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1. RESUMEN

La aterosclerosis es una enfermedad crénica progresiva que se asocia y potencia
con otras condiciones patolégicas como la diabetes mellitus y el sindrome
metabdlico resultando las principales causas de morbimortalidad en el mundo
occidental y en nuestro pais. La aterosclerosis consiste en la formacién de una
placa de ateroma en la intima arterial, la cual surge a partir de la deposicion de
colesterol y diversos lipidos, restos celulares y fibras musculares lisas que
proliferan y migran desde la capa media hacia la intima. Es una enfermedad
inflamatoria cronica, de la que participan células inmunes, principalmente
macrofagos. Estos fagocitan células necrdticas o apoptoéticas y endocitan de
manera descontrolada LDL que se deposita y se modifica en la intima,
desencadenando una acumulacién de colesterol y cristales de colesterol y una
cascada de sefiales que derivan en un proceso inflamatorio cronico. El
inflamasoma NLRP3 es un complejo multiproteico citosélico que cumpliria un rol
importante en este proceso. Este se ensambla en respuesta a sefiales de peligro
para activar Caspasa-1, una cisteina proteasa que cliva los precursores de IL-1B
e IL-18 para dar sus formas activas, potentes citoquinas proinflamatorias.
Ademas, se ha reportado que Caspasa-1 en su forma activa induce la muerte por
piroptosis, muerte celular programada proinflamatoria. El ensamblado del
inflamasoma NLRP3 es maximo cuando se produce tras dos sefiales
secuenciales, la primera llamada cebado dependiente de NF-xB y la segunda
llamada ensamblado, cuyo mecanismo es poco conocido. Se acepta que ambas
seflales pueden ser dadas por distintos patrones moleculares asociados a
patégenos o a dafio (del inglés PAMPs/DAMPSs). Nuestro grupo estudia los efectos
biolégicos de nitroalquenos lipidicos de segunda generacién, nitroalquenos
derivados de la vitamina E. Los nitroalquenos son compuestos electrofilicos que
ejercen importantes efectos biol6gicos mediante la formacién de aductos
covalentes reversibles con cisteinas e histidinas de blancos moleculares clave,
algunos de ellos ya identificados. Basandonos en la bioquimica de los
nitroalquenos, sus potentes efectos antiinflamatorios y la relevancia del eje
inflamasoma/IL-14 en la inflamacion, hipotetizamos que estos compuestos
podrian modular la inflamacién al inhibir el inflamasoma ya sea en forma
directa o indirecta. En este trabajo mostramos que el nitroalqueno del Trolox
metil éster (NATXME), un nitroalqueno derivado de la vitamina E, inhibe la
liberacién de IL-1B en forma dosis dependiente con mayor potencia al aplicarlo
durante el ensamblado que durante el cebado. Proponemos que este es un
mecanismo general por medio del cual los nitroalqguenos modulan la inflamacién
es mediante la inhibicion del ensamblado del inflamasoma NLRP3. Este resultado
contribuye a la consolidacién de estos compuestos como posibles farmacos
antiinflamatorios/antiaterogénicos y contra otras enfermedades inflamatorias y
metainflamatorias (enfermedades inflamatorias inducidas por alteraciones
metabdlicas).
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2. INTRODUCCION

2.1.Inflamacion

La inflamacidén es una respuesta protectora del organismo contra amenazas e
involucra a células hospederas, vasos sanguineos, proteinas y otros mediadores
destinados a eliminar la causa inicial del dafio celular, asi como también las
células y/o tejidos necraticos u apoptéticos iniciando la reparacion del dafio [1]. La
inflamacion aguda es rapidamente desencadenada cuando receptores presentes
en las células de la inmunidad innata reconocen sefales de peligro que se tratan
de patrones moleculares asociados a patdgenos o a dafio tisular (“Pathogen
Associated Molecular Pattern”: PAMPs y “Damage Associated Molecular Pattern”;
DAMPSs). A dichos receptores celulares se los conoce como receptores de
reconocimiento de patrones (“Pattern Recognition Receptors”; PRRs) y los
mismos pueden encontrarse situados en la membrana celular, membranas
endosOmicas y en el citosol [2, 3]. Entre las células inmunes, se destacan en
primer lugar las residentes en los tejidos como los macréfagos, células dendriticas
y mastocitos, mientras que en segundo lugar tenemos células que son reclutadas
del plasma sanguineo como los neutrdfilos, baséfilos, eosinofilos y linfocitos NK
(“Natural Killer”, citoliticos naturales) [3]. En algunas de estas células se expresan
diversos PRRs y esto induce sefales celulares que promueven la respuesta
inflamatoria. Los mismos se clasifican en diferentes familias: por un lado los PRRs
de membrana como los receptores tipo Toll (“Toll-like Receptor”; TLR) [4],
receptores de quinasas y los de lectina tipo C (“C-type Lectin Receptor”; CLR) [5].
También hay receptores citosélicos como los tipo NOD (“NOD-like Receptor”;
NLR) [6] y los tipo RIG (“RIG-like Receptor”; RLR) [4]. Una caracteristica comun
de todos estos receptores es que no son clonales, es decir entre diferentes células
el receptor reconoce ligandos con la misma especificidad. La accion de estos
receptores al reconocer sefiales de peligro es desencadenar sefiales celulares
gue determinaran la generacién de distintas respuestas inmunes como ser
procesos fagociticos por parte de células que cumplen esta funcion (por ejemplo
macrofagos, neutrofilos y células dendriticas en menor grado), asi como también
la sintesis de mediadores proinflamatorios y quimioquinas [7]. Los mediadores
proinflamatorios son una amplia gama de moléculas destacandose entre ellas las
citoquinas y las quimioquinas, junto a otros mediadores también conocidos como
la histamina, prostaglandinas, leucotrienos, entre otros [1]. Las citoquinas son
unos de los mediadores mas importantes y desde el punto de vista molecular son
polipéptidos. Existe una amplia variedad donde cada una cumple un rol especifico,
pero en general son promotoras de respuestas inflamatorias. Las distintas familias
de citoquinas conocidas son los factores de necrosis tumoral (TNF), la familia de
interleuquina-1 (IL-1), interleuquina 6 (IL-6) y las citoquinas quimioatrayentes
(denominadas por este motivo como quimioquinas) [1, 3].
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La inflamacion es una forma de defensa y de integridad de los tejidos, pero
esta funcion se cumple correctamente si la respuesta inflamatoria es
correctamente regulada. Cuando la inflamacion ocurre en forma
desregulada, estarespuesta que se pretende que sea protectora es capaz de
desencadenar desdrdenes relacionados a diversas enfermedades. Esto
incluiria enfermedades inflamatorias cronicas con alteraciones metabdlicas como
la aterosclerosis [8] y la diabetes mellitus tipo 2 [9] que se asocian e interactian
en forma cada vez mas frecuente en parte a través del denominado sindrome
metabdlico (antes llamado sindrome X) siendo en conjunto la principal causa de
morbimortalidad en paises de cultura occidental y en Uruguay [10-12]. Comln a
los procesos aterogénico, diabetogénico y al sindrome metabdlico se hallaria una
forma de inflamacién distinta en muchos aspectos a la inflamacion aguda antes
descrita y a otras formas de inflamacion crénica, en la que los mensajes
metabdlicos celulares, tisulares y sistémicos jugarian un rol esencial que ha sido
denominada metainflamacion [13, 14]. Ademas, el desarrollo del cancer ocurre
en relacion con la inflamacién (una relacion por cierto compleja) [15]. También se
destacan enfermedades inflamatorias agudas graves como ciertas infecciones
virales y bacterianas que pueden conducir a la sepsis con falla organica [16-19]y
la ateromatosis que conduce la isquemia aguda grave con infarto agudo de
miocardio [20] y accidentes cerebro vasculares (“stroke”) [21]. En nuestra linea de
investigacion y de desarrollo de farmacos prestamos especial atencion a la
aterosclerosis [22]. La misma se trata de una enfermedad inflamatoria cronica de
la pared arterial y es la principal causa de enfermedades cardiovasculares como
lo son el infarto de miocardio y el “stroke”. Esta implica la formacién de placas de
ateroma en la intima de las grandes y medianas arterias (arterias musculares),
principalmente donde se dividen [23]. La formacion de estas placas se debe
principalmente a la acumulacién de colesterol junto a otros lipidos y fibras
musculares lisas que proliferan y migran desde la capa de musculo liso de la
arteria hacia la intima arterial [2, 24] (ver Figura 1). Durante el proceso aterogénico
se hacen presentes en la pared arterial células inmunes, siendo los
monocitos/macréfagos los mas predominantes en etapas tempranas del proceso.
Los monocitos, son reclutados a la intima migrando a través del endotelio y una
vez aqui maduran en macréfagos, existiendo en los estados iniciales de formacion
de las lesiones y contindan presentes en lesiones ya establecidas (ver Figura 1).
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Figura 1: Esquema del proceso aterogénico. La LDL que circula en el plasma sanguineo es oxidada o
modificada de alguna otra forma y atraviesa el endotelio hacia la intima. Los monocitos sanguineos también son
reclutados hacia aqui y diferenciados a macréfagos que captan por medio de los receptores Scavenger la mLDL
que se acumulara intracelularmente. Esta acumulaciéon provoca la formacién de “células espumosas” que moriran
liberando su contenido altamente lipidico acumulandose y formando lo que se llama el core necrético de la placa
de ateroma. A la vez, las células musculares lisas de la capa media de la arteria proliferan y migran hacia la intima
formando parte de la placa de ateroma. Imagen tomada de Libby P., 2010, J. Nucl. Med.

