial por proteinas de
transmembrana como la proteina de fision mitocondrial (Fis1), todo esto provoca la constriccion parcial de la
membrana mitocondrial, y para reforzar mas este efecto participa dinamina 2 (Dyn2). B. La fusion
mitocondrial, se lleva a cabo a partir de 2 pasos. Primero la fusion de la membrana externa, que esta
mediada por interacciones de dominio en espiral de mitofusinas 1y 2 (Mfn 1y 2), formando complejos para
unir asi a la membrana. Segundo, tenemos la participaciéon de una GTPasa relacionada a la dinamina (Opal),

que esta involucrado en la fusidon de la membrana interna mitocondrial.

Los procesos de biogénesis mitocondrial regulan la funcién mitocondrial y estan
involucrados en la patogénesis de las enfermedades neurodegenerativas [38]. El
coactivador del receptor y activado por el proliferador de peroxisomas (PGCla), el
principal regulador de la biogénesis mitocondrial activa la expresion de varios factores
de transcripcion posteriores, como el factor respiratorio nuclear 1 y 2 (NRF1 y 2) y el
factor de transcripcion mitocondrial A (TFAM) [39]. El deterioro de la funcién de PGC1la
y sus genes diana mitocondriales posteriores altera el metabolismo energético y la

funcion mitocondrial y finalmente conduce a la muerte neuronal [40].

Las mitocondrias también son reguladores clave de los sistemas inmunoldgicos innato
y adaptativo. Existe evidencia de que el trastorno de la dindmica mitocondrial y el dano
estructural pueden promover la produccion de citocinas y desencadenar la
neuroinflamacion [41]. Por lo tanto, la acumulacién y liberacion de productos
mitocondriales de sefalizacion de peligro (ROS, ADN, proteinas y lipidos) son
impulsores de la activacion del inflamasoma NLRP3. Una vez ensamblado y activado,
NLRP3 induce la escision proteolitica y la liberacidén de citocinas proinflamatorias,
incluidas la interleucina (IL) -1B y la IL-18, lo que provoca la muerte celular piroptoética

y exacerba las respuestas inflamatorias [42].

La disfuncion de las mitocondrias neuronales y la neuroinflamacion son dos
caracteristicas patoldgicas destacadas que se consideran cada vez mas mecanismos
patogénicos importantes para las enfermedades neurodegenerativas. Sin embargo, se
han hecho pocos esfuerzos para investigar las posibles interacciones entre ellos. [43].
Cada vez se reconoce mas que la disfuncion mitocondrial y la inflamacién son lesiones

interdependientes [44].



1.3 Neuroinflamacion

La neuroinflamaciéon es el mecanismo de inflamacién del sistema nervioso central
(SNC) que se produce en respuesta a traumas, infecciones o enfermedades
neurodegenerativas. La neuroinflamacion es un factor clave de la patologia de diversas
enfermedades neuroldgicas, este es un proceso complejo y ordenado que depende de

varios tipos de células gliales y células inmunitarias periféricas [45].

Es de relevancia destacar que la microglia son las principales células inmunitarias
residentes que desempefian un papel importante en la mediaciéon de las respuestas
inflamatorias en el Sistema nervioso central (SNC) y la activacion excesiva sostenida
de éstas, contribuyen al dafio neuronal y a la liberacion de mediadores inflamatorios,
como el factor de necrosis tumoral (TNF)-a, la interleucina (IL)-6 y la IL-1B, en
respuesta a la estimulacién con lipopolisacaridos (LPS). Ademas, la sobreproduccion de
estos mediadores puede contribuir a la progresion del trastorno neurodegenerativo
[46].

Las células neuronales son muy susceptibles al dafio inducido por citocinas
proinflamatorias, y se ha demostrado que la exposicidon a citocinas proinflamatorias
provoca la apoptosis de las células neuronales [47]. Ademas, la neuroinflamacion
puede aumentar el estrés oxidativo por la liberacién excesiva de especies reactivas de
oxigeno (ROS) daninas, que promueven aun mas el dano neuronal y la inflamacion
posterior, lo que da como resultado un ciclo de neurodegeneracion de

retroalimentacién positiva [48].

Varias piezas de evidencia sugieren que factores como mutaciéon génica, disfuncion
mitocondrial y acumulacién de hierro, entre otros factores, pueden generar ROS, vy la
neuroinflamacion es una respuesta protectora a diversos tipos de lesiones en el tejido.
Una vez que el tejido se inflama, provoca la acumulacion de ROS, lo que puede

conducir a la muerte celular [49].



La respuesta inflamatoria se modula mediante el estrés oxidativo. Mientras que en un
equilibrio redox, la respuesta inflamatoria es un mecanismo de defensa, en el caso de
una pérdida cronica de este equilibrio redox, como ocurre en las enfermedades
neurodegenerativas, las vias de sefializacion que modulan el sistema inmunitario se
alteran, lo que conduce a la desregulacion de la respuesta inmunitaria, favoreciendo el

predominio de respuestas proinflamatorias [50,51].

Las ROS también pueden mediar la activacion de microglias y astrocitos, por ende, son
capaces de activar rutas proinflamatorias y produccion de quimiocinas, como IL-1,
IL-6, TNF-a e interferones (IFN) que inducen la generacion de ROS en células no
fagociticas, asi como fibroblastos, musculo liso vascular células, células endoteliales,
renales células mesangiales y células tubulares [52]. A su vez las ROS, especialmente
derivadas de las mitocondrias, son uno de los mediadores criticos de la activacion del
inflamasoma NLRP3 [53]. Por lo tanto, la inflamacion y el estrés oxidativo son
mecanismos patoldgicos que estan estrechamente interrelacionados y a menudo

coexisten [54].

