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RESUMEN

La astaxantina (ASX) es un pigmento carotenoide antioxidante y neuroprotector que

puede atravesar la barrera hematoencefálica, previniendo la formación excesiva de

especies reactivas de oxígeno (ROS), la sobrecarga de calcio y la disfunción

mitocondrial en distintos modelos celulares de excitotoxicidad y enfermedades

neurodegenerativas. Estudios previos han mostrado que la ASX mejora la función

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 translocación 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 peróxido de hidrógeno en células inmortalizadas de hipocampo

HT22. Encontramos que el peróxido disminuyó la función mitocondrial medida por el

ensayo de MTT, lo que fue asociado a un mayor número de objetos de volumen

pequeño determinados con Mitotracker e ImageJ, sugiriendo que el peróxido induce

fragmentación mitocondrial. El peróxido indujo también la expresión de un componente

clave del inflamosoma como es la proteína NLRP3, sugiriendo la activación de la

respuesta inflamatoria celular. La incubación con ASX mejoró la función mitocondrial y

disminuyó el número de mitocondrias y la expresión de NLRP3 en células HT22

tratadas con peróxido. De manera interesante, la sola incubación con ASX produjo un

aumento en el número de mitocondrias, pero de volumen similar a los controles,

sugiriendo que ASX induce biogenesis mitocondrial.

PALABRAS CLAVE.

HT22 - Toxicidad – NLRP3 - Mitocondria – Función mitocondrial



INTRODUCCIÓN

1. Excitotoxicidad y toxicidad

Los trastornos neurológicos y psiquiátricos 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 oxígeno (ROS), la neuroinflamación y

la disfunción mitocondrial es el mecanismo convergente final involucrado en varios

trastornos neurológicos como la epilepsia, la enfermedad de Parkinson (EP), la

enfermedad de Alzheimer (EA) y la esclerosis lateral amiotrófica (ELA), entre otros

[2,3].

La muerte de las células neuronales y gliales después de un trauma mecánico, como

lesión primaria, inicia una cascada progresiva de daños (denominada lesión

secundaria) caracterizada por isquemia, hemorragia, edema, inflamación, aumento de

radicales libres, peroxidación lipídica, excitotoxicidad por glutamato y disfunción

mitocondrial [4].

Durante la excitotoxicidad, la sobreactivación de los receptores de glutamato

ionotrópicos controlados por ligandos en las neuronas glutamatérgicas conduce a la

entrada excesiva de calcio (Ca2+) desde el espacio extracelular hacia la célula, lo que

provoca toxicidad neuronal, desencadenando una regulación ascendente de óxido

nítrico sintasa inducible (iNOS), disfunción de las mitocondrias, producción de ROS,

estrés del retículo endoplasmático (RE), liberación de enzimas lisosomales y el inicio de

la señalización apoptótica [5,6,7].

El glutamato es el neurotransmisor más comúnmente involucrado en el sistema

nervioso central de los mamíferos y actúa para mediar en la neurotransmisión

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



lo que contribuye a la muerte de las células neuronales [4]. El glutamato se une a

receptores ionotrópicos permeables al calcio llamados receptores de N -metil- D

-aspartato (NMDAR), receptores de ácido propiónico

α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol (AMPAR), receptores de Kainato (KA), y así como

receptores de tipo metabotrópico de glutamato (mGluR) [8,9].

Hay que destacar, que el exceso de especies reactivas de oxígeno (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

peróxido de hidrógeno (H2O2) genera radicales de superóxido 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 generación y la eliminación de ROS en la fisiopatología

de las enfermedades neurodegenerativas, las moléculas que podrían proteger la

toxicidad inducida por H2O2 [15] pueden tener importancia terapéutica en el

tratamiento de estas enfermedades devastadoras 

1.1 ROS

Las especies reactivas de oxígeno (ROS), son moléculas químicamente reactivas

derivadas del oxígeno [16]. Las ROS se mantienen en un equilibrio dinámico

balanceado por los procesos celulares generadores de ROS y las defensas

antioxidantes. El estrés oxidativo describe el daño que ocurre cuando las ROS abruman

los sistemas de defensa antioxidantes. Este fenómeno es consecuencia de la alteración

de la homeostasis, de modo que la producción de ROS se vuelve excesiva o debido a la

disminución de los sistemas de defensa [17]. Los sistemas de defensa antioxidantes

constan de varias enzimas, algunas de las cuales contribuyen a la síntesis y transporte

de glutatión. El factor 2 relacionado con el factor nuclear eritroide 2 (NF-E2) (Nrf2) es

un factor de transcripción sensible a redox que activa la transcripción de genes

antioxidantes, citoprotectores y antiinflamatorios [18]. En circunstancias normales,

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



asociada a ECH similar a Kelch (Keap1), que ubiquitina a Nrf2 y conduce a su

degradación [19]. En respuesta al estrés oxidativo, Nrf2 se disocia de Keap1 y se

traslada al núcleo. La heterodimerización de Nrf2 con pequeñas proteínas Maf en el

núcleo activa la transcripción 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 activación del inflamasoma NLRP3 [21]. Hasta ahora, el papel del

factor de transcripción Nrf2 en el efecto inhibidor de la melatonina sobre la activación

del inflamasoma NLRP3 en células microgliales sigue siendo en gran medida

desconocido [22].