Estas células que se alojan en sitios de lesiones ateroscleréticas son pro
inflamatorias y propagan la respuesta inmune innata como consecuencia de la
expresion de altos niveles de citoquinas proinflamatorias y otros mediadores [2].

Existen evidencias que involucran especialmente a ciertos PRRs y otros tipos de
receptores en el proceso aterogénico, como el Toll-like Receptor 4 (TLR-4) con la
cooperacion de CD14 que reconocen lipopolisacaridos (LPS) y una variedad de
patrones instigadores de inflamacion y aterosclerosis (por ej. “Heat Shock
Proteins”) [2]. El receptor TLR-2 también esta involucrado y reconoce productos
microbianos. Dentro de los llamados receptores barrenderos (“Scavenger
Receptor”, SR) tenemos el SR tipo A que reconoce LDL modificada y CD36 que
une LDL oxidada [2] (Figura 2).
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Figura 2. Receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) y otros involucrados en
aterosclerosis. Por un lado tenemos el TLR4 con CD14 como colaborador que se caracteriza por
reconocer lipopolisacéaridos (LPS) caracteristico de agentes infecciosos y también reconoce heat
shock proteins (hsp) que estan involucradas en aterosclerosis. También tenemos TLR2 que existe
como heterodimero con TLR1 o TLR6 y reconoce productos microbianos (ej.: zymosan,
peptidoglicanos) y la apolipoproteina Apo CIIl. Los Scavenger receptors A reconocen LDL
modificada y CD36 reconoce LDL oxidada. Por ultimo tenemos el receptor RAGE. Imagen y pie de
figura tomados de Libby P., 2009, J. Am. Coll. Cardiol.

Por otra parte, existirian multiples agentes que pueden inducir potencialmente la
respuesta inflamatoria e inmune en la aterosclerosis, entre los que destacamos:
LDL modificada (Ej.: LDL oxidada), necrosis y muerte celular regulada no
apoptotica y los cristales de colesterol [25].

Algunos autores consideran que la LDL oxidada (oxLDL) o LDL modificada
(mLDL) podria ser una de las principales causantes de induccion de la
inflamacion en lesiones ateroscleréticas [23, 26, 27]. La LDL nativa se une a
matrices ricas en proteoglicanos de la intima arterial en sitios de lesion endotelial,
lo que permite la retencién y la adicional oxidacion (oxLDL) y/o modificacion de
estas particulas (mLDL). La oxLDL/mLDL es inmunogénica y activa células
endoteliales, monocitos/macrofagos y células T, llevando a que altas
concentraciones puedan ser toxicas provocando muerte celular en las lesiones
[24]. La LDL puede modificarse en condiciones de hiperlipidemia y cuando es
retenida en la pared vascular donde hay presente una variedad de mecanismos
enzimaticos oxidativos como las lipooxigenasas, mieloperoxidasa y hemoglobina
con actividad peroxidasa, asi como también mecanismos oxidativos no
enzimaticos [28, 29]. La fosfolipasa A2 es una de las enzimas modificadoras de
LDL y se expresa en arterias normales y ateroscleréticas. Los efectos
proinflamatorios de la oxLDL/mLDL son provocados por los fosfolipidos
inflamatorios presentes en ella donde uno de los principales participantes en
lesiones ateroscleréticas es la lisofosfatidilcolina (LPC) [24, 30]. Otros
mecanismos por los cuales la oxLDL/mLDL estimula inflamacién son por su
interaccién con los “Toll-like Receptors” (TLRS) y los receptores barrenderos (del
inglés “Scavenger Receptors”). Los SR en macréfagos se caracterizan por unir e
internalizar LDL modificada pero no LDL nativa en un mecanismo no regulado a
la baja por la concentracion intracelular de colesterol (en clara contraposicion al
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mecanismo de internalizacion de la LDL nativa por medio del receptor de LDL),
participando CD36 y SR-A que tienen alta afinidad por mLDL [27]. Estos hacen
que el macrofago capte e internalice oxLDL/mLDL de manera no regulada,
provocando acumulacion intracelular de LDL y colesterol en el macrofago
formando asi las llamadas “células espumosas”, las cuales estdn mayormente
involucradas en la deposicion de lipidos en la pared arterial y son causantes de
inflamacion (ver Figura 1). En el caso de la LDL nativa, ella es reconocida por
otros receptores y su internalizacion esta regulada a la baja por la concentracion
intracelular de colesterol, mecanismo que evita la formacién de “células
espumosas’. Es importante destacar que las células de mamiferos carecen de
enzimas capaces de degradar colesterol, y dado que este es un importante
regulador de la fluidez de la membrana, su concentracion intracelular es uno de
los procesos méas controlados en la homeostasis celular. Se ha mostrado que
CD36 y SR-A son responsables del 75 a 90% de la captacidon de estas
lipoproteinas y que TLR4 es mediador de la diferenciacion del macréfago a “célula
espumosa” inducida por oxLDL, como también lo es CD36 [26-28, 31]. Ademas
del rol directo de la LDL modificada/oxidada como estimulo inflamatorio, el
colesterol acumulado en las células espumosas, estrias grasas y placas
avanzadas alcanza concentraciones de sobresaturacion que determinan la
apariciéon de cristales de colesterol que per se es reconocido como una sefial de
peligro [32].

El reconocimiento de sefiales de peligro por los TLR y otros sensores
desencadena multiples efectos en células inflamatorias y no inflamatorias,
desatacandose el rol sobre los inflamasomas y su regulacion en el proceso
aterogénico. Como se menciond anteriormente, en los estados iniciales de las
lesiones aterosclerdticas ocurre acumulacion de lipidos, lipoproteinas y células
inmunes, donde estas Ultimas son las principales responsables de generar los
mediadores que promueven inflamacion. La IL-18 ha sido sugerida como la
principal citoquina que participa en aspectos inflamatorios de la
aterogénesis, donde su secrecion depende principalmente de la activacion
de Caspasa-1 por parte del inflamasoma NLRP3, NLRP1, NLRC4 y AIM2 [33].
La IL-1B asi como también IL-1a han sido encontradas a altas concentraciones en
placas de ateroma y pueden ser liberadas en este contexto principalmente por
células endoteliales (solo IL-1a) y macrofagos (ambas) [34]. El inflamasoma
NLRP3 estaria mayormente involucrado en el proceso aterogénico siendo
gue es activado directamente por cristales de colesterol fagocitados por
macrofagos o formados dentro de macrofagos durante la aterogénesis [25],
contribuyendo asi ala produccion de IL-18y alainflamacion en los sitios de
lesion.

La muerte celular es un acontecimiento clave en la inflamacion y en la
aterosclerosis. Es un proceso reversible hasta que traspasa una fase de “punto
sin retorno”. Una célula era previamente considerada muerta cuando presenta
criterios moleculares como la pérdida de la integridad de membrana,
fragmentacion de la célula incluyendo su nucleo dentro cuerpos discretos y/o la
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célula moribunda es ingerida in vivo por una célula adyacente [35]. Sin embargo,
actualmente se prefieren los criterios bioquimicos y fisicos, de los cuales el mas
aceptado es la perdida de la funcion de la membrana celular [36]. En sus
recomendaciones de 2009, el Comité de Nomenclatura para la Muerte Celular
reconocia la existencia de varias formas de muerte celular como la apoptosis,
necrosis y muerte por autofagia, ademas de otras modalidades de muerte donde
destacamos entre ellas la piroptosis [35]. Las recomendaciones actuales no
apoyan sin embargo la existencia de una subrutina de muerte llamada piroptosis
[36], algo que debera aclararse en los proximos tiempos.

La apoptosis consiste en una muerte celular programada donde ocurren cambios
morfolégicos como reduccion del volumen celular, fragmentacién nuclear,
modificacion de organelos pero en este proceso la integridad de la membrana se
mantiene hasta el final. La apoptosis se subclasifica en apoptosis “extrinseca”
cuando es inducida por sefiales de estrés exteriores censadas por receptores, 0
bien apoptosis “intrinseca” cuando se induce por estrés intracelular [36].

La necrosis fue considerada originalmente como un proceso accidental (no
regulado) pero hoy se acepta la existencia de un subgrupo de muertes necroticas
reguladas, inducidas por sefiales que disparan programas genéticamente
establecidos (necrosis regulada o necroptosis) [36]. En este sentido, la opinion de
algunos investigadores es relevante en el campo, no existiendo evidencias
suficientes para considerar a la piroptosis como una forma de muerte celular
distinta de la necrosis regulada [37]. Para estos autores la mal llamada piroptosis
seria una necroptosis con algunos rasgos caracteristicos de apoptosis
dependiendo del grado de activacion de Caspasa-7 [38]. A diferencia de la
apoptosis, la pérdida de funciones de la membrana y su ruptura ocurren de
manera temprana liberando el contenido intracelular al medio circundante [39].