1.4 NLRP3

Los NLR forman una gran familia de proteinas de sensores intracelulares, cuyos
miembros comparten un dominio de oligomerizacion (NOD) de unién a nucleétidos
central conservado, una region de repeticién rica en leucina (LRR) y un dominio efector
N-terminal variable [53]. Los miembros de la familia del inflamasoma son numerosos,

pero el inflamasoma NLRP3 es el mejor caracterizado [54].

El NLRP3 suele estar inactivo, pero puede responder a desencadenantes estériles
comuUnmente asociados con trastornos neurodegenerativos, incluido el mal plegamiento
y la agregacion de proteinas, el estrés oxidativo y mitocondrial y la exposicion a

toxicos ambientales asociados a enfermedades [55].

La activacion del inflamasoma conduce a la activacion de caspasa-1, la escisidon de la

interleucina activa (IL) -1B e IL-18 y la muerte celular dependiente de caspasa-1 [56].



El inflamasoma NLRP3 se activa mediante varios patrones moleculares asociados a
patdégenos (PAMP), incluidos proteinas o acidos nucleicos microbianos, y patrones
moleculares asociados al dafio (DAMP) [57,58]. Multiples mecanismos de sefializacion
celular pueden participar en la activacion de NLRP3, incluida la liberacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), la salida de potasio, el dafio lisosomal y la
desestabilizacion o dafio mitocondrial. Ademds, NLRP3 podria estar regulado
directamente por ROS [59].

Las especies reactivas de oxigeno (ROS), especialmente derivadas de las mitocondrias,
son uno de los mediadores criticos de la activacidon del inflamasoma NLRP3. Ademas, la
inflamacion impulsada por el inflamasoma NLRP3 recluta células inflamatorias,
incluidos macroéfagos y neutroéfilos, que a su vez provocan la producciéon de ROS, lo que

sugiere un circuito de retroalimentacion entre ROS vy el inflamasoma [51].

2. Terapia con Astaxantina

Se ha dado lugar a un creciente cuerpo de investigacibn que se centra en la
comprension de los mecanismos asociados con el insulto toxico y en el descubrimiento
de posibles estrategias terapéuticas dirigidas a estos mecanismos. Para que sean
tratamientos eficaces para las enfermedades neurodegenerativas deben ser capaces de
penetrar en la barrera hematoencefélica, sin embargo, la mayoria de las aplicaciones

terapéuticas estan limitadas por una falta de permeabilidad hacia esta barrera [60].

En el caso de la astaxantina (ASX) o 3,3'-dihidroxi- B- B-4,4'-diona es un carotenoide
de xantofila, sintetizado naturalmente por una serie de bacterias marinas como la
Agrobacterium aurantiacum, microalgas como la Haematococcus pluvialis y Chlorella
zofingiensis y levaduras rojas como la Xanthophyllomyces dendrorhous [61]. Se ha
encontrado que la ASX es segura para el consumo humano, con minima
mutagenicidad, teratogenicidad, embriotoxicidad y toxicidad para la reproduccion [62].
También mantiene la funcibn mitocondrial, demuestra una mayor actividad
antioxidante que la vitamina E y es mas fuerte que otros carotenoides [63]. Ademas de
su alta capacidad antioxidante, destaca también sus propiedades lipofilicas por lo que

puede pasar facilmente la barrera hematoencefalica y actuar directamente sobre el



sistema nervioso central (SNC), otorgando cierto efecto neuroprotector [64]. La ASX se
ha considerado una molécula prometedora para el tratamiento de la inflamacion, el
cancer y las enfermedades relacionadas con la edad [65]. Por lo tanto, el cerebro se
considera el érgano diana mas importante de la astaxantina [66]. Sin embargo, este
carotenoide también ha tenido un protagonismo como potencial anti-aterosclerético
[67] y un enfoque terapéutico para sujetos con pre-diabetes y diabetes mellitus tipo 2
[68].

En relacién con lo anterior mencionado, se ha mostrado que la ASX, como caroteno de
origen marino protege a las neuronas hipocampales en cultivos de los efectos nocivos
de los oligdmeros del péptido amiloide-B [69] vy, previene la produccidon excesiva de
ROS que inducen un aumento sostenido en la concentracion de Ca** citoplasmatico
[65]. Ademas, ASX reduce los depdsitos de beta-amiloide y proteina tau [70], mejora
la disfuncidon cognitiva en algunos modelos de enfermedades neuroldgicas como la
enfermedad de Parkinson y la epilepsia [71,73]. También se ha observado una mejora
por parte de la ASX en alteraciones bioquimicas y de comportamiento utilizando
modelos in vivo e in vitro de dolor neuropatico [57].

Por otro lado, estudios recientes (aun no publicados) realizados en ratas envejecidas
alimentadas con ASX mejoraron la memoria de reconocimiento, atenuaron el dafio
oxidativo al ADN y previnieron la translocacién nuclear de un factor de transcripcion
gue conduce la respuesta inflamatoria (NF-kB). En relacién con este ultimo, se ha visto
gue la ASX actia como un inhibidor para NF-kB en ratones SNL y en ratas envejecidas
[22,58]. Ademas, en el contexto de la depresién, ASX tenia un efecto antidepresivo al
disminuir los niveles de IL-1beta, IL-6, ciclooxigenasa-2, caspasa-3 escindida y GFAP
[72].