En resumen, la producción de las ROS debe estar en equilibrio con los procesos

antioxidantes en la célula, cuando no es así, se produce estrés oxidativo. La

inflamación es una respuesta protectora contra infecciones y lesiones que repara y

regenera tejidos o células dañados y elimina patógenos. Sin embargo, la

sobreproducción de ROS puede provocar una respuesta inflamatoria exagerada, la

liberación de factores neurotóxicos y, en última instancia, la pérdida de la estructura y

función neuronal. Los procesos neuroinflamatorios pueden vincularse a múltiples vías,

incluidas las que conducen a la depresión y la demencia, ambas consecuencias de la

neurodegeneración. El mecanismo subyacente de la enfermedad involucra citoquinas

proinflamatorias y, por lo tanto, la neuroinflamación está involucrada en la patogénesis

de los deterioros funcionales y mentales [23].

Por otro lado, para comprender la desregulación de la producción de ROS asociada con

la neuroinflamación, es fundamental comprender la fuente de ROS en el sistema

neuroinmune y su regulación fisiológica. Además, se ha visto que la producción de

oxidantes y la inflamación están estrechamente relacionadas y es imperativo

determinar adecuadamente la secuencia correcta de eventos [24].

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

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



investigado extensamente. El estrés oxidativo daña los ácidos nucleicos, proteínas y

lípidos y potencialmente abre el poro de transición de permeabilidad mitocondrial, que

a su vez puede estimular aún más la producción de ROS, empeorar el fallo de energía

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

En las neuropatologías como la epilepsia, la enfermedad de Parkinson (EP), la

enfermedad de Alzheimer (EA), entre otros, el estrés oxidativo se atribuye

principalmente a la generación acelerada de ROS, incluido el anión superóxido, el

radical hidroxilo y los peróxidos. Las altas concentraciones de glutamato aumentan la

generación de ROS tanto radicales como no radicales [26]. La formación de ROS

inducida por glutamato se ha asociado con un metabolismo mitocondrial aberrante que

conduce a la activación de una cascada de eventos tóxicos intracelulares que dan como

resultado la peroxidación lipídica, el Ca2+ mitocondrial elevado y finalmente la muerte

celular. Por lo tanto, la regulación de la producción de ROS es un objetivo clave para el

tratamiento o prevención de enfermedades neurodegenerativas [27].

1.2 Dinámica mitocondrial

Las enfermedades neurodegenerativas constituyen un grupo heterogéneo caracterizado

por una disminución progresiva de las funciones fisiológicas y anatómicas del sistema

nervioso. La etiología de estas patologías aún se desconoce, pero se ha propuesto la

función mitocondrial como un factor común entre ellas debido al alto requerimiento

energético que tienen las neuronas para realizar sus funciones fisiológicas [28,29].

Además, las mitocondrias también participan en la señalización intracelular, la

producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) y la apoptosis [30,31].

La mitocondria es un orgánulo altamente dinámico que cambia su morfología y función

en respuesta a diferentes estímulos fisiológicos y, por tanto, la dinámica mitocondrial

regula la supervivencia celular. La dinámica mitocondrial comprende diferentes

procesos como la generación de nuevas mitocondrias (biogénesis mitocondrial), su

eliminación (mitofagia) y, particularmente, la fusión, fisión, transporte y distribución

dentro de la célula (tráfico) [32].



Como se mencionó anteriormente, las mitocondrias son orgánulos altamente dinámicos

que sufren fisión y fusión constantes (Figura 1), y estos cambios morfológicos son

necesarios para un metabolismo energético eficiente, la amortiguación del calcio y la

regulación de la supervivencia celular [33].

La alteración del equilibrio entre fisión y fusión mitocondrial está constantemente

implicada en enfermedades neurodegenerativas, incluida la enfermedad de Alzheimer

[34]. En cerebros afectados por la EA se han observado alteraciones en la función

bioenergética, dinámica mitocondrial anormal y aumento de la liberación de citocinas

proinflamatorias [35,36].

La dinámica mitocondrial son parámetros esenciales del control de calidad

mitocondrial, por lo que la generación y eliminación de mitocondrias son

contribuyentes esenciales. El mecanismo opuesto de la degradación mitocondrial es la

generación de nuevas mitocondrias, denominada biogénesis mitocondrial (mitogénesis)

[37].

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/calcium-buffering
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/neurodegenerative-disorder
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/alzheimer-disease


Figura 1. Dinámica mitocondrial. A. La fisión mitocondrial, es ejecutada por la proteína 1 relacionada a

dinamina (Drp1), la cual se recluta y ancla en la membrana externa mitocondrial por proteínas de

transmembrana como la proteína de fisión mitocondrial (Fis1), todo esto provoca la constricción parcial de la

membrana mitocondrial, y para reforzar más este efecto participa dinamina 2 (Dyn2). B. La fusión

mitocondrial, se lleva a cabo a partir de 2 pasos. Primero la fusión de la membrana externa, que está

mediada por interacciones de dominio en espiral de mitofusinas 1 y 2 (Mfn 1 y 2), formando complejos para

unir así a la membrana. Segundo, tenemos la participación de una GTPasa relacionada a la dinamina (Opa1),

que está involucrado en la fusión de la membrana interna mitocondrial.