El rol de la muerte celular como causa de inflamacion en la aterosclerosis
depende del estadio de la enfermedad. Existen dos tipos de muerte celular en
la neointima arterial de lesiones ateroscleréticas: la muerte apoptética y la
necrética. Si ocurre muerte necrética es probable que ocurra con liberacion
primaria o secundaria de IL-13 [24, 40]. Al ocurrir necrosis son liberados factores
enddgenos que son reconocidos como DAMPs que incluyen grupos de proteinas
de alta movilidad B1 (“High Mobility Group B1”; HMGB-1), ADN doble hebra,
“amyloid-B-peptide” y “Heat-shock proteins” (HSP), junto con alta cantidad de
contenido lipidico, incluyendo posiblemente cristales de colesterol, cuando se trata
de células espumosas [24].
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2.2.Inflamasoma

2.2.1. Definiciéon

El inflamasoma es un complejo multiproteico citosélico el cual sirve como
plataforma de activacion de Caspasas, principalmente Caspasa-1, en
respuesta a sefiales de peligro exdgenas y enddgenas promoviendo
principalmente liberacion de IL-1B8 y muerte celular regulada [41, 42]. El
inflamasoma fue descubierto por Tschopp usando células THP-1 como modelo,
las cuales consisten en una linea de monocitos humanos de un paciente con
leucemia, reportandose que el responsable de la activacion de Caspasa-1 vy el
procesamiento de IL-1B es el inflamasoma [42]. Caspasa-1 es una cisteina
proteasa que digiere en el extremo amino terminal de residuos de aspartilos y
procesa pro-IL-1B y pro-IL-18 a IL-1B e IL-18 maduras, siendo estas citoquinas
potentes desencadenantes de respuestas inflamatorias [43, 44].

Las células de origen mieloide expresan PRRs, tales como TLRs y receptores
citosélicos denominados "Nucleotide-binding Oligomerization Domain" (NOD)
"Like-Receptors" (del inglés, NLRs). Estos ultimos se encargan de reconocer y
responder a amenazas en compartimientos intracelulares y algunos de ellos son
capaces de oligomerizarse in vivo para iniciar el ensamblado de inflamasomas. La
estructura proteica consiste por un lado en un dominio central "NACHT" (dominio
de unién a nucleotidos) comun en todos los NLRs con funciones autorregulatorias,
un dominio sensor LRR (del inglés "Leucine-Rich Repeat") carboxilo terminal cuya
presencia es variable y consiste en repetidos de leucina. En el extremo N-terminal
pueden tener un dominio efector pyrin (del inglés PYD) o de reclutamiento de
Caspasa (del inglés CARD) dependiendo del NLR [41, 45]. De los veintidés
miembros de NLRs humanos se conocen solo tres que son capaces de
ensamblarse para formar inflamasomas, siendo ellos NLRP1, NLRP3 y NLRC4,
ademas de otra proteina AIM2 (del inglés "absent in melanoma 2") que contiene
un dominio capaz de unir ADN doble hebra llamado HIN200 (del inglés
“‘Hematopoyetic Interferon-inducible Nuclear protein 200”) y por otro lado el
dominio PYD [45].

En un contexto inflamatorio los receptores de las células de la inmunidad innata,
en mayor medida los macréfagos, reconocen sefales de peligro que llevan a una
respuesta inflamatoria que implica la produccion de citoquinas proinflamatorias
desencadenando una serie de mecanismos protectores encargados de la
eliminacién del peligro y la integridad de los tejidos. El inflamasoma se ensambla
cuando se detecta una sefal de peligro y asi activa Caspasa-1 para la produccion
de IL-1B y IL-18 pro-inflamatorias [41, 42] y muerte celular regulada [41, 46].
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2.2.2. Descripcion de los distintos inflamasomas

Se conocen distintos tipos de inflamasomas de acuerdo al NLR o ALR (“AIM2 like
receptor”) involucrado, siendo los mas conocidos y estudiados los inflamasomas
NLRP1lb, NLRP3, NLRC4 y AIM2. Una caracteristica comun de estos
inflamasomas nombrados es que todos activan Caspasa-1 (previamente conocida
como enzima convertidora de Interleuquina 1, del inglés "ICE"), ademas que
también existen otros como por ejemplo el inflamasoma pyrin (producto del gen
MEFV/MEF, “Mediterranean fever’), NLRP6 y el IFI16 [41, 47].

El inflamasoma NLRP1b presente en ratones se compone por el NLR que lleva
su nombre y este recluta directamente a Caspasa-1. NLRP1b contiene el dominio
conservado NATCH vy el variable LRR, pero ademéas en el N-terminal esta el
dominio CARD el cual interacciona directamente con procaspasa-1 que también
posee un dominio de este tipo, interactuando entonces a través de una interaccion
homotipica. Ademas, posee un dominio FIIND que es sujeto a clivaje
autoproteolitico. EI ensamblado consiste en la interaccion CARD-CARD de
NLRP1b y Procaspasa-1 (Ver figura 3) sin la necesidad del adaptador ASC (del
inglés "Apoptosis-associated Speck-like protein containing a CARD") para el
ensamblado de este inflamasoma, siendo dispensable para la secrecion de IL-13
y piroptosis [48].

Canonical inflammasomes
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Se ha estudiado en ratones que NLRP1b responde a la toxina letal de la bacteria
causante del antrax Bacillus anthracis (LeTx), siendo el mediador primario de la
“piroptosis” ante la respuesta a esta toxina [41, 47, 49]. En humanos sin embargo
simplemente el inflamasoma es NLRP1 y la gran diferencia es que la estructura
del NLR posee dominio PYD amino terminal, siendo capaz de reclutar al adaptador
ASC y este luego a procaspasa-1 por medio de CARD [41].

Pagina | 17



Regulacién del Inflamasoma NLRP3 por los Nitroalquenos | 2015
Tesina de Grado — German Galliussi

El inflamasoma NLRC4 es similar a NLRP1b debido a que este posee un motivo
CARD en el extremo N-terminal el cual se une directamente a Procaspasa-1 (Ver
figura 3). A diferencia de NLRP1b carece de dominio FIIND proteolitico. Este
inflamasoma se caracteriza por responder ante la presencia de flagelinas
(proteinas presentes en flagelos y maquinaria de locomocion de muchas
bacterias) y proteinas del sistema de secrecion en bacterias, o que hace que
Salmonella  Typhimurium, Shigella flexneri, Pseudomona aureginosa,
Burkholderia thailandensis y Legionella pneumophila provoquen respuesta
inflamatoria mediada por este inflamasoma [50]. Trabajos han probado que existe
relacion entre la liberacion de IL-1B y activacién de Caspasa-1 donde intervienen
los inflamasomas NLRC4 y NLRP3 mediada por ASC en un contexto de infeccion
con Salmonella Typhimurium, aparte de los mecanismos independientes que cada
inflamasoma hace para liberar IL-13 [41, 47, 51].

El inflamasoma AIM2 es ensamblado a partir de la proteina AIM2 (“Absent in
Melanoma 2”) cuya estructura consiste en un dominio PYD N-terminal y un
dominio HIN200 C-terminal que detecta y une ADN doble hebra (dsDNA) de
patdgenos intracelulares y también enddégeno (humano o de ratén). Debido a la
capacidad de HIN200 es que este inflamasoma candnico cumple un rol importante
en el reconocimiento de dsDNA de patégenos bacterianos y virales como el de
Fransicella tularensis, vaccinia virus, cytomegalovirus y accion parcial en la
respuesta a Listeria monocytogenes [52]. A diferencia de los inflamasomas
NLRP1b y NLRC4, este se ensambla de distinta manera para reclutar y activar
Caspasa-1, donde por medio de PYD recluta a ASC y este a su vez por medio de
CARD recluta a Procaspasa-1 (ver figura 3), la cual seré activada para procesar
IL-18 e IL-18 y la consecuente liberacion de estas.

El inflamasoma NLRP3 es en el que este trabajo ha sido enfocado debido a que
se sabe que responde directamente o participa de respuestas a una amplia gama
de sefiales de peligro bacterianas (la mas estudiada, los distintos LPSs), virales,
fungicas, cristales, toxinas formadoras de poros asi como también a DAMPs como
por ejemplo ATP extracelular, cardiolipina citosdlica, la oxLDL y cristales de
colesterol [25, 31, 41, 47]. Estos ultimos son importantes protagonistas en la
aterogénesis y por lo tanto el inflamasoma NLRP3 tendria un importante rol en
procesos inflamatorios relacionados. A continuacion se profundizara en los
aspectos estructurales, mecanisticos y regulatorios sobre este inflamasoma, solo
mencionaremos aqui que a diferencia de NLRP1b y NLRC4 y en comun con AIM2
tiene un PYD N-terminal, el cual recluta ASC por interacciones homotipicas PYD-
PYD. De este modo, NLRP3 y AIM2 son inflamasomas dependientes de ASC (ver
Figura 3) [41, 47].