A partir de todo lo anterior planteado, surge como pregunta de investigacion, si ¢El
efecto neuroprotector de la astaxantina en una linea hipocampal de ratén involucra
cambios en la expresion del inflamasoma NLRP3 afectando la viabilidad celular y la

integridad mitocondrial?



HIPOTESIS

ASX mejora la funcionalidad mitocondrial y disminuye la neuroinflamacion, en células

neuronales de raton sometidas a estrés oxidativo.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la ASX en la funcidn, dinamica mitocondrial y activacion del
inflamosoma en células hipocampales de ratén en un modelo de toxicidad por estrés

oxidativo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar el efecto de la ASX en la funcién mitocondrial, en una linea hipocampal

de ratén HT22 tratada con peréxido de hidréogeno (H202).

2. Evaluar el efecto de la ASX en la dindmica mitocondrial, en una linea

hipocampal de ratén HT22 tratada con perdxido de hidrégeno (H202).

3. Evaluar el efecto de la ASX en la activacion del inflamosoma NLRP3, en una

linea hipocampal de ratdon HT22 tratada con peroxido de hidrégeno (H202).



METODOLOGIA

Materiales cultivo

DMEM alto en glucosa (GIBCO; Thermo Scientific), Penicilina/Streptomicina 10.000
U/ml, suero fetal de caballo (FHS) inactivado (GIBCO; Thermo Scientific, Nueva
Zelanda), poli-D-lisina de 50 ug/mL (Sigma-Aldrich, MA, EE. UU.), tripsina-EDTA
0.025% (GIBCO; Thermo Scientific, IL, EE. UU.), tubos de centrifugas plasticos 50 ml y
15 ml (Falcon), pipetas Pasteur plasticas desechables, filtros tamafio de poro 0,2 pm
Costar, placas 96 pocillos fondo plano (Falcon), placas 60 mm y 30 mm petri (Falcon),
azul de tripan, Tampon fosfatos salino 10X (PBS), perdéxido de hidrégeno (H202),
astaxantina (extracto etandlico), alcohol etilico (100%), MTT
(bromuro-3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio) (Invitrogen, Thermo
Scientific), HCL, Dodecil fosfato de Sodio 10% (SDS), lector de placas modelo Synergy
HT, mitotracker red FM (Invitrogen, Thermo Scientific), DMSO, PFA 4%, anticuerpo
primario (anti-h/mNLRP3, Merck Millipore), anticuerpo secundario (Goat anti-Rabbit
IgG, Alexa fluor 546, Invitrogen), BSA al 1% y 5%, Tritdn X-100, medio de montaje
Dako (Invitrogen, ThermoScientific), microscopio confocal de barrido laser (Nikon C1
D1-ECLIPSE).

Cultivos celulares HT22

Se utilizaron células HT22 inmortalizadas de ratén de hipocampo no diferenciadas. Para
esto se sembrd en una placa Petri de 60 mm y en placas de 96 pocillos tratada
previamente con poli-D-lisina de 50 jpg/mL (Sigma-Aldrich, MA, EE. UU.) a una
densidad de 20.000 células/placa y 3000 células/pocillo respectivamente, con 3 ml
(placa 60 mm) y 200 pl (placa 96 pocillos) de medio DMEM alto en Glucosa con FHS
10%. Las células se cultivaron en una atmdsfera de humedad saturada con 95% de O,
y 5% de CO, a 37°C. Cuando estas células cumplieron el 70% de confluencia, se
disocian con 1 ml al 1X tripsina-EDTA 0.025% (GIBCO; Thermo Scientific, IL, EE. UU.)

para la ejecucion del sub-cultivo.



Tratamiento con ASX y H,0,

En las placas de 96 pocillos se trabajoé con varias concentraciones de ASX (100 nM, 1
MM y 10 pM), H,0, (50 uM y 200 uM), control (CT) y vehiculo (VEH/EtOH absoluto
100%). Para estimular con ASX a las células se le retir6 el medio DMEM 10% vy se
reemplazé con 200 pl (placa 96 pocillos) de medio de DMEM alto en glucosa con FHS
Gibco al 1% (DMEM 1%) con 100 nM, 1 uM y 10 uM de ASX, mientras que en la placa
Petri de 60 mm, se remplazé con 2 ml de medio DMEM 1% junto a ASX a la
concentracion determinada en el ensayo MTT, previamente diluida por 24 horas.

Para estimular con perdoxido de hidrogeno (H,0,), se retiré el medio agregado
anteriormente de DMEM 1% con ASX, afiadiendo H,0O, a una concentracién de 50 uM vy
200 pM en las placas de 96 pocillos y a una concentracidon determinada en el ensayo
MTT en las placas Petri de 60 mm, por un tiempo de 1 hora de incubacién a 37°C.
Finalizado este ultimo, se eliminéd el tratamiento de H,0,, y se agregé medio DMEM 1%

por 24 horas.

Tabla 1. Distribucidn de las condiciones experimentales en placa 96 pocillos.