Los procesos de biogénesis mitocondrial regulan la función mitocondrial y están

involucrados en la patogénesis de las enfermedades neurodegenerativas [38]. El

coactivador del receptor γ activado por el proliferador de peroxisomas (PGC1α), el

principal regulador de la biogénesis mitocondrial activa la expresión de varios factores

de transcripción posteriores, como el factor respiratorio nuclear 1 y 2 (NRF1 y 2) y el

factor de transcripción mitocondrial A (TFAM) [39]. El deterioro de la función de PGC1α

y sus genes diana mitocondriales posteriores altera el metabolismo energético y la

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

Las mitocondrias también son reguladores clave de los sistemas inmunológicos innato

y adaptativo. Existe evidencia de que el trastorno de la dinámica mitocondrial y el daño

estructural pueden promover la producción de citocinas y desencadenar la

neuroinflamación [41]. Por lo tanto, la acumulación y liberación de productos

mitocondriales de señalización de peligro (ROS, ADN, proteínas y lípidos) son

impulsores de la activación del inflamasoma NLRP3. Una vez ensamblado y activado,

NLRP3 induce la escisión proteolítica y la liberación de citocinas proinflamatorias,

incluidas la interleucina (IL) -1β y la IL-18, lo que provoca la muerte celular piroptótica

y exacerba las respuestas inflamatorias [42].

La disfunción de las mitocondrias neuronales y la neuroinflamación son dos

características patológicas destacadas que se consideran cada vez más 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 más que la disfunción mitocondrial y la inflamación son lesiones

interdependientes [44].



1.3 Neuroinflamación

La neuroinflamación es el mecanismo de inflamación del sistema nervioso central

(SNC) que se produce en respuesta a traumas, infecciones o enfermedades

neurodegenerativas. La neuroinflamación es un factor clave de la patología de diversas

enfermedades neurológicas, 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 microglía son las principales células inmunitarias

residentes que desempeñan un papel importante en la mediación de las respuestas

inflamatorias en el Sistema nervioso central (SNC) y la activación excesiva sostenida

de éstas, contribuyen al daño neuronal y a la liberación de mediadores inflamatorios,

como el factor de necrosis tumoral (TNF)-α, la interleucina (IL)-6 y la IL-1β, en

respuesta a la estimulación con lipopolisacáridos (LPS). Además, la sobreproducción de

estos mediadores puede contribuir a la progresión del trastorno neurodegenerativo

[46].

Las células neuronales son muy susceptibles al daño inducido por citocinas

proinflamatorias, y se ha demostrado que la exposición a citocinas proinflamatorias

provoca la apoptosis de las células neuronales [47]. Además, la neuroinflamación

puede aumentar el estrés oxidativo por la liberación excesiva de especies reactivas de

oxígeno (ROS) dañinas, que promueven aún más el daño neuronal y la inflamación

posterior, lo que da como resultado un ciclo de neurodegeneración de

retroalimentación positiva [48]. 

Varias piezas de evidencia sugieren que factores como mutación génica, disfunción

mitocondrial y acumulación de hierro, entre otros factores, pueden generar ROS, y la

neuroinflamación es una respuesta protectora a diversos tipos de lesiones en el tejido.

Una vez que el tejido se inflama, provoca la acumulación 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 crónica de este equilibrio redox, como ocurre en las enfermedades

neurodegenerativas, las vías de señalización que modulan el sistema inmunitario se

alteran, lo que conduce a la desregulación de la respuesta inmunitaria, favoreciendo el

predominio de respuestas proinflamatorias [50,51].

Las ROS también pueden mediar la activación de microglías y astrocitos, por ende, son

capaces de activar rutas proinflamatorias y producción de quimiocinas, como IL-1,

IL-6, TNF-a e interferones (IFN) que inducen la generación de ROS en células no

fagocíticas, así como fibroblastos, músculo 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 críticos de la activación del

inflamasoma NLRP3 [53]. Por lo tanto, la inflamación y el estrés oxidativo son

mecanismos patológicos que están estrechamente interrelacionados y a menudo

coexisten [54].

1.4 NLRP3

Los NLR forman una gran familia de proteínas de sensores intracelulares, cuyos

miembros comparten un dominio de oligomerización (NOD) de unión a nucleótidos

central conservado, una región de repetición 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

comúnmente asociados con trastornos neurodegenerativos, incluido el mal plegamiento

y la agregación de proteínas, el estrés oxidativo y mitocondrial y la exposición a

tóxicos ambientales asociados a enfermedades [55].

La activación del inflamasoma conduce a la activación de caspasa-1, la escisión de la

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



El inflamasoma NLRP3 se activa mediante varios patrones moleculares asociados a

patógenos (PAMP), incluidos proteínas o ácidos nucleicos microbianos, y patrones

moleculares asociados al daño (DAMP) [57,58]. Múltiples mecanismos de señalización

celular pueden participar en la activación de NLRP3, incluida la liberación de especies

reactivas de oxígeno (ROS), la salida de potasio, el daño lisosomal y la

desestabilización o daño mitocondrial. Además, NLRP3 podría estar regulado

directamente por ROS [59].

Las especies reactivas de oxígeno (ROS), especialmente derivadas de las mitocondrias,

son uno de los mediadores críticos de la activación del inflamasoma NLRP3. Además, la

inflamación impulsada por el inflamasoma NLRP3 recluta células inflamatorias,

incluidos macrófagos y neutrófilos, que a su vez provocan la producción de ROS, lo que

sugiere un circuito de retroalimentación entre ROS y el inflamasoma [51].

2. Terapia con Astaxantina

Se ha dado lugar a un creciente cuerpo de investigación que se centra en la

comprensión de los mecanismos asociados con el insulto tóxico 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 hematoencefálica, sin embargo, la mayoría de las aplicaciones

terapéuticas están 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 mínima

mutagenicidad, teratogenicidad, embriotoxicidad y toxicidad para la reproducción [62].