2.2.3. Componentes del inflamasoma NLRP3

El inflamasoma NLRP3 como se muestra en la Figura 3 esta formado por tres
componentes proteicos principales, NLRP3 (sinonimos: NALP3, Cryopyrin",
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FCAS, FCU, MWS, PYPAF1) el adaptador ASC (sinonimos: pycard, CARDS5,
TMS-1) y procaspasa-1 (sinénimos: ICE, "interleukin-1f3 convertase). En cuanto a
NLRP3 su estructura esta determinada por un dominio central NATCH, un dominio
C-terminal LRR y un dominio PYD. Este ultimo mediante interaccion PYD-PYD
recluta a la molécula adaptadora ASC la cual se compone de dos dominios: PYD
N-terminal y CARD C-terminal. Esta proteina permite el reclutamiento de
procaspasa-1 y funciona como una plataforma activadora, convirtiendo a
procaspasa-1 en Caspasa-1 activa por autoprotedlisis, siendo capaz de procesar
IL-1B e IL-18. ASC recluta moléculas de procaspasa mediante el dominio efector
CARD por interaccion CARD-CARD vy oligomeriza gracias al dominio PYD,
provocando esto la activacion de Caspasa-1 [53-55]. Caspasa-1 es una cisteina
proteasa que es expresada como un zimégeno denominado procaspasa-1 que
carece de actividad proteolitica. La estructura de procaspasa-1 consiste en un
dominio CARD que interacciona con el adaptador ASC y dos subunidades p10 y
p20 (10 y 20 kDa respectivamente). Se propone que la procaspasa-1 se activa por
proximidad en el inflamasoma para catalizar la conversion autocatalitica de
procaspasa-1 a Caspasa-1, la cual compuesta por el heterodimero entre las
subunidades p10 y p20 es activa. La oligomerizacion de ASC es necesaria para
dicha activacién por proximidad de procaspasa-1. En lo que respecta a Caspasa-
1 como enzima, su actividad consiste en clivar al precursor de IL-1 (prolL-1B) de
31 kDa a la forma madura IL-1B de 17.5 kDa, consistiendo su sitio catalitico en un
residuo de cisteina (Cys 285) y uno de histidina (His 237). Este sitio tiene un
requerimiento estricto por el aminoacido Asp (D) con preferencia a clivar
secuencias de YVAD-|- [43] (Uniprot codigo: P29466). Caspasa-1 es capaz de
clivar también al precursor de IL-18 y esta involucrada en procesos de muerte
celular piroptotica. Si bien prolL-1B y prolL-18 son los principales sustratos de
Caspasa-1, han sido reportados otros sustratos proteicos que son clivados por
esta proteasa. Procaspasa-7, la forma inactiva de Caspasa-7 (cistein proteasa
efectora involucrada en la muerte por apoptosis) es sustrato de Caspasa-1 y
ademas es clivada en su sitio de activacion canonico (residuos de Asp23 y
Aspl198), permitiendo asi su activacion [56]. La proteina "Myd88 adapter-like"
(MAL), se trata de un adaptador en la cascada de sefializacion de TLR-2/TLR-4 y
es también sustrato de Caspasa-1, el cual es clivado y el producto de la protedlisis
de MAL estaria involucrado en la activacion de la via NF-kB [57].

2.2.4. Mecanismo de formacidn del inflamasoma NLRP3

Si es ensamblado el inflamasoma NLRP3 es capaz de activar Caspasa-1y liberar
las citoquinas proinflamatorias IL-1p e IL-18. Este proceso tiene asociado todo un
mecanismo previo desde que se detecta la sefial de peligro hasta la liberaciéon de
las interleuquinas. Un esquema sencillo actualmente aceptado de mecanismo de
ensamblado propone que dos procesos son necesarios en macréfagos: el cebado
y la activacion del inflamasoma NLRP3 [41, 47, 58]. En primer lugar, para que
el inflamasoma se ensamble debe ocurrir la primera sefial responsable de
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gatillar el cebado, el que consiste en parte en la estimulacion a nivel
transcripcional de la expresion de NLRP3 y prolL-1B, debido a que ambas
en condiciones normales no se expresan constitutivamente y su
concentracion en el citosol es baja. El sefialamiento para el cebado puede ser
desencadenado por diversos ligandos dentro de los PAMPs o DAMPs que pueden
ser reconocidos por receptores TLRs o NLRs, asi como también pueden ser
citoquinas reconocidas por receptores IL-1R1, TNFR1y TNFR2 [41, 47, 59]. Estos
receptores al reconocer su ligando activan la via de sefializacion de NF-xB que
induce la transcripcion de NLRP3 y prolL-18, no siendo asi con los componentes
ASC, procaspasa-1 ni prolL-18, todos los cuales se expresarian constitutivamente
[59] (figura 4).
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Figura 4. Mecanismo de ensamblado del inflamasoma NLRP3. En primer lugar para que el
inflamasoma sea ensamblado debe ocurrir una primera sefial o cebado dada por los receptores
TLRs, NLRs o de citoquinas (TNFR o IL-1R), los cuales reconocen sefiales de peligro (PAMPs o
DAMPSs) y estimulan la via de sefializacion NF-kB para dar paso al cebado transcripcional que
induce la expresion génica de NLRP3 y prolL-1B. Luego cuando NLRP3 se encuentra libre e
inactivo en el citosol, necesita una segunda sefial que permita el ensamblado de NLRP3
reclutando ASC y procaspasa-1, la cual se activa a Caspasa-1y procesa prolL-18 a IL-1 madura
(lo mismo con la IL-18) que luego es secretada. Imagen tomada de Ozaki E., 2015, J. Inflamm.
Res.

También se ha demostrado la presencia de un cebado no transcripcional donde
aparentemente luego del cebado transcripcional ocurririan eventos no
dependientes de la segunda sefial pero si de la primera, los cuales preparan a las
proteinas expresadas y/o moléculas necesarias para el posterior paso de
ensamblado del inflamasoma [60]. Se ha propuesto que la accion de enzimas
deubiquitinasas (DUBs) forman parte de esta fase del mecanismo de cebado
no transcripcional [60]. Aparentemente, las moléculas de NLRP3 permanecen
inhibidas en el citosol por ubiquitinacion a nivel del dominio LRR. La ubiquitinacion
impediria la oligomerizacion de NLRP3 necesaria para el ensamblado del
inflamasoma [61] y por eso seria necesaria su deubiquitinacion, lo que es llevado
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a cabo segun un reporte por la enzima deubiquitinasa BRCC3 y posiblemente
otras que aun no se conocen [61-63]. Alternativamente, se habia propuesto con
anterioridad que existen dos proteinas chaperonas que estabilizan al NLRP3 libre
en el citosol, manteniéndolo inactivo mientras no ocurre la segunda sefial. Estas
proteinas son "heat shock protein" 90 (HSP90) y su co-chaperona SGT1 que se
asocian al dominio NATCH y LRR [41, 64]. Cuando ocurre la segunda sefial estas
proteinas se disociarian de NLRP3 y lo desestabilizarian, dejandolo activo para
interaccionar con el resto de componentes del inflamasoma [64]. Por otra parte,
también se ha descrito que en condiciones basales ASC posee una localizacién
subcelular nuclear y que como respuesta a la primera sefial este adaptador dejaria
el nucleo y se haria disponible en el citosol perinuclear [65]. Claramente, se
necesita mas investigacion original independiente de los mecanismos moleculares
implicados en el cebado no transcripcional.

Para que el inflamasoma pueda ensamblarse a plenitud después del cebado
transcripcional y no transcripcional, se necesita de una segunda sefal
activadora. Dicha sefal permitira el ensamblado/activacion de NLRP3 y la
consecuente oligomerizacion reclutando a ASC y luego procaspasa-1 para ser
activada. Los activadores pueden ser moléculas exdgenas o endogenas tales
como adenosin-trifosfato (ATP), toxinas formadoras de poros como la nigericina y
cristales capaces de producir dafio fagolisosomal [66]. Cristales como alimina,
silica, asbestos, monourato de sodio y colesterol actian como segunda sefial y
activan al inflamasoma NLRP3 [25]. El mecanismo a nivel de la activacion aun es
muy discutido y se presentan varios causantes como ser: eflujo de K* que causa
bajos niveles de K* intracelular [67-69], translocacion de NLRP3 a la mitocondria
mediante el adaptador MAVS [70], produccién de especies reactivas del oxigeno
provenientes de la mitocondria (ROS) [71], liberacion de ADN mitocondrial o
cardiolipina y liberaciébn de catepsinas lisosomales provocada por el dafio
lisosomal [66] (ver figura 4).

2.2.5. Requlacion del cebado del inflamasoma NLRP3

Como ya se ha mencionado, los niveles de proteina NLRP3 libre en el citosol son
relativamente bajos para ensamblar y activar el inflamasoma. El cebado (cebado)
de macroéfagos con ligandos de TLRs o de otros PRRs inducen la sobreexpresion
de NLRP3 y prolL-14 mediante la activacion de NF-xB [72].

NF-xB

En el cebado transcripcional una de las principales vias de sefializacion que
participa es la via candnica de activacion de NF-xB [59]. También hay una via no
candnica y una alternativa por la cual NF-kB puede ser activado [73]. Esta via
debe su nombre a NF-xB (nuclear factor kappa B), el cual se trata de una proteina
dimérica que es un factor de transcripcion regulador de genes clave en procesos
inmunes. Este factor de transcripcion es activado como consecuencia de una
variedad de sefiales como citoquinas, asi como también PAMPs y DAMPs por
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medio de receptores de citoquinas o TLRs, respectivamente [74]. En particular
NF-kB es una familia de proteinas destacandose entre ellas p65, p50 y p52, las
cuales todas comparten un dominio conservado de union al ADN y un dominio de
dimerizacion llamado RHR (del inglés "Rel Homology Region"). Este factor de
transcripcion ademas se encuentra secuestrado en el citosol por proteinas
inhibitorias IkB en condiciones basales, destacandose en la familia de las IkBs a
IkBa (primera en descubrirse), kBB e 1kBe [74]. En condiciones normales, IxB
mantiene secuestrado a NF-kB pero en condiciones de estrés son disociados
permitiendo que el factor de transcripcion ejerza su accién. El mecanismo
canonico por el cual ocurre la disociacion es por medio del complejo IKK, que se
compone de tres subunidades IKKa, IKKB y otra unidad regulatoria y estructural
denominada NEMO (del inglés "NF-kappa-B Essential Modulator"). En conjunto,
este complejo tiene actividad quinasa y es responsable de la fosforilacion de dos
serinas de IkB, dejando a esta proteina inhibidora como blanco de degradacion
proteosomal, permitiendo la liberacion de NF-«B y por ende su translocacion al
nucleo para unirse al ADN [74, 75] (figura 5).
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Figura 5. Viade sefializacion de NF-kB. Los receptores TLR o los IL-1R al reconocer una sefial de peligro
promueven la ubiquitinacién del dominio regulador NEMO del complejo IKK. Dicha ubiquitinacion activa
IKK y fosforila a 1kB que se encuentra inhibiendo a NF-xB en el citosol, lo que deja que se ubiquitine 1kB
disociandose para ser degradado en el proteasoma. Mientras tanto NF-«xB se transloca al ndcleo y se une
al ADN para potenciar la expresion de diversas proteinas proinflamatorias y asociadas a respuestas
inmunes. Imagen tomada de Napetsching J., 2013, An. Rev. Biophys.