VEH VEH VEH VEH VEH VEH 100 nM 100 nM 1puM 1 pM ASX 10 uM 10 uM ASX
ASX ASX ASX ASX
VEH VEH VEH VEH VEH VEH 100 nM 100 nM 1puM 1 pM ASX 10 uM 10 uM ASX
ASX ASX ASX ASX
VEH + 50 VEH + 50 VEH + 50 VEH + VEH + VEH + 100 nM 100 nM 1puM 1 pM ASX 10 uM 10 uM ASX
UM H202 UM H202 UM H202 50 uM 50 uM 50 uM ASX + ASX + ASX + + 50 uM ASX + + 50 uM
H202 H202 H202 50 uM 50 pM 50 uM H202 50 uM H202
H202 H202 H202 H202
VEH + 50 VEH + 50 VEH + 50 VEH + VEH + VEH + 100 nM 100 nM 1uM 1 pM ASX 10 uM 10 pM ASX
UM H202 UM H202 UM H202 50 pM 50 pM 50 uM ASX + ASX + ASX + + 50 uM ASX + + 50 upM
H202 H202 H202 50 uM 50 uM 50 uM H202 50 uM H202
H202 H202 H202 H202
VEH + 200 VEH + 200 VEH + 200 VEH + VEH + VEH + 100 nM 100 nM 1puM 1 pM ASX 10 uM 10 pM ASX
UM H202 UM H202 UM H202 200 M 200 pM 200 pM ASX + ASX + ASX + + 200 pM ASX + + 200 pM
H202 H202 H202 200 pM 200 uM 200 uM H202 200 uM H202
H202 H202 H202 H202
VEH + 200 VEH + 200 VEH + 200 VEH + VEH + VEH + 100 nM 100 nM 1puM 1 pM ASX 10 uM 10 pM ASX
UM H202 UM H202 UM H202 200 M 200 M 200 pM ASX + ASX + ASX + + 200 uM ASX + + 200 pM
H202 H202 H202 200 M 200 pM 200 M H202 200 pM H202
H202 H202 H202 H202
CcT CcT CcT CcT CcT CT CT CT CT CT CT CT
Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco



Ensayo colorimétrico MTT o 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio

para funcion mitocondrial

A las placas de 96 pocillos con la condicién control, vehiculo, ASX, H,0, y ASX/H,0,
(Tabla 1), se les elimind el medio DMEM 1% anadido anteriormente, para agregar
medio DMEM 1% fresco junto a 10 ul de la solucién stock MTT (12mM) en PBS 1X, y se
incubdé por 4 horas a 37°C. A continuacién, se afiadié a cada pocillo una solucién de
SDS 10% en HCL (0,01M), y se incubo por 18 horas a 37°C (Figura 2). Finalmente, se

midio la absorbancia a 570 nm con un lector de placas modelo Synergy HT.
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Figura 2. Fundamento ensayo de MTT. El MTT es un compuesto soluble que se agrega directamente al medio

de cultivo, absorbiéndose por las células vivas a través de la membrana celular. Dentro de las células vivas,
el MTT es reducido por la enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa a formazan. Este precipitado
formado se solubiliza a través de algun solvente organico como SDS 10%, para asi medir su absorbancia a

una longitud de onda especifica.

Ensayo colorimétrico Mitotracker para integridad mitocondrial

A cada uno de los grupos experimentales descritos previamente con las condiciones
antes mencionadas, se les retiré el medio DMEM 1%, para luego agregar 0.5 pul de la
solucion stock Mitotracker Red FM (1mM, Invitrogen, en 1 ml de DMSO junto a 0.2

gramos de plurdnico) en 500 ul de medio DMEM 1% para incubar por 40 minutos a



37°C en incubadora (Figura 3). A continuacion, se retird la solucion para realizar 3
lavados con PBS 1X vy fijar con PFA 4% a 37°C por 10 minutos. Se lavdé nuevamente
con PBS 1X para montar con Dako en un portaobjeto y dejar a 4°C para su posterior

visualizacion.

Obtenidas las imagenes se trabajo con el programa Image], configurando el formato a
8-bit, el tamano de la imagen a 500 pixels y ajustando el brillo con contraste. A
continuacion, se aplico el treshold para binarizar la imagen (skeletonize, watershed y
dilate respectivamente), y se aplicd un reslice Z en 0.1 (profundidad de pixel), para
realizar un conteo 3D de objetos. Los datos obtenidos del conteo 3D y el volumen
mitocondrial se trabajaran en Excel para el analisis estadistico. Cabe destacar, que el
volumen mitocondrial, se realizd como un promedio del volumen total de cada

mitocondria por célula.

Mitotracker red

Cultivos celulares

Mitocondria

Figura 3. Mitotracker red marca mitocondria. Mitotracker red es una molécula lipofilica que atraviesa las
membranas celulares, y debido a su carga positiva en su forma no ionizada se acumula en la mitocondria, las
cuales poseen cargas negativas. Todo esto sucede por la diferencia del potencial de carga entre el citosol y el

interior mitocondrial.

Técnica Inmunofluorescencia para deteccion de antigenos.