También mantiene la función mitocondrial, demuestra una mayor actividad

antioxidante que la vitamina E y es más fuerte que otros carotenoides [63]. Además de

su alta capacidad antioxidante, destaca también sus propiedades lipofílicas por lo que

puede pasar fácilmente la barrera hematoencefálica 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 inflamación, el

cáncer y las enfermedades relacionadas con la edad [65]. Por lo tanto, el cerebro se

considera el órgano diana más importante de la astaxantina [66]. Sin embargo, este

carotenoide también ha tenido un protagonismo como potencial anti-aterosclerótico

[67] y un enfoque terapéutico para sujetos con pre-diabetes y diabetes mellitus tipo 2

[68].

En relación 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 oligómeros del péptido amiloide-B [69] y, previene la producción excesiva de

ROS que inducen un aumento sostenido en la concentración de Ca2+ citoplasmático

[65]. Además, ASX reduce los depósitos de beta-amiloide y proteína tau [70], mejora

la disfunción cognitiva en algunos modelos de enfermedades neurológicas como la

enfermedad de Parkinson y la epilepsia [71,73]. También se ha observado una mejora

por parte de la ASX en alteraciones bioquímicas y de comportamiento utilizando

modelos in vivo e in vitro de dolor neuropático [57].

Por otro lado, estudios recientes (aún no publicados) realizados en ratas envejecidas

alimentadas con ASX mejoraron la memoria de reconocimiento, atenuaron el daño

oxidativo al ADN y previnieron la translocación nuclear de un factor de transcripción

que conduce la respuesta inflamatoria (NF-kB). En relación con este último, se ha visto

que la ASX actúa como un inhibidor para NF-kB en ratones SNL y en ratas envejecidas

[22,58]. Además, en el contexto de la depresión, ASX tenía 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 investigación, si ¿El

efecto neuroprotector de la astaxantina en una línea hipocampal de ratón involucra

cambios en la expresión del inflamasoma NLRP3 afectando la viabilidad celular y la

integridad mitocondrial?



HIPÓTESIS

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

neuronales de ratón sometidas a estrés oxidativo.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la ASX en la función, dinámica mitocondrial y activación del

inflamosoma en células hipocampales de ratón en un modelo de toxicidad por estrés

oxidativo.

OBJETIVOS ESPECÍFICOS

1. Evaluar el efecto de la ASX en la función mitocondrial, en una línea hipocampal

de ratón HT22 tratada con peróxido de hidrógeno (H2O2). 

2. Evaluar el efecto de la ASX en la dinámica mitocondrial, en una línea

hipocampal de ratón HT22 tratada con peróxido de hidrógeno (H2O2). 

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

línea hipocampal de ratón HT22 tratada con peróxido de hidrógeno (H2O2). 

 



METODOLOGÍA

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 μg/mL (Sigma-Aldrich, MA, EE. UU.), tripsina-EDTA

0.025% (GIBCO; Thermo Scientific, IL, EE. UU.), tubos de centrífugas plásticos 50 ml y

15 ml (Falcon), pipetas Pasteur plásticas desechables, filtros tamaño de poro 0,2 μm

Costar, placas 96 pocillos fondo plano (Falcon), placas 60 mm y 30 mm petri (Falcon),

azul de tripán, Tampón fosfatos salino 10X (PBS), peróxido de hidrógeno (H2O2),

astaxantina (extracto etanólico), alcohol etílico (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%, Tritón X-100, medio de montaje

Dako (Invitrogen, ThermoScientific), microscopio confocal de barrido láser (Nikon C1

D1-ECLIPSE).

Cultivos celulares HT22

Se utilizaron células HT22 inmortalizadas de ratón de hipocampo no diferenciadas. Para

esto se sembró en una placa Petri de 60 mm y en placas de 96 pocillos tratada

previamente con poli-D-lisina de 50 μg/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 µl (placa 96 pocillos) de medio DMEM alto en Glucosa con FHS

10%. Las células se cultivaron en una atmósfera de humedad saturada con 95% de O2

y 5% de CO2 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 ejecución del sub-cultivo.

 



Tratamiento con ASX y H2O2

En las placas de 96 pocillos se trabajó con varias concentraciones de ASX (100 nM, 1

µM y 10 µM), H2O2 (50 µM y 200 µM), control (CT) y vehículo (VEH/EtOH absoluto

100%). Para estimular con ASX a las células se le retiró el medio DMEM 10% y se

reemplazó con 200 µl (placa 96 pocillos) de medio de DMEM alto en glucosa con FHS

Gibco al 1% (DMEM 1%) con 100 nM, 1 µM y 10 µM de ASX, mientras que en la placa

Petri de 60 mm, se remplazó con 2 ml de medio DMEM 1% junto a ASX a la

concentración determinada en el ensayo MTT, previamente diluida por 24 horas. 

Para estimular con peróxido de hidrógeno (H2O2), se retiró el medio agregado

anteriormente de DMEM 1% con ASX, añadiendo H2O2 a una concentración de 50 µM y

200 µM en las placas de 96 pocillos y a una concentración determinada en el ensayo

MTT en las placas Petri de 60 mm, por un tiempo de 1 hora de incubación a 37°C.

Finalizado este último, se eliminó el tratamiento de H2O2, y se agregó medio DMEM 1%

por 24 horas.
Tabla 1. Distribución de las condiciones experimentales en placa 96 pocillos.