La ubiquitinacién es una forma de regulacién de esta via, siendo importante en la
activacion de NF-xB porque actla a nivel del complejo IKK. Este complejo de
actividad quinasa para ser activado debe ser ubiquitinado de alguna forma y se
ha propuesto que dicha modificacion ocurra a nivel de la subunidad reguladora
NEMO, debido a que tiene dos dominios de union de ubiquitina, aunque todavia
no estan bien definidos los blancos [75]. Como se conoce, la ubiquitinacién es un
proceso reversible por la accién de enzimas removedoras de ubiquitina llamadas
deubiquitinasas (DUBs) y en esta via se conocen algunas que regulan
negativamente la activacion de NF-xB como la A20 que ha sido la mejor estudiada.
A20 inhibe IKK por deubiquitinacion de K63 y promueve la ubiquitinacion en K48
y subsecuente degradacion proteosomal dejando sin efecto la actividad del
complejo quinasa. Se conocen otras DUBs como CYLD que también inhibe IKK,
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asi como también USP20, USP2a, USP21 y USP4 que reprimen la activacion de
NF-xB [75, 76]. Por otro lado, la via no canodnica, a diferencia de la anterior, es
qgue la sefalizacion permite activar una quinasa inductora de NF-xB (del inglés
"NF-kB-inducing Kinase"; NIK), la cual fosforila y activa el complejo IKKa y a través
de la fosforilacién de dos serinas de p100, provocando su protedlisis limitada a
nivel del proteasoma e inducida por ubiquitinacion, asi como la consecuente
generacion de p52 que se transloca en forma activa hacia el nucleo (Figura 6
derecha) [73].
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Figura 6. Esquema del mecanismo de sefializacion de NF-kB por medio
de la via candnica (Izquierda) y no candnica (Derecha). Imagen tomada
de Gilmore T.D., 2006, Oncogene.

Por todo lo mencionado, la activacion de NF-«B es esencial para el cebado
transcripcional, el cual es necesario en condiciones habituales en
macrofagos para el ensamblado del inflamasoma NLRP3.

Otras formas de requlacion del cebado del inflamasoma NLRP3

A nivel postranscripcional, se han identificado ciertos micro ARNs (miARNS)
como reguladores del cebado del inflamasoma NLRP3, los cuales regulan
negativamente la expresion de genes involucrados en inflamacién y respuesta
inmune. El miR-223, un miARN especifico de células mieloides, se une a la regién
3-UTR del ARN mensajero de NLRP3, impidiendo de esta manera que esta
proteina se exprese [77, 78].

El ya mencionado cebado no transcripcional en respuesta a la primera sefial
mediante TLR4-MyD88 licencia el ensamblado a partir de NLRP3 que ha sido
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expresado a nivel basal o como causa del cebado transcripcional, pero debe
notarse que es independiente de este ultimo [60]. En este mecanismo existiria un
importante mecanismo regulatorio a través de la modulacion de la ubiquitinacion
y accion de DUBSs, regulando en forma negativa y positiva respectivamente. La
ubiquitinacion de NLRP3 en lisinas del dominio LRR mantendria inactiva a esta
proteina en el citosol que puede luego ser sujeta a degradacion proteosomal, pero
la segunda sefial rapidamente induciria la deubiquitinacién de NLRP3, lo que
sugiere que este proceso mediante la actividad de DUBs es necesario para el
ensamblado del inflamasoma NLRP3 [62, 63], habiéndose identificado a la
deubiquitinasa BRCC3 en la deubiquitinacién directa del dominio LRR de NLRP3
como ya se menciono [61].

2.2.6. Requlacion del inflamasoma a nivel del ensamblado

Una vez que la expresion de NLRP3 es inducida en forma transcripcional,
desbloqueada a nivel postranscripcional y su vida media incrementada
posiblemente por regulacién postraduccional, debe ocurrir un segundo estimulo
gue permita su oligomerizacién y el ensamblaje con oligémeros de ASC para luego
activar procaspasa-1.

Se han estudiado mejor cinco estimulos activadores de NLRP3: 1) Eflujo de K*; 2)
producciéon de ROS mitocondrial, 3) ADN mitocondrial y cardiolipinas, 4)
relocalizacién yuxtamitocondrial y 5) dafio lisosomal con liberacién de catepsinas
[41, 72] (Ver figura 7).

Algo importante a destacar es que estas vias de sefializacion que promueven el
ensamblado del inflamasoma se relacionarian entre si debido a que el eflujo de
K*y el dafio lisosomal provocan una aumento en la produccién de ROS [72].

Figura 7. Regulacion positiva del
inflamasoma. Se observan las distintas
formas de regulacion a nivel de la primer sefial
(indicado con 1) y de la segunda (indicado con
2).

Por un lado sobre la primer sefial tenemos el

cebado transcripcional mediado por NF-xB
\ A % gue promueve la expresion de prolL-1B8 y
o W5 P (_’ NLRP3, y por otro, el cebado no
UGy l 1 TP transcripcional que activa NLRP3 citosolico
~ BRCC3 gue posteriormente serd activado por la
= accion de DUBs como BRCC3.
A nivel de la segunda sefial se observan los
2 2 principales mediadores 'y reguladores

positivos de la activacion, donde tenemos el
eflujo de K*, la liberacion de catepsinas
c" ROB Gt producto del dafio lisosomal y los mediadores
Lsod XKz LIS mitocondriales como ROS, mtADN vy
cardiolipina productos de la disfuncién de la
mitocondria. Imagen tomada de Lamkanfi M.,
2014, Cell.
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Eflujo de K*

Multiples lineas de evidencia soportan la hipétesis de que la homeostasis de
potasio esta involucrada en el gatillado del ensamblaje del inflamasoma
NLRP3. La baja concentracion de K* intracelular seria una condicién necesaria y
suficiente para que se active el inflamasoma NLRP3 y ademas podria ser el
desencadenante comudn de activacion por diversos compuestos que sirven como
segunda sefal [67, 68]. En cuanto al mecanismo y base molecular del eflujo de
potasio sobre la activacién es aun un enigma que podria estar resolviéndose [69].
En particular el ATP extracelular es uno de los activadores del inflamasoma
conocido que actua induciendo al receptor purinérgico P2X7R que provoca la
apertura de canales catidnicos permitiendo asi el eflujo del potasio intracelular
[79], aunque se ha reportado que la activacion de Caspasa-1 cuando el cebado
es LPS depende de P2X7R, pero no lo es cuando son otros los responsables del
cebado [80]. El eflujo de potasio también es provocado directamente por toxinas
formadoras de poros tales como la nigericina [45]. Ademas de la influencia de la
disminucién del potasio intracelular, se ha sugerido que durante el incremento del
volumen celular en los macrofagos la formacion de asteriscos y oligomerizacion
de ASC comparte la misma via de sefializacion que la activacion del inflamasoma
NLRP3, incluyendo esta la activaciéon de canales TRP (del inglés “Transient
Receptor Potential”) y el incremento de calcio intracelular [69].

ADN mitocondrial y cardiolipinas

Ademas de producir mtROS, cuando la membrana pierde su potencial, la
mitocondria libera ADN oxidado al citoplasma. El ADN mitocondrial oxidado sirve
como activador del inflamasoma interaccionando y co-localizandose con NLRP3,
incluso ademas puede activarlo cuando se programa apoptosis [81, 82].

Por otro lado, las cardiolipinas, un tipo de fosfolipido especifico de la mitocondria,
también serian mediadores de la activacion del inflamasoma en respuesta a varios
tipos de activadores. Estas actian de forma directa uniéndose al dominio LRR de
NLRP3 siendo un proceso independiente de mtROS pero también en un contexto
de disfuncion mitocondrial [83]. La cardiolipina es un lipido negativo similar al LPS
y en condiciones normales esta presente en forma exclusiva en la membrana
mitocondrial interna. La exposicién de cardiolipina y la salida de citocromo C son
huellas y también causa de disfuncién mitocondrial debido a que ambos estan
muy involucrados en proceso de muerte celular apoptética [84]. Algunos trabajos
indican que el LPS se une directamente a Caspasa-11 murina y a Caspasa-4 y/o
-5 humana en el citosol, existiendo también pruebas de activacion de Caspasa-11
[85].
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Relocalizacién mitocondrial v rol de las sirtuinas en la activacion del
inflamasoma.