A las células sembradas en cubreobjetos de las distintas condiciones, se les retird el
medio DMEM 1% para lavar con 1ml de PBS 1X. A continuacion, se agregé 1 ml de
soluciéon PFA 4% a 37°C por 10 minutos. Se afiadié 1 ml de Triton X-100 (0,1%) en
PBS por 30 minutos, y se agregé 1 ml BSA 5% con PBS 1X por 1 hora. Se incubaron
los cubres con el anticuerpo primario (anti-h/mNLRP3, Merck Millipore) en BSA 1% a
una dilucion de 1:500 durante toda la noche bajo 4°C en cadmara himeda. Al dia
siguiente los cubres se pasaron a una placa de 24 pocillos mirando hacia arriba y se
realizaron 3 lavados con PBS 1X de 10 minutos cada uno. Se incubd el anticuerpo
secundario 1:500 en BSA 1% por 1 hora bajo oscuridad. A continuacion, se realizaron
3 lavados con PBS 1X de 10 minutos cada uno, para incubar con Hoechst 1:1000 en
PBS 1X por 20 minutos. Se lavé nuevamente una serie de 3 lavados con PBS 1X por 10
minutos para montar finalmente con Dako en un portaobjeto y dejar a 4°C

almacenado.

Obtencion imagenes por microscopia confocal

Para obtener imagenes de las células, los portaobjetos tratados son observados en un
microscopio confocal de barrido laser (Nikon C1 D1-ECLIPSE) utilizando objetivos de
20X, 40X y 60X. Se tomaron cortes confocales en el eje Z en los objetivos de 60X,
utilizando un pinhole de 30 um y se realizaron cada 0.8 um en las regiones de interés
para obtener imagenes representativas. Las imagenes fueron editadas en el software

EZ-C1 FreeViewer 3.90 y reconstruidas con Niss Elements Viewer 4.0.

Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd con el software GraphPad. Los valores se presentaron
como la media £ SEM. Se evalud la distribuciéon normal de los datos mediante prueba
de Shapiro-Wilks. Para comparaciones multiples de datos paramétricos se aplicd la
prueba de ANOVA correspondiente, mientras que para datos no paramétricos se aplicé
el test de Kruskal Wallis. Un valor de p <0.05 fue considerado estadisticamente

significativo.



RESULTADOS

Ensayo de viabilidad celular

A. Efecto del H,0.en la funcién mitocondrial

Inicialmente, se evaludé la funcion mitocondrial en células hipocampales de ratén
(HT22) expuestas a diferentes concentraciones de H,0O, (50 y 200 pM) durante 1 hora
(Figura 4). En ambas condiciones utilizadas (50 y 200 uM) se observaron cambios en la
morfologia celular respecto a la condicion control (27,96% y 79,56%) y a la condicion
vehiculo (29,12% y 80.72%) respectivamente. Asociado a los cambios morfoldgicos se
determind una disminucién significativa en la funcién mitocondrial respecto al control y
al vehiculo (p<0,05, n=5). No fue posible evidenciar una diferencia significativa entre

el grupo control y vehiculo (EtOH).

A CONTROL VEHICULO
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Figura 4. Efecto del peréxido de hidréogeno (H,0,) sobre la funcion mitocondrial. A. Imagenes
representativas de las células HT22 tratadas con la condiciéon control, vehiculo, 50 y 200 uM de H,O, B.
Cambios en la viabilidad celular con 50 y 200 pM de H,0, Los resultados se expresan como porcentajes de
absorbancia de las células HT22, £ error estandar medio. Los valores corresponden a un n=5 (analisis de 5
réplicas). * Indica diferencia significativa con respecto al control y *** indica diferencia significativa con

respecto al vehiculo (p<0.05) con Kruskal Wallis.

B. Efecto de un tratamiento con ASX en concentraciones crecientes

previamente a la estimulacion con H,0,

A continuacién, La figura 5 nos muestra los cambios en la funcién mitocondrial
expresado como porcentaje del control en células hipocampales de ratéon (HT22)
expuestas a diferentes concentraciones de ASX (100 nM, 1 uM, 10 puM, 20 pM, 40 uM,
60 uM, 80 yM y 100 uM) durante 24 horas. Donde se puede observar, una disminucion
en la funcién mitocondrial a altas concentraciones de ASX respecto a la condicion
control. Destacando la significancia estadistica, de la baja en la actividad metabdlica en

las células HT22 con la condicién 60 uM, 80 uM y 100 uM respecto al CT.
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Figura 5. Efecto de la ASX en concentraciones crecientes. Cambios en la funcién mitocondrial

concentraciones elevadas de ASX. Los resultados se expresan como porcentajes de absorbancia de las
células HT22, * error estandar medio. Los valores corresponden a un n=5 (analisis de 5 réplicas). * Indica

diferencia significativa con respecto al control (p<0.05) con ANOVA unidireccional junto a Bonferroni.

C. Efecto neuroprotector de la ASX frente al tratamiento con H,0,

En el caso de la figura 6, muestra el efecto del antioxidante ASX en diferentes
concentraciones (100 nM, 1 uM y 10 uM) antes y después del tratamiento con 50 uM
de H,0..

Donde, la funcién mitocondrial aumentd significativamente en presencia de 100 nM, 1
MM y 10 yM de ASX con tratamiento de 50 uM de H,0, en comparacién a la condicién
de solo 50 uM de H,0, (p<0,05). He de destacar que no se visualiza una diferencia
significativa entre las diferentes condiciones ASX en ausencia o presencia de H,0,
(p<0,05).