VEH VEH VEH VEH VEH  VEH 100 nM
ASX

100 nM
ASX

1 μM
ASX

1 μM ASX 10 μM
ASX

10 μM ASX

VEH VEH VEH VEH VEH  VEH 100 nM
ASX

100 nM
ASX

1 μM
ASX

1 μM ASX 10 μM
ASX

10 μM ASX

VEH + 50
μM H2O2

VEH + 50
μM H2O2

VEH + 50
μM H2O2

VEH +
50 μM
H2O2

VEH +
50 μM
H2O2

VEH +
50 μM
H2O2

100 nM
ASX +
50 μM
H2O2

100 nM
ASX +
50 μM
H2O2

1 μM
ASX +
50 μM
H2O2

1 μM ASX
+ 50 μM
H2O2

10 μM
ASX +
50 μM
H2O2

10 μM ASX
+ 50 μM
H2O2

VEH + 50
μM H2O2

VEH + 50
μM H2O2

VEH + 50
μM H2O2

VEH +
50 μM
H2O2

VEH +
50 μM
H2O2

VEH +
50 μM
H2O2

100 nM
ASX +
50 μM
H2O2

100 nM
ASX +
50 μM
H2O2

1 μM
ASX +
50 μM
H2O2

1 μM ASX
+ 50 μM
H2O2

10 μM
ASX +
50 μM
H2O2

10 μM ASX
+ 50 μM
H2O2

VEH + 200
μM H2O2

VEH + 200
μM H2O2

VEH + 200
μM H2O2

VEH +
200 μM
H2O2

VEH +
200 μM
H2O2

VEH +
200 μM
H2O2

100 nM
ASX +
200 μM
H2O2

100 nM
ASX +
200 μM
H2O2

1 μM
ASX +
200 μM
H2O2

1 μM ASX
+ 200 μM
H2O2

10 μM
ASX +
200 μM
H2O2

10 μM ASX
+ 200 μM
H2O2

VEH + 200
μM H2O2

VEH + 200
μM H2O2

VEH + 200
μM H2O2

VEH +
200 μM
H2O2

VEH +
200 μM
H2O2

VEH +
200 μM
H2O2

100 nM
ASX +
200 μM
H2O2

100 nM
ASX +
200 μM
H2O2

1 μM
ASX +
200 μM
H2O2

1 μM ASX
+ 200 μM
H2O2

10 μM
ASX +
200 μM
H2O2

10 μM ASX
+ 200 μM
H2O2

CT CT CT CT CT 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 función mitocondrial

A las placas de 96 pocillos con la condición control, vehículo, ASX, H2O2 y ASX/H2O2

(Tabla 1), se les eliminó el medio DMEM 1% añadido anteriormente, para agregar

medio DMEM 1% fresco junto a 10 µl de la solución stock MTT (12mM) en PBS 1X, y se

incubó por 4 horas a 37°C. A continuación, se añadió a cada pocillo una solución de

SDS 10% en HCL (0,01M), y se incubó por 18 horas a 37°C (Figura 2). Finalmente, se

midió la absorbancia a 570 nm con un lector de placas modelo Synergy HT.

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 algún solvente orgánico como SDS 10%, para así 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 retiró el medio DMEM 1%, para luego agregar 0.5 µl de la

solución stock Mitotracker Red FM (1mM, Invitrogen, en 1 ml de DMSO junto a 0.2

gramos de plurónico) en 500 µl de medio DMEM 1% para incubar por 40 minutos a



37°C en incubadora (Figura 3). A continuación, se retiró la solución para realizar 3

lavados con PBS 1X y fijar con PFA 4% a 37°C por 10 minutos. Se lavó nuevamente

con PBS 1X para montar con Dako en un portaobjeto y dejar a 4°C para su posterior

visualización. 

Obtenidas las imágenes se trabajó con el programa ImageJ, configurando el formato a

8-bit, el tamaño de la imagen a 500 pixels y ajustando el brillo con contraste. A

continuación, se aplicó el treshold para binarizar la imagen (skeletonize, watershed y

dilate respectivamente), y se aplicó un reslice Z en 0.1 (profundidad de píxel), para

realizar un conteo 3D de objetos. Los datos obtenidos del conteo 3D y el volumen

mitocondrial se trabajarán en Excel para el análisis estadístico. Cabe destacar, que el

volumen mitocondrial, se realizó como un promedio del volumen total de cada

mitocondria por célula.

Figura 3. Mitotracker red marca mitocondria. Mitotracker red es una molécula lipofílica 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 detección de antígenos.



A las células sembradas en cubreobjetos de las distintas condiciones, se les retiró el

medio DMEM 1% para lavar con 1ml de PBS 1X. A continuación, se agregó 1 ml de

solución PFA 4% a 37°C por 10 minutos. Se añadió 1 ml de Triton X-100 (0,1%) en

PBS por 30 minutos, y se agregó 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 dilución de 1:500 durante toda la noche bajo 4°C en cámara húmeda. Al día

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 incubó el anticuerpo

secundario 1:500 en BSA 1% por 1 hora bajo oscuridad. A continuación, 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 lavó 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.

Obtención imágenes por microscopía confocal

Para obtener imágenes de las células, los portaobjetos tratados son observados en un

microscopio confocal de barrido láser (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 µm y se realizaron cada 0.8 µm en las regiones de interés

para obtener imágenes representativas. Las imágenes fueron editadas en el software

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

Análisis estadístico

El análisis estadístico se realizó con el software GraphPad. Los valores se presentaron

como la media ± SEM. Se evaluó la distribución normal de los datos mediante prueba

de Shapiro-Wilks. Para comparaciones múltiples de datos paramétricos se aplicó la

prueba de ANOVA correspondiente, mientras que para datos no paramétricos se aplicó

el test de Kruskal Wallis. Un valor de p <0.05 fue considerado estadísticamente

significativo.