Un acontecimiento importante que también influye para la activacion del
inflamasoma seria la colocalizacion de NLRP3 y la mitocondria. Se ha reportado
gue el dafio mitocondrial reduce los niveles de NAD™* y esto provoca la inhibicion
de la deacetilasa dependiente de NAD* sirtuina-2, causando la acumulacion de a-
tubulina acetilada que favorece la accion de la dineina y permite el movimiento de
mitocondrias hacia el area perinuclear donde se encuentra NLRP3 y ASC,
facilitando asi la activacion del inflamasoma tanto por mtROS o cardiolipinas [45,
86]. Ademas, un adaptador asociado a la mitocondria denominado MAVS (del
inglés Proteina de Sefalizacion Antiviral Mitocondrial), estaria involucrado en el
reclutamiento de NLRP3 hacia la mitocondria participando junto con ASC en
contexto de respuestas antivirales [70]. Por tanto, la colocalizacion de NLRP3 vy la
mitocondria, asi como la participacion de todos estos componentes (micotubulos
y MAVS) podrian ser reguladores positivos de la activacion del inflamasoma
NLRPS3.

Darfo lisosomal vy catepsinas

La ruptura de las membranas lisosomales provoca que su contenido y
componentes de la propia membrana lisosomal sean vertidos al citosol,
provocando indirectamente la activacion del inflamasoma. EI dafio
lisosomal/fagolisosomal es provocado principalmente por particulas cristalinas
como silica, sales de aluminio, colesterol o de urato. Estads "particulas" son
fagocitadas y rompen la membrana lisosomal promoviendo aparentemente la
activacion del inflamasoma NLRP3 [25, 66, 87, 88].

Las catepsinas son cisteina proteasas lisosomales que son activas a pH acidos,
razon por la cual acttan dentro del lisosoma/fagolisosoma. Justamente cuando
los activadores producen ruptura de la membrana fagolisosomal se liberan
catepsinas al citosol y promueven la activacion del inflamasoma [87, 89].

2.2.7. Requlacion neqgativa del inflamasoma

Los procesos inflamatorios no siempre son beneficiosos para el organismo, tal es
el caso de las enfermedades autoinmunes o aterosclerosis donde la inflamacion
es un factor perjudicial porque ella esta exagerada y prolongada en el tiempo o
simplemente porque estad desregulada. Por eso es que el organismo posee
mecanismos regulatorios que frenan la respuesta inflamatoria.

A nivel del inflamasoma también existen formas de regulacion negativa que
suprimen su accion, destacandose la accion de la IL-10, del 6xido nitrico (NO), del
MIARN miR-223, del AMP ciclico (cAMP) y de la interaccion de las células T por
medio de CD40 y su ligando [45] (Ver figura 8).
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Por un lado, ya hemos mencionado la accién de miR-223 que se une al extremo
3-UTR del ARN mensajero que expresa NLRP3, provocando la supresion de la
traduccion de esta proteina [77, 78]. Por otra parte, los interferones (IFNs) de tipo
I (IFN-a e IFN-B) son reconocidos por sus receptores y esto puede provocar una
regulacién negativa a nivel del cebado transcripcional. A nivel transcripcional,
estos IFNs estimulan la produccion de IL-10 que es una citoquina capaz de inhibir
la expresién de otras citoquinas proinflamatorias [90] como la IL-1B, lo que
suprime la expresion de prolL-18 [91]. Por otra parte, los IFNs de tipo | y el IFN-y,
al interaccionar con sus receptores, inducen la actividad de la enzima NO sintasa

(INOS) que genera oOxido nitrico (‘(NO). Este es un regulador negativo de la
activacion del inflamasoma debido a que induciria la nitrosilacién de NLRP3 que
impide el ensamblaje y bloquea la activacion del inflamasoma [92, 93].

La inmunidad adaptativa también regula a la baja la accién proinflamatoria del
inflamasoma mediante las células T CD4+, debiendo ocurrir la interaccion linfocito-
macrofago mediante el receptor CD40 de la célula T y su ligando CD40L en el
macrofago, asi como también con otros ligandos de la familia de factores de
necrosis tumoral [94].

Se ha propuesto también que el sistema ubiquitina proteasoma juega un rol central
en la terminacion del proceso inflamatorio [95].
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2.2.8. Rol proinflamatorio del inflamasoma

El inflamasoma NLRP3 activa Caspasa-1 la cual procesa prolL-1/4y prolL-18 a IL-
15 e IL-18 maduras respectivamente. Estas son dos potentes citoquinas pro-
inflamatorias pertenecientes a la familia de interleuquina IL-1, ligandos de
receptores de interleuquina en células inmunes que desencadenan sefalizaciones
y estimulan la produccién de més citoquinas proinflamatorias. Ademas, la
activacion de Caspasa-1 por el inflamasoma también ocasiona piroptosis, un tipo
de muerte celular litica regulada que provoca inflamacion por liberacion de DAMPs
e IL-1a.

IL-18

Se expresa como una proforma de un tamafio de 31 kDa a la que denominamos
prolL-18 y es inactiva. Como también ya se menciono en la descripcion de los
mecanismos de activacion y ensamblado del inflamasoma, la expresion de esta
citoquina no es constitutiva, sino que es inducible. Para que esta citoquina sea
activa debe clivarse removiéndose el extremo N-terminal con un corte proteolitico
en el enlace entre los residuos de Alanina 116 y Aspartato 117, dejando asi el
fragmento C-terminal de 17.5 kDa que se trata de la IL-18 madura [96] (Ver figura
9).

Inactive IL-1PB precursor (31 kDa)

Active, mature IL-1(4 (18 kDa)
N terminus Y VvV H DTA P V... Cterminus

116

Figura 9. En la figura se muestra un esquema de la estructura del precursor inactivo de
la IL-1B8 donde se indica con la flecha el sitio donde Caspasa-1 lo cliva (Ala 116- Asp
117). Este corte deja al fragmento de 18 kDa C-terminal mostrado en color beige que
corresponde a la IL-1B madura proinflamatoria. Imagen tomada de Dinarello C.A., 2009,
Annu. Rev. Immunol.

Este procesamiento de la pro-IL-18es llevado a cabo por laenzima Caspasa-
1 la cudl es activada gracias al ensamblado del inflamasoma [42, 43],
clivando asi la pro-IL-18 presente en el citosol. Una vez que es producida, la
forma activa de IL-1B es liberada hacia el exterior de la célula y lo hace de una
forma no convencional distinta a la via clasica de secrecion de proteinas (reticulo
endoplasmico-Golgi-exocitosis) [97]. Los mecanismos de secrecion de la IL-1B
son muy discutidos, destacandose tres posibles: 1) rescate y redireccionamiento,
2) liberacion protegida y 3) liberacién terminal [97].

El primero consiste en que cuando la IL-1p es destinada a degradacion lisosomal
por autofagia, una fraccion contenida en las vesiculas lisosomales es rescatada
para ser dirigida a la liberacién por exocitosis. El segundo mecanismo consistiria
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en una secrecion de IL-1B contenida en microvesiculas de membrana plasmatica
o de exosomas como forma de proteccion de la citoquina. Por ultimo, el tercer
mecanismo de liberacion terminal esta relacionado a la piroptosis provocada por
la activacion de Caspasa-1 que ocasiona la formacién de poros en la membrana
celular que provocan lisis osmatica y consecuente expulsion al espacio exterior de
la IL-1B madura presente en el citosol junto al resto del contenido intracelular (Ver
figura 10).

Stimulus intensity

Rescue and redirect

Protected release Terminal release

@ Exososomes

Figura 10. Mecanismos propuestos de liberacion de IL-1B. Se muestra en laimagen
los tres posibles mecanismos de liberacién de la IL-13: Rescate y redireccionamiento,
liberacién protegida y liberacién terminal. En la barra superior se muestra la intensidad
del estimulo que induce la liberacion en forma creciente indicado por el sentido de la
flecha, lo que muestra la relacion entre esto y los mecanismos de liberacion descritos.
Imagen tomada de Lépez-Castellon G., 2011, Journal Article.

Una vez secretada, esta citoquina se une a receptores de superficie celular
IL-1R (“IL-1 receptor”) iniciando cascadas de sefalizacion pro-inflamatorias
con subsecuentes efectos pirégenos, celulares y sistémicos [72, 96].

IL-18

La interleuquina 18 tiene caracteristicas comunes a la IL-1B (ambas pertenecen a
la familia IL-1), siendo que esta citoquina también es expresada como un
precursor inactivo (prolL-18) de 22 kDa y es clivada por Caspasa-1 a su forma
madura y activa de 17 kDa (IL-18) como se muestra en la figura 11 [96].
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Inactive IL-18 precursor (22 kDa)

Active, mature IL-18 (17 kDa)
Mterminus E 5 DTY F G K L. Cterminus
37

Figura 11. Esquema del precursor inactivo de IL-18. Se indica con la flecha el
sitio de clivaje que ejecuta Caspasa-1. La zona de color beige corresponde al
fragmento C-terminal de IL-18 madura y activa que es secretado. Imagen tomada
de Dinarello C.A., 2009, Annu. Rev. Immunol.

Sin embargo, IL-18 presenta muchas diferencias con la IL-1B. Una de ellas, por
ejemplo, es el patron de expresiéon siendo que el gen que codifica para prolL-18
es constitutivo en casi todas las células y por lo tanto no necesita del cebado
transcripcional [58, 98]. Esta citoquina también tiene un rol proinflamatorio cuando
es secretada pero un aspecto particular es que la IL-18 induce la produccion de
IFN-y para promover la diferenciacion de linfocitos T CD4+, generacion de
memoria de linfocitos T CD8+ citotoxicos y células Natural Killer, potenciando asi
la inmunidad [58, 72]. Cuando la IL-18 es secretada es reconocida por los
receptores IL-18R (compuestos por las subunidades IL-18Ra y IL-18RB) los
cuales desencadenan las cascadas de sefalizacion proinflamatoria [96].