HT22 con pretratamiento de ASX 'y
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Figura 6. Efecto en la funcién mitocondrial de un pretratamiento con concentraciones crecientes
de ASX en células HT22 estimuladas con 50 pM de H,0,. Cambios en la funcién mitocondrial con 50 uM
de H,0, en presencia del antioxidante ASX Los resultados se expresan como porcentajes de absorbancia de
las células HT22, = error estandar medio. Los valores corresponden a un n=5 (analisis de 5 réplicas). *
Indica diferencia significativa con respecto al 50 uM de H,0, y ** indica diferencia significativa con respecto
al control (p<0.05) con ANOVA unidireccional junto a un Bonferroni. Se omitieron diferencias significativas

para la simplificacion del grafico.

Por otro lado, el porcentaje de viabilidad celular se mantuvo sin cambios significativos
en presencia de 100 nM, 1 pM y 10 yM de ASX con los 200 uM de H,0, respecto a la
condicion de 200 uM de H,0, (p<0,05).
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Figura 7. Efecto en la funcion mitocondrial de un pretratamiento con concentraciones crecientes
de ASX en células HT22 estimuladas con 200 pM de H,0,. Los resultados se expresan como
porcentajes de absorbancia de las células HT22, + error estandar medio. Los valores corresponden a un n=5
(analisis de 5 réplicas). *** Indica diferencia significativa con respecto al control (p<0.05) con ANOVA

unidireccional junto a un Bonferroni. Se omitieron diferencias significativas para la simplificacion del grafico.

En base a las figuras 4, 5, 6 y 7, se eligio el modelo experimental que se llevara a cabo
en el resto del trabajo. Respecto a la concentracion de H,0,, se pudo visualizar que al
trabajar con una concentracion de 200 uM, la funcion mitocondrial disminuyd mas del
50%, lo que no se pudo revertir en las tres concentraciones de ASX (100 nM, 1 pM y
10 pM) utilizadas manteniendo una baja actividad metabdlica celular de las HT22.
Mientras que la concentracion 50 uM de H,0, sélo afectd el 30% de las células,
situacién que fue revertida en todas las concentraciones de ASX antes mencionadas,
restableciendo de manera significativa la actividad metabdlica de estas. En relacion con
esto Ultimo, se eligid la concentracion de 50 uM de H,0, y la concentracién de 10 uM

de ASX para el resto de los experimentos. Cabe destacar que no se presencié una



diferencia significativa entre la condicién control y vehiculo, por lo que se decide

comparar los tratamientos respecto al control.

A. Dinamica mitocondrial

A continuacion, para estudiar fusidén y fision mitocondrial se estudié los cambios que
presentaba la morfologia mitocondrial, post tratamientos de ASX y H202. Las imagenes
obtenidas en el microscopio confocal, se sometieron a un procedimiento por medio de
Imagel con binarizaciéon, para luego realizar un conteo 3D de estas (Figura 8A).
Obteniendo una diferencia significativa de la condicién H,0, respecto al CT, asociandolo
a una fragmentaciéon mitocondrial por el N° de objetos detectados por célula. Sin
embargo, al visualizar la condicion ASX/ H,0, podemos ver una diferencia significativa
respecto a la condicién H,0,, muy similar a la condicién CT, mejorando el dafio
mitocondrial por parte del H,0, (Figura 8B y 8C). Por otro lado, un detalle que resalta
es la condiciéon ASX, resultando significativamente mas alta que el CT en N° de objetos
encontrados por célula, relacionandose a primera vista con fisién mitocondrial o algun

fendomeno de colocalizacién con ASX (Figura 8B y 8C).
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Figura 8. Morfologia mitocondrial en HT22. A. Diagrama sistematico del flujo de trabajo del analisis
morfolégico mitocondrial. B. Imagenes de microscopia confocal, procesamiento de umbral y el andlisis

esquelético. C. Cuantificacion del analisis morfolégico mitocondrial de Mitotracker. Los resultados se expresan
como un promedio de nimeros de objetos detectados por células HT22, * error estandar medio. Los valores

corresponden a un n=5 (analisis de 5 réplicas). * Indica diferencia significativa con respecto al control, **
Indica diferencia significativa con respecto a ASX, y *** Indica diferencia significativa con ASX/H,0,(p<0.05)

con Kruskal Wallis.

A. Volumen relativo mitocondrial

Respecto a los resultados obtenidos en el analisis morfolégico mitocondrial, se llevd a
cabo un estudio del volumen relativo mitocondrial del ensayo anterior con mitotracker
(micras cubicas) de cada mitocondria detectada por el sistema promediandola.
Obteniendo con la condicién H,0, un volumen mitocondrial significativamente menor
respecto al CT, mientras que la condicidon ASX/H,0O, es significativamente mayor a la
condicion H,O, en volumen mitocondrial. Vinculandose con los resultados anterior de
fusion vy fision mitocondrial. Cabe destacar que la condicién ASX nuevamente se obtuvo
un aumento significativo respecto al CT, indicandonos la presencia de un mayor
volumen en los objetos detectados por célula en esta condicién, asociando todo este
proceso a la biogénesis mitocondrial y no solamente a la fusién o fision mitocondrial
(Figura 8C vy 9).
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Figura 9. Volumen en micras cubicas mitocondrial HT22. Cambios en el volumen mitocondrial con 3

condiciones. Los resultados se expresan como un promedio de nimeros de objetos detectados por células
HT22, * error estandar medio. Los valores corresponden a un n=5 (andlisis de 5 réplicas). * Indica

diferencia significativa con respecto al control, ** Indica diferencia significativa con respecto a ASX, y ***

Indica diferencia significativa con ASX/H,0, (p<0.05) con ANOVA unidireccional junto a Bonferroni.