RESULTADOS

Ensayo de viabilidad celular

A. Efecto del H2O2en la función mitocondrial

Inicialmente, se evaluó la función mitocondrial en células hipocampales de ratón

(HT22) expuestas a diferentes concentraciones de H2O2 (50 y 200 µM) durante 1 hora

(Figura 4). En ambas condiciones utilizadas (50 y 200 µM) se observaron cambios en la

morfología celular respecto a la condición control (27,96% y 79,56%) y a la condición

vehículo (29,12% y 80.72%) respectivamente. Asociado a los cambios morfológicos se

determinó una disminución significativa en la función mitocondrial respecto al control y

al vehículo (p<0,05, n=5). No fue posible evidenciar una diferencia significativa entre

el grupo control y vehículo (EtOH).



Figura 4. Efecto del peróxido de hidrógeno (H2O2) sobre la función mitocondrial. A. Imágenes

representativas de las células HT22 tratadas con la condición control, vehículo, 50 y 200 µM de H2O2. B.

Cambios en la viabilidad celular con 50 y 200 µM de H2O2. Los resultados se expresan como porcentajes de

absorbancia de las células HT22, ± error estándar medio. Los valores corresponden a un n=5 (análisis de 5

réplicas). * Indica diferencia significativa con respecto al control y *** indica diferencia significativa con

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

B. Efecto de un tratamiento con ASX en concentraciones crecientes

previamente a la estimulación con H2O2 

A continuación, La figura 5 nos muestra los cambios en la función mitocondrial

expresado como porcentaje del control en células hipocampales de ratón (HT22)

expuestas a diferentes concentraciones de ASX (100 nM, 1 µM, 10 µM, 20 µM, 40 µM,

60 µM, 80 µM y 100 µM) durante 24 horas. Donde se puede observar, una disminución

en la función mitocondrial a altas concentraciones de ASX respecto a la condición

control. Destacando la significancia estadística, de la baja en la actividad metabólica en

las células HT22 con la condición 60 µM, 80 µM y 100 µM respecto al CT.



Figura 5. Efecto de la ASX en concentraciones crecientes. Cambios en la función mitocondrial

concentraciones elevadas de ASX. Los resultados se expresan como porcentajes de absorbancia de las

células HT22, ± error estándar medio. Los valores corresponden a un n=5 (análisis 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 H2O2

En el caso de la figura 6, muestra el efecto del antioxidante ASX en diferentes

concentraciones (100 nM, 1 µM y 10 µM) antes y después del tratamiento con 50 µM

de H2O2. 

Donde, la función mitocondrial aumentó significativamente en presencia de 100 nM, 1

µM y 10 µM de ASX con tratamiento de 50 µM de H2O2 en comparación a la condición

de solo 50 µM de H2O2 (p<0,05). He de destacar que no se visualiza una diferencia

significativa entre las diferentes condiciones ASX en ausencia o presencia de H2O2

(p<0,05).



Figura 6. Efecto en la función mitocondrial de un pretratamiento con concentraciones crecientes

de ASX en células HT22 estimuladas con 50 µM de H2O2. Cambios en la función mitocondrial con 50 µM

de H2O2 en presencia del antioxidante ASX. Los resultados se expresan como porcentajes de absorbancia de

las células HT22, ± error estándar medio. Los valores corresponden a un n=5 (análisis de 5 réplicas). *

Indica diferencia significativa con respecto al 50 µM de H2O2 y ** indica diferencia significativa con respecto

al control (p<0.05) con ANOVA unidireccional junto a un Bonferroni. Se omitieron diferencias significativas

para la simplificación del gráfico.

Por otro lado, el porcentaje de viabilidad celular se mantuvo sin cambios significativos

en presencia de 100 nM, 1 µM y 10 µM de ASX con los 200 µM de H2O2 respecto a la

condición de 200 µM de H2O2 (p<0,05). 



Figura 7. Efecto en la función mitocondrial de un pretratamiento con concentraciones crecientes

de ASX en células HT22 estimuladas con 200 µM de H2O2.  Los resultados se expresan como

porcentajes de absorbancia de las células HT22, ± error estándar medio. Los valores corresponden a un n=5

(análisis 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 simplificación del gráfico.

En base a las figuras 4, 5, 6 y 7, se eligió el modelo experimental que se llevara a cabo

en el resto del trabajo. Respecto a la concentración de H2O2, se pudo visualizar que al

trabajar con una concentración de 200 µM, la función mitocondrial disminuyó más del

50%, lo que no se pudo revertir en las tres concentraciones de ASX (100 nM, 1 µM y

10 µM) utilizadas manteniendo una baja actividad metabólica celular de las HT22.

Mientras que la concentración 50 µM de H2O2 sólo afectó el 30% de las células,

situación que fue revertida en todas las concentraciones de ASX antes mencionadas,

restableciendo de manera significativa la actividad metabólica de estas. En relación con

esto último, se eligió la concentración de 50 µM de H2O2 y la concentración de 10 µM

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



diferencia significativa entre la condición control y vehículo, por lo que se decide

comparar los tratamientos respecto al control.

Mitotracker para visualizar integridad mitocondrial

      A. Dinámica mitocondrial

A continuación, para estudiar fusión y fisión mitocondrial se estudió los cambios que

presentaba la morfología mitocondrial, post tratamientos de ASX y H2O2. Las imágenes

obtenidas en el microscopio confocal, se sometieron a un procedimiento por medio de

ImageJ con binarización, para luego realizar un conteo 3D de estas (Figura 8A).