Piroptosis (Necrosis requlada)

Como ya mencionamos, la piroptosis es un tipo de muerte celular inflamatoria
programada dependiente de Caspasa-1 [35, 72]. Esta muerte se caracteriza por
ser litica (ruptura de membrana) y liberar mediadores inflamatorios como IL-1a,
IL-B e IL-18, sefiales de tipo DAMPs y también esta acompafiada de
fragmentaciéon del ADN, una caracteristica de la apoptosis. Por esa razén, es un
tipo de muerte proinflamatoria, ademas que las células piroptéticas son atacadas
por fagocitos debido a que la piroptosis expone fosfatidil serina (fosfolipido de
membrana) que es una sefal de “eat me” para ser fagocitado por macrofagos [99].

El mecanismo que desencadena este tipo de muerte no es totalmente conocido
aun, pero si se sabe que Caspasa-1 tiene un rol clave en ella. Se ha propuesto
que la causa de la lisis por piroptosis se debe a la formacién de poros en la
membrana celular de aproximadamente 1 a 2.5 nm de didmetro lo que provoca
lisis osmética. Esto ha sido reportado en macréfagos infectados con toxina letal
de Anthrax o con Salmonella. Si bien se activan distintos inflamasomas, ambas
sefales logran activar Caspasa-1 y convergen en una via comun de muerte por
piroptosis [100]. Por lo tanto, si bien Caspasa-1 puede activarse por varias vias
(inflamasomas candnicos), todas las formas confluyen en un mecanismo comun
de muerte celular por piroptosis, ademas del procesamiento de IL-1B e IL-18. Se
ha sugerido también que se encuentra involucrado un complejo supramolecular
formado por oligébmeros de ASC que forma dimeros mediante el dominio PYD que
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se denomina Piroptosoma. Este es distinto del inflamasoma y se ensambla en
condiciones intracelulares con baja concentracién de potasio, siendo capaz de
activar Caspasa-1 y producir piroptosis [101]. La bomba de sodio y potasio
ATPasa podria estar implicada en la muerte piroptética debido a que se ha
reportado que luego de la inflamacion la inhibicion de la bomba de Na/K provoca
muerte celular porque no se logran balancear los niveles intracelulares de sodio y
el gradiente osmoético favorece la entrada de agua a la célula, culminando en
considerable aumento de volumen vy lisis celular [102].

Una caracteristica de la piroptosis es que comparte similitudes tanto con la
apoptosis y la necrosis. Con la apoptosis comparte que se trata de una muerte
programada dependiente de la activacion de Caspasa-1, aunque en el caso de la
apoptosis son otras las Caspasas iniciadoras que intervienen. Sin embargo, la
piroptosis difiere en gran medida con la apoptosis en que se trata de una muerte
gue promueve inflamacion, asemejandose en este sentido a la necrosis, siendo
que la apoptosis es clasicamente reconocida como una muerte celular
antiinflamatoria. En la figura 12 se observan las caracteristicas principales y lo que
se conoce hasta el momento acerca de este tipo de muerte celular.

Pyroptosis Pore
formation  |ons H.O

jo= ] i Glvei
I/ Glycine |- Osmoprotectants
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Caspase-1

IL-1B/IL-18

> swelling
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! - Inflammatory
v intracellular
Lysis contents
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Figura 12. Eventos que ocurren en la piroptosis. En la imagen se muestra un
macréfago piroptotico en el cual Caspasa-1 se activé y desencadena por un lado el
procesamiento de IL-1B/IL-18 y por otro ocasiona dafio al ADN y la formacién de poros
en la membrana. Estos poros favorecen el libre trafico de iones y la entrada de agua,
aumentandose asi la presion osmética que ocasiona la lisis celular y liberacion de
contenidos inflamatorios intracelulares. Imagen tomada de Fink, S.L., 2008, PNAS.

2.3.Nitroalquenos

En nuestro laboratorio nos encontramos trabajando con compuestos
moduladores de la inflamacioén: nitroalquenos endogenos y de sintesis.

Durante estos Ultimos afios varios grupos han trabajado con diversos
nitroalquenos y en nuestro caso prestamos especial interés a los derivados de la
vitamina E desarrollados por nuestro grupo (nitroalguenos de segunda
generacion [22] ). En lo que respecta a esta tesina y otros trabajos realizados en
nuestro laboratorio también se ha tenido interés en el acido nitro-oleico (OA-NO2)
y beta-nitro-estireno (B-NO2-E).
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2.3.1. Definicion

Se denomina nitroalquenos a las moléculas organicas compuestas por alquenos
qgue tienen un grupo nitro unido a un carbono del doble enlace. Este grupo
nitroalqueno deja al carbono beta adyacente al grupo nitro como centro atrayente
de electrones ocasionando asi que estos compuestos sean potentes electrofilos.
Esta propiedad permite que los nitroalquenos puedan formar aductos de forma
reversible mediante la reconocida reaccion de "adicion de Michael" con tioles de
bajo peso molecular, residuos nucleofilicos de proteinas (residuos de cisteina o
histidina) [103].

Llamamos nucleofilo o base de Lewis a las moléculas organicas que tienen
disponible un par de electrones para donarlos a otra molécula que contiene un
orbital vacio y asi formar nuevos enlaces covalentes, mientras que la molécula
gue es capaz de aceptar los electrones del nucledfilo se la denomina electrofilo
0 acido de Lewis [104]. La reaccién de adicion de Michael es una adicion 1,4
(adicion conjugada) de un carbanién (nucleofilo donador de Michael) a un doble
enlace de un compuesto a,f3 insaturado (electrofilo aceptor de Michael), reaccion
mostrada en la Esquema 1 [105, 106].

1 I
C H C
VA \ /N
Nuc—\c—c/ CHj; — Nuc—C—C  CHj
/ \ / /' \
H H H H H

Ataque en el carbono B Protonacion del enolato (enol) Tautomerismo (ceto)

Esg. 1. Reaccion de adicion de Michael, adicion 1,4 o adicion conjugada. Tomada de Wade. L.G.,
2012, Pearson.

2.3.2. Caracteristicas quimicas

Formacién

Los precursores organicos naturales capaces de formar nitroalguenos mas
estudiados hasta el momento son los &cidos grasos poliinsaturados y con dobles
enlaces conjugados (en particular esta bien demostrada la nitracién endoégena del
cLA (del inglés "conjugated Linoleic Acid"). Estos son nitrados mediante
reacciones con *NO (radical 6xido nitrico) y 6xidos de nitrégeno derivados del *NO,
del ONOO- (peroxinitrito) y del acido nitroso (HNO2) como el radical dioxido de
nitrégeno (*NOz2); junto a mediadores inflamatorios derivados del oxigeno como
radical anion superoxido (O2%), peroxido de hidrogeno (H202) y radicales peroxilo
lipidicos (LOO®) [107]. Los acidos grasos Yy el nitrito (NO2", base conjugada del
HNO:2) pueden ser provenientes de la dieta o pueden ser de fuentes endbégenas.
En condiciones inflamatorias y dependiendo de los niveles de oxigeno ocurren
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distintos procesos, a baja concentracion de Oz es cuando predomina la nitracion
de &cidos grasos y a altas, la peroxidacion lipidica [108]. El *“NO2 generado a partir
de las reacciones entre las especies derivadas del *“NO como se muestra en la
figura 13 reacciona con electrones n de alqguenos mediante reaccion de adicion y
todos estos procesos ocurren de forma enddgena en el organismo [108, 109].
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Ademas de la nitracion los acidos grasos pueden sufrir otras modificaciones que
generan acidos grasos electrofilicos, siendo una de ellas la oxidacion de acidos
grasos como se muestra en la figura 13.

Existen multiples mecanismos que median la nitracion de biomoléculas y son
multiples los factores que influyen en la formacion de nitroalquenos. El peroxinitrito
(ONOO") reacciona con &cidos de Lewis como el CO:2 para dar el anion
nitrosoperoxicarbonato (ONO-OCOz2) y protones para dar acido peroxinitroso
(ONO-OH), ocurriendo que ambos formados predominantemente en medios
inflamatorios rinden el radical dioxido de nitrégeno (*NOz) por homolisis de sus
débiles enlaces peroxo [110]. Otros mecanismos de nitracién son: 1) accion de
peroxidasas que catalizan la oxidacion de NO2~a *NOz, 2) la protonacion de nitrito
(NO2 7) a acido nitroso (HNO2) en ambientes con pH bajo (ejemplo el
compartimiento gastrico donde se favorece la nitracion de acidos grasos
provenientes de la dieta), y 3) reacciones aerobias del *NO.

Reactividad de los nitroalguenos con residuos de Cys e His: reaccion de
adicion de Michael.

Los nitroalquenos son compuestos electrofilos debido a que el grupo nitro es un
fuerte aceptor de electrones y genera en el carbono beta adyacente un centro
electron-atrayente capaz de formar aductos con nucledfilos mediante reacciéon de
adicion de Michael [103, 105, 111].