-z

Expresion relativ NLRP

A. Analisis intensidad fluorescente para células HT22

Para investigar la respuesta inflamatoria de NLRP3 con H,O,, presente a ASX, las
imagenes se evaluaron con el microscopio confocal y por medio de Image] se trabajo
con la expresién relativa de NLRP3 y la intensidad fluorescente que esta emite,
obteniendo lo siguiente (Figura 10). Expresidon nula con la condicion CT y ASX por
NLRP3, mientras que, por otro lado, hubo una diferencia significativa por parte de H.0O,
respecto a ASX/ H,0, con relacion a la expresion de NLRP3.
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Figura 10. Expresion relativa NLRP3. A. Imagenes representativas de NRPL3. B. Condicidon CT y ASX no
expresaron NLRP3, mientras que la condicion H,0,y ASX/ H,0,, si expresaron Los resultados se expresan

como un promedio de 12 células HT22. Los valores corresponden a un n=1 (analisis de 1 replica)



DISCUSION.

Si bien existe una gran variedad de enfermedades neurodegenerativas y cada una de
esta tienen caracteristicas patoldgicas particulares, el cuadro patoldgico que muchas
comparten, son las mitocondrias disfuncionales que junto al estrés oxidativo producido
por una acumulacidon excesiva de ROS contribuyen a un aumento en la respuesta
inflamatoria, conllevando a la muerte neuronal y finalmente a la neurodegeneracion
[1,2,3].

En relacién con las terapias para enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer
y el Parkinson se han utilizado diversas; sin embargo, su eficacia es limitada por lo que
es un area de investigacion activa y en evolucién. Recientemente se ha utilizado la
inmunoterapia utilizando los anticuerpos monoclonales, asi como también, la terapia
génica y el uso de células madre [73,74,75]. A pesar de los esfuerzos hasta la fecha no

existe una cura para muchas de estas enfermedades.

Varios estudios realizados en modelos in vitro e in vivo en enfermedades
neurodegenerativas han mostrado algunos resultados positivos de algunos
antioxidantes y aunque los antioxidantes se han estudiado ampliamente como una
estrategia alternativa para prevenir o tratar estas enfermedades, todavia se necesita
evidencia directa para respaldar su uso en el tratamiento de pacientes que padecen
estas complicaciones [76,77]. Dentro de los antioxidantes que se han utilizado para
investigacion tenemos la vitamina C, la vitamina E, el resveratrol y la coenzima Q10
[78,79,80,81].

ASX es un carotenoide natural lipofilico, que tiene la capacidad de atravesar la barrera
hematoencefdlica y que en concentraciones pequenas es neuroprotector. No obstante,
de manera similar que otras moléculas antioxidantes, en concentraciones altas, tiene
un efecto téxico para la célula, disminuyendo la actividad metabdlica y la funcionalidad
mitocondrial. Es por esto que se debe estudiar cual es la concentraciéon en que estas

moléculas tienen un efecto terapéutico.



Aqui, estudiamos las propiedades neuroprotectoras de la ASX en la funcién y dindmica
mitocondrial relacionado a la neuroinflamacién en un modelo celular de estrés
oxidativo inducido por H202 en cultivos de lineas celulares inmortalizadas de
hipocampo (HT22).

Si bien, existen controversia sobre el ensayo de MTT para evaluar la viabilidad celular,
se ha visto que la actividad metabdlica de la mitocondria estd estrechamente
relacionada con las vias del estrés mitocondrial, la autofagia y la apoptosis [82].
Respecto al ensayo MTT, se pudo observar que a una concentracion alta de H202 (200
MM), la funcién mitocondrial decayé mas del 60%, probablemente debido a las altas
concentraciones de ROS que se producen y la insuficiente capacidad para eliminarlo
totalmente. A esta concentracién el tratamiento de ASX no fue capaz de revertir el
dafio mitocondrial. Por el contrario, usando una concentracién mas baja de H202, solo
es afectada la funcion mitocondrial en un 30%, condicion en la cual la ASX en sus 3
concentraciones (100 nM, 1 pM y 10 ppM), pudo generar un efecto neuroprotector,
mejorando la funcionalidad mitocondrial y, por ende, su actividad metabdlica. Debido a
esto se utilizd en la segunda parte de los experimentos una concentraciéon de 50 pM de

peroxido para realizar el insulto neurotdxico.

Al ser la mitocondria un organelo celular esencial en la produccion de energia, el
metabolismo vy la regulacidén del estrés oxidativo en las células [83,84], en este trabajo
se estudid la dinamica mitocondrial, que incluye procesos de fusion y fision
fundamentales para mantener la salud y la funcion adecuada de estos organulos. Sin
embargo, la disfuncién mitocondrial, causada por factores como mutaciones genéticas
o estrés oxidativo, puede llevar a un desequilibrio de la dinamica mitocondrial,
relacionandose a trastornos y enfermedades como neurodegeneracion, enfermedades

cardiovasculares y envejecimiento [34,35].