Obteniendo una diferencia significativa de la condición H2O2 respecto al CT, asociándolo

a una fragmentación mitocondrial por el N° de objetos detectados por célula. Sin

embargo, al visualizar la condición ASX/ H2O2, podemos ver una diferencia significativa

respecto a la condición H2O2, muy similar a la condición CT, mejorando el daño

mitocondrial por parte del H2O2 (Figura 8B y 8C). Por otro lado, un detalle que resalta

es la condición ASX, resultando significativamente más alta que el CT en N° de objetos

encontrados por célula, relacionándose a primera vista con fisión mitocondrial o algún

fenómeno de colocalización con ASX (Figura 8B y 8C).



Figura 8. Morfología mitocondrial en HT22. A. Diagrama sistemático del flujo de trabajo del análisis

morfológico mitocondrial. B. Imágenes de microscopia confocal, procesamiento de umbral y el análisis

esquelético. C. Cuantificación del análisis morfológico mitocondrial de Mitotracker. Los resultados se expresan

como un promedio de números de objetos detectados por células HT22, ± error estándar medio. Los valores

corresponden a un n=5 (análisis de 5 réplicas). * Indica diferencia significativa con respecto al control, **

Indica diferencia significativa con respecto a ASX, y *** Indica diferencia significativa con ASX/H2O2 (p<0.05)

con Kruskal Wallis.

A. Volumen relativo mitocondrial

Respecto a los resultados obtenidos en el análisis morfológico mitocondrial, se llevó a

cabo un estudio del volumen relativo mitocondrial del ensayo anterior con mitotracker

(micras cubicas) de cada mitocondria detectada por el sistema promediándola.

Obteniendo con la condición H2O2 un volumen mitocondrial significativamente menor

respecto al CT, mientras que la condición ASX/H2O2 es significativamente mayor a la

condición H2O2 en volumen mitocondrial. Vinculándose con los resultados anterior de

fusión y fisión mitocondrial. Cabe destacar que la condición ASX nuevamente se obtuvo

un aumento significativo respecto al CT, indicándonos la presencia de un mayor

volumen en los objetos detectados por célula en esta condición, asociando todo este

proceso a la biogénesis mitocondrial y no solamente a la fusión o fisión mitocondrial

(Figura 8C y 9).



Figura 9. Volumen en micras cubicas mitocondrial HT22. Cambios en el volumen mitocondrial con 3

condiciones. Los resultados se expresan como un promedio de números de objetos detectados por células

HT22, ± error estándar medio. Los valores corresponden a un n=5 (análisis de 5 réplicas). * Indica

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

Indica diferencia significativa con ASX/H2O2 (p<0.05) con ANOVA unidireccional junto a Bonferroni.

Expresión relativa de NLRP3

A. Análisis intensidad fluorescente para células HT22

Para investigar la respuesta inflamatoria de NLRP3 con H2O2, presente a ASX, las

imágenes se evaluaron con el microscopio confocal y por medio de ImageJ se trabajó

con la expresión relativa de NLRP3 y la intensidad fluorescente que esta emite,

obteniendo lo siguiente (Figura 10). Expresión nula con la condición CT y ASX por

NLRP3, mientras que, por otro lado, hubo una diferencia significativa por parte de H2O2

respecto a ASX/ H2O2 con relación a la expresión de NLRP3.



Figura 10. Expresión relativa NLRP3. A. Imágenes representativas de NRPL3. B. Condición CT y ASX no

expresaron NLRP3, mientras que la condición H2O2 y ASX/ H2O2, si expresaron. Los resultados se expresan

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



DISCUSIÓN.

Si bien existe una gran variedad de enfermedades neurodegenerativas y cada una de

esta tienen características patológicas particulares, el cuadro patológico que muchas

comparten, son las mitocondrias disfuncionales que junto al estrés oxidativo producido

por una acumulación excesiva de ROS contribuyen a un aumento en la respuesta

inflamatoria, conllevando a la muerte neuronal y finalmente a la neurodegeneración

[1,2,3].

En relación 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 área de investigación activa y en evolución. Recientemente se ha utilizado la

inmunoterapia utilizando los anticuerpos monoclonales, así 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, todavía 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

investigación tenemos la vitamina C, la vitamina E, el resveratrol y la coenzima Q10

[78,79,80,81].

ASX es un carotenoide natural lipofílico, que tiene la capacidad de atravesar la barrera

hematoencefálica y que en concentraciones pequeñas es neuroprotector. No obstante,

de manera similar que otras moléculas antioxidantes, en concentraciones altas, tiene

un efecto tóxico para la célula, disminuyendo la actividad metabólica y la funcionalidad

mitocondrial. Es por esto que se debe estudiar cual es la concentración en que estas

moléculas tienen un efecto terapéutico. 



Aquí, estudiamos las propiedades neuroprotectoras de la ASX en la función y dinámica

mitocondrial relacionado a la neuroinflamación en un modelo celular de estrés

oxidativo inducido por H2O2 en cultivos de líneas 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 metabólica de la mitocondria está estrechamente

relacionada con las vías del estrés mitocondrial, la autofagia y la apoptosis [82].