Esta reaccion consiste en una adicion conjugada o adicion 1,4 donde participa
un nucledfilo denominado dador de Michael para formar un aducto con un
electréfilo o aceptor de Michael. Un ejemplo clasico de dador son los aniones
enolato pero también hay compuestos sin carbono que tienen rol de dador de
Michael tales como los tioles y las aminas, mientras que los aceptores pueden
ser compuestos carbonilicos a,B-insaturados o que contengan grupos aceptores
de electrones como lo tienen los nitroalquenos (ver figura 14) [105].

acetoacetate donor

o o K o o %% o
. Et () -—>
e AL - iy
HoH R\ H
e
M* OEt slow \EALOGH;;
base acrylate acceptor
catalyst
o} o} o] o]
Et Et
"o e el
H H
= OCH;, OCH;
o o}

adduct

Figura 14. Esquemade lareaccion de adicion de Michael y su mecanismo. Se muestra en forma
genérica la reaccion global de adicion de Michael donde por un lado tenemos al nucledfilo dador que
puede ser cualquier cadena carbonada con un grupo donador de electrones como pueden ser los
enolatos, aminas o tiolatos. Por otro lado tenemos al aceptor que es el electréfilo que consiste en un
algueno donde el doble enlace esta conjugado a un grupo funcional aceptor de electrones. Aqui se
forma el aducto que se muestra. Ademas se muestra el mecanismo de adicion de Michael tomando
como ejemplo la reaccion de acetoacetato como dador y acrilato como aceptor. Imagen tomada de
Mather B.D., 2006, Progress Polymer Science.
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Como se muestra en la figura 14, el mecanismo, consiste en un primer paso de
generacion del anién del dador de Michael en equilibrio y este hace una adicion
1,4-conjugada con el aceptor de Michael para formar el aducto covalente. En la
figura 14 se muestra como ejemplo de mecanismo de adicion de Michael la
reaccion del acetoacetato como dador con acrilato como aceptor. El paso
determinante en esta reaccion es el ataque del anion, donde la velocidad de
reaccion es de segundo orden global y de primer orden respecto al paso de
formacioén del aducto [105].

Las aminas y los tioles son también buenos dadores en la adicion de Michael y
esto es importante porque este tipo de compuestos estan presentes en muchas
proteinas de relevancia biolégica. Las aminas pueden formar aductos con
electrdfilos y difieren en cuanto a la cantidad de sustituyentes que tengan, siendo
asi las aminas secundarias mas nucleofilicas y por tanto mas reactivas que las
primarias, aunque estas Ultimas pueden reaccionar con dos equivalentes de
aceptor [105]. Los tioles cuando se encuentran como anion tiolato también son
buenos dadores en esta reaccién y son mejores nucledfilos que las aminas. El
incremento del pH favorece a que los tioles se desprotonen y haya alta
concentracion de tiolato, favoreciendo entonces la reaccién [105, 111], siendo
mejores nucleofilos los tioles con pKa més alto [112]. Este tipo de dador de Michael
se encuentra presente en proteinas formando parte de los residuos de cisteinas y
los nitroalquenos como compuestos electrofilos aceptores son capaces de formar
aductos con tioles. Se ha trabajado utilizando los acidos grasos nitrados OA-NO2
y LNO:2 haciéndolos reaccionar con glutation (GSH) que es una molécula
relativamente pequefia con una cisteina y fueron detectados por espectrometria
de masa, andlisis cinéticos y espectrofotométricos los aductos GS-OA-NO:2 y GS-
LNO2 [103, 111]. Estos nitroalquenos también se han hecho reaccionar con la
enzima gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (GAPDH) debido a que su sitio
catalitico contiene una cisteina (Cys-149), donde se ha visto que OA-NO2y LNO2
formaron aducto a ella 'y provocaron la inhibicion de la actividad enzimatica, lo que
indica que estos nitroalquenos son especies capaces de reaccionar con tiolatos
[103, 111].

En resumen en cuanto a la reactividad quimica de los nitroalquenos, estos
funcionan como electréfilos aceptores en la adicion de Michael y pueden formar
aducto a tioles y aminas (por ejemplo dimetilamina) y en proteinas con residuos
de cisteinas e histidinas, pudiendo alterar el funcionamiento de estas y mediar
efectos biolégicos debido a que estos aminoacidos estan presentes en muchos
sitios claves (sitios activos y reguladores) en proteinas.
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2.3.3. Acciones biol6gicas

Debido a la reactividad con cisteinas e histidinas los nitroalquenos causan efectos
biolégicos actuando sobre proteinas que resultan importantes en determinado
contexto. A lo largo de estos afios, se ha demostrado que los compuestos
nitroalquenos derivados de &cidos grasos tienen potentes acciones
antiinflamatorias debido a que actian sobre componentes de distintas vias de
sefializacion implicadas en los procesos inflamatorios. Como se muestra en la
figura 15 hasta el momento se ha estudiado que actian sobre las siguientes vias
de sefalizacion y de la siguiente forma: 1) Inhibicion de NF-xB (nuclear factor-
kappa B), 2) Activacion de Nrf2-Keapl [Nuclear Factor (Erithroyd-derived 2) like
2] - (Kelch-like ECH-associated protein 1) [113], 3) Activacion de PPAR-
v (proliferator-activated receptor y) [114] y 4) Activa HSF-1 (Heat Shock Factor 1)
[115].

PAMPs/DAMPs

Cirosol

Mediadores
I > pro-inflamatorios
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Figura 15. Esquema de vias de sefializacion celular involucradas en procesos inflamatorios
donde los acidos grasos nitrados acttan. Por un lado los nitroalquenos atacan cisteinas criticas
de Keapl provocando la disociacion de Nrf2 que se transloca al nicleo promoviendo la expresion
de genes de enzimas de fase 2 antioxidantes y detoxificantes. También se muestra que estos
inhiben NF-xB, provocando entonces la inhibicion de la expresion de genes proinflamatorios. Por
ultimo se observa que los nitroalquenos acttian sobre PPAR-y promoviendo su activacion, asi como
también activa la expresion de HSP dependiente de HSF-1.
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Inhibiciéon de la via pro-inflamatoria NF-xB

En la seccién 2.2.5 cuando se describi6 la regulacién del inflamasoma NLRP3 a
nivel de la primera sefal, se profundizo en la via proinflamatoria NF-xB la cual
esta muy involucrada en el cebado transcripcional, siendo el nexo entre la sefial
de peligro detectada por los TLR y la expresion génica de prolL-18 y NLRP3. Los
nitroalquenos derivados de los &cidos grasos se han caracterizado como potentes
compuestos antiinflamatorios, para lo que se considera clave su capacidad de
alquilar la subunidad p65 de NF-«B, lo sugiere que podria impedir que esta se una
a sitios reguladores de genes que promueven la inflamacién [107, 108, 116]. Esto
se ha comprobado usando OA-NO2 y LNO:2 que al aplicarlos sobre macréfagos
estimulados con LPS disminuyeron la secrecién de citoquinas proinflamatorias
dependientes de la via NF-xB, aparte del resultado experimental in vitro que
mostro la nitroalquilacion de p65 [116]. Recientemente, se ha estudiado que los
nitroalquenos también interrumpen la sefalizacién de TLR4 inducida por LPS a
partir de experimentos realizados con OA-NO2 que mostraron inhibicion de la
activacion de NF-kB mediante la interrupcion de IKKB (responsable de la
fosforilacién de IkBa) [117].

Activacion de la via antioxidante/detoxificante Nrf2-Keap1

La via de sefalizacion Nrf2/Keapl es uno de los principales sistemas de
citoproteccion que poseen los vertebrados contra diversos agentes causantes de
estrés (patdgenos, sustancias téxicas, radiacion, etc.) capaces de provocar dafio
celular y por ende al organismo.

La proteina Nrf2 [Nuclear Factor (Erithroyd-derived 2) like 2] se trata de un factor
de transcripcion que se une al ADN sobre el elemento de respuesta antioxidante
ARE (“Antioxidant Response Element”) para inducir la expresion de
aproximadamente 100 enzimas de fase 2, las cuales desempefan roles
antiinflamatorios o detoxificantes [118-120]. En condiciones normales se
encuentra unido a Keapl (Kelch-like ECH-associated protein 1), proteina
homodimérica que lo mantiene secuestrado en el citosol impidiendo que se
traslade al nucleo y se una al ADN, manteniendo silenciada la expresion de
enzimas detoxificantes y antioxidantes. En condiciones normales, Keap1l junto con
la proteina Cul3, se comportan como un adaptador de ubiquitinacion para Nrf2 y
asi permiten la degradacion proteosomal de Nrf2 [121, 122]. Ademas Keapl
funciona como sensor de electrofilos (derivados de condiciones de estrés
oxidativo y de xenobidticos) gracias a los residuos de cisteinas ultrasensibles a
este tipo de moléculas que posee Keapl, aunque se mostré que la activacion de
Nrf2-Keapl es independiente de la Cys151 de Keap-1 [113]. Al unirse uno o mas
electrofilos a los residuos de Cys reactivas, ocurre un cambio conformacional en
Keapl que permite liberar a Nrf2, lo que hace que este se traslade hacia el nucleo
para unirse a AREs y asi inducir la expresion de genes de enzimas de fase 2 [118-
120, 123]. Los nitroalquenos, por su caracter electrofilico, logran formar aductos
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con los tioles de las cisteinas de Keapl, siendo reportado que las cisteinas 38,
226, 257, 273, 288 y 489 fueron muy reactivas con el OA-NO2 [113]. Por lo tanto,
los nitroalquenos son capaces de activar la via Nrf2-ARE como consecuencia de
la modificacion de Keapl [124], promoviendo la expresion génica de