Para estudiar la dindmica mitocondrial se visualizé la mitocondria usando el marcador
mitocondrial Mitotracker, el cual es una sonda fluorescente cargada que llega al interior

mitocondrial debido a su potencial de membrana [85]. Con la ayuda de las extensiones



del programa Image J (NHI) pudimos contar el nUmero de objetos detectados en las
distintas condiciones calculando también el volumen relativo de cada uno de los
objetos detectados. Respecto a lo obtenido, tenemos que al exponer las HT22 al insulto
neurotoxico, el nimero de mitocondrias aumentd y su volumen relativo disminuyd lo
que sugiere que las mitocondrias sufrieron un proceso de fragmentacion causado por
fision mitocondrial (Figura 4). Este efecto que tiene el H202 en la mitocondria es
consistente con otros trabajos previos, que muestran activacion de proteinas
vinculadas con la fision mitocondrial, inhibicion de la fusién mitocondrial o dafo directo
en las membranas de la mitocondria [86]. Cabe destacar el efecto neuroprotector de la
ASX disminuyendo el dafio y la fragmentacion mitocondrial inducida por el H202,

consistente con el aumento en la funcién mitocondrial, observado en el ensayo de MTT.

De manera interesante e inesperadamente, la condicion con células HT22 pre-tratadas
solo con ASX, destacd en el andlisis de objetos 3D, por el gran numeros objetos
detectados, asociandose a un gran nimero de mitocondrias. En un inicio, se pensd que
ASX estaba generando un efecto téxico en las células HT22, vinculando este proceso a
fision mitocondrial, sin embargo, esta hipdtesis no era coherente al analizar la
condicion ASX/H202. Por esta razon, se hizo un segundo analisis, pero esta vez del
volumen mitocondrial (um3), mostrando que el volumen en esta condicién de objetos
encontrados era similar a la condicion control, mientras que el volumen de los objetos
encontrados con la condicion H202 era mucho menor, comprobando que estdbamos
frente a otro proceso celular que sugiere fuertemente que se trata de biogénesis
mitocondrial. Lamentablemente, el uso de mitotracker no permite discriminar si uno
esta viendo, fision mitocondrial o biogénesis mitocondrial [87]. Debido a lo anterior, se
hace necesario el uso de otras técnicas como microscopia electréonica para poder decir
que ASX induce biogénesis mitocondrial. No obstante, diversos articulos mostraron que
ASX promueve la formacién de mitocondrias, vinculandose con la biogénesis
mitocondrial (mitogenesis) mediante el regulador PGC-1a y la activacion de TFAM
[88,89]. Como también se demostré que la ASX induce mitofagia mediante la
activacion de PINK1 y PARKIN vy la inhibicion de AKT/ mTOR [89].



Por esta razon, se propone que en futuros trabajos que se quiera estudiar la dindmica
mitocondrial o la biogénesis, se haga por medio de microscopia electronica o que se
complemente por medio de gPCR, Western-blots o inmunofluorescencia para ver la
expresion de Drp-1, que regula la fisibn mitocondrial por medio de la membrana
externa, junto a la expresion de PGC-la, como regulador clave en la biogénesis

mitocondrial.

En el contexto inflamatorio, se ha visto que la produccion de ROS y el dafio
mitocondrial son esenciales para la activacion del inflamasoma NLRP3 [90], y estudios
anteriores han aclarado que las ROS desempefian un papel en la producciéon de
citocinas inflamatorias en respuesta al LPS [92,93], como también se ha demostrado
que desempena un papel importante en la activacién del inflamasoma NLRP3 [91]. Lo
anterior es consistente con nuestro modelo de toxicidad por H202 que activa
mecanismos inflamatorios por medio del estrés oxidativo, desencadenando en este

caso la activacion del inflamasoma NLRP3.

En nuestro trabajo pudimos visualizar que en condiciones control NLRP3 no se puede
detectar lo que sugiere que el inflamasoma no estd activo. Sin embargo, al inducir un
estimulo téxico, aumenta la expresiéon de NLRP3 lo cual es consistente con la activacion
de la respuesta inflamatoria. En células pretratadas con ASX disminuyeron la respuesta
inflamatoria respecto a células estimuladas con H202. No se pudo calcular la
estadistica debido a que realizamos solo una réplica, por lo que esperamos en el futuro
realizar mas repeticiones para tener resultados consistentes. Ademas, se pretende
proximamente complementar con el estudio de otros marcadores inflamatorios como
ASC, caspasa-1 o NF-KB.

Es interesante que datos de la literatura indican que PGCla es el principal regulador de
la biogénesis mitocondrial activando la expresion de varios factores de transcripcion
posteriores, como el factor NRF1 y 2 [92]. Nrf2 regula el inflamasoma NLRP3 y es uno
de los blancos de la ASX a nivel transcripcional [93], siendo el eje NLRP3-Nrf2 un foco

interesante para estudios posteriores.



CONCLUSIONES

Este estudio proporciona evidencia del potencial neuroprotector y antiinflamatorio
que posee ASX en el contexto de enfermedades neurodegenerativas, destacando
de manera prometedora en el desarrollo de futuras investigaciones, aceptando la

hipétesis planteada en este trabajo debido a los siguientes resultados:

1. En presencia del modelo de toxicidad planteado, ASX protege Ila

actividad metabdlica y, por ende, la funcion mitocondrial.

2. ASX previno la fragmentacion mitocondrial inducida por H202.

3. Se sugiere que ASX promueve la biogénesis mitocondrial.

4. ASX disminuyd la expresion de la proteina del inflamasoma NLRP3 inducida

por H202.
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