Respecto al ensayo MTT, se pudo observar que a una concentración alta de H2O2 (200

μM), la función mitocondrial decayó más del 60%, probablemente debido a las altas

concentraciones de ROS que se producen y la insuficiente capacidad para eliminarlo

totalmente. A esta concentración el tratamiento de ASX no fue capaz de revertir el

daño mitocondrial. Por el contrario, usando una concentración más baja de H2O2, solo

es afectada la función mitocondrial en un 30%, condición en la cual la ASX en sus 3

concentraciones (100 nM, 1 μM y 10 μμM), pudo generar un efecto neuroprotector,

mejorando la funcionalidad mitocondrial y, por ende, su actividad metabólica. Debido a

esto se utilizó en la segunda parte de los experimentos una concentración de 50 μM de

peróxido para realizar el insulto neurotóxico. 

Al ser la mitocondria un organelo celular esencial en la producción de energía, el

metabolismo y la regulación del estrés oxidativo en las células [83,84], en este trabajo

se estudió la dinámica mitocondrial, que incluye procesos de fusión y fisión

fundamentales para mantener la salud y la función adecuada de estos orgánulos. Sin

embargo, la disfunción mitocondrial, causada por factores como mutaciones genéticas

o estrés oxidativo, puede llevar a un desequilibrio de la dinámica mitocondrial,

relacionándose a trastornos y enfermedades como neurodegeneración, enfermedades

cardiovasculares y envejecimiento [34,35].

Para estudiar la dinámica mitocondrial se visualizó 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 número 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

neurotóxico, el número de mitocondrias aumentó y su volumen relativo disminuyó lo

que sugiere que las mitocondrias sufrieron un proceso de fragmentación causado por

fisión mitocondrial (Figura 4). Este efecto que tiene el H2O2 en la mitocondria es

consistente con otros trabajos previos, que muestran activación de proteínas

vinculadas con la fisión mitocondrial, inhibición de la fusión mitocondrial o daño directo

en las membranas de la mitocondria [86]. Cabe destacar el efecto neuroprotector de la

ASX disminuyendo el daño y la fragmentación mitocondrial inducida por el H2O2,

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

De manera interesante e inesperadamente, la condición con células HT22 pre-tratadas

sólo con ASX, destacó en el análisis de objetos 3D, por el gran números objetos

detectados, asociándose a un gran número de mitocondrias. En un inicio, se pensó que

ASX estaba generando un efecto tóxico en las células HT22, vinculando este proceso a

fisión mitocondrial, sin embargo, esta hipótesis no era coherente al analizar la

condición ASX/H2O2. Por esta razón, se hizo un segundo análisis, pero esta vez del

volumen mitocondrial (μm3), mostrando que el volumen en esta condición de objetos

encontrados era similar a la condición control, mientras que el volumen de los objetos

encontrados con la condición H2O2 era mucho menor, comprobando que estábamos

frente a otro proceso celular que sugiere fuertemente que se trata de biogénesis

mitocondrial. Lamentablemente, el uso de mitotracker no permite discriminar si uno

está viendo, fisión mitocondrial o biogénesis mitocondrial [87]. Debido a lo anterior, se

hace necesario el uso de otras técnicas como microscopia electrónica para poder decir

que ASX induce biogénesis mitocondrial. No obstante, diversos artículos mostraron que

ASX promueve la formación de mitocondrias, vinculándose con la biogénesis

mitocondrial (mitogenesis) mediante el regulador PGC-1a y la activación de TFAM

[88,89]. Como también se demostró que la ASX induce mitofagia mediante la

activación de PINK1 y PARKIN y la inhibición de AKT/ mTOR [89].



Por esta razón, se propone que en futuros trabajos que se quiera estudiar la dinámica

mitocondrial o la biogénesis, se haga por medio de microscopia electrónica o que se

complemente por medio de qPCR, Western-blots o inmunofluorescencia para ver la

expresión de Drp-1, que regula la fisión mitocondrial por medio de la membrana

externa, junto a la expresión de PGC-1a, como regulador clave en la biogénesis

mitocondrial.

En el contexto inflamatorio, se ha visto que la producción de ROS y el daño

mitocondrial son esenciales para la activación del inflamasoma NLRP3 [90], y estudios

anteriores han aclarado que las ROS desempeñan un papel en la producción de

citocinas inflamatorias en respuesta al LPS [92,93], como también se ha demostrado

que desempeña un papel importante en la activación del inflamasoma NLRP3 [91]. Lo

anterior es consistente con nuestro modelo de toxicidad por H2O2 que activa

mecanismos inflamatorios por medio del estrés oxidativo, desencadenando en este

caso la activación del inflamasoma NLRP3. 

En nuestro trabajo pudimos visualizar que en condiciones control NLRP3 no se puede

detectar lo que sugiere que el inflamasoma no está activo. Sin embargo, al inducir un

estímulo tóxico, aumenta la expresión de NLRP3 lo cual es consistente con la activación

de la respuesta inflamatoria. En células pretratadas con ASX disminuyeron la respuesta

inflamatoria respecto a células estimuladas con H2O2. No se pudo calcular la

estadística debido a que realizamos solo una réplica, por lo que esperamos en el futuro

realizar más repeticiones para tener resultados consistentes. Además, se pretende

próximamente complementar con el estudio de otros marcadores inflamatorios como

ASC, caspasa-1 o NF-KB. 

Es interesante que datos de la literatura indican que PGC1a es el principal regulador de

la biogénesis mitocondrial activando la expresión de varios factores de transcripción

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

hipótesis planteada en este trabajo debido a los siguientes resultados: 

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

actividad metabólica y, por ende, la función mitocondrial. 

2. ASX previno la fragmentación mitocondrial inducida por H2O2. 

3. Se sugiere que ASX promueve la biogénesis mitocondrial. 

4. ASX disminuyó la expresión de la proteína del inflamasoma NLRP3 inducida

por H2O2. 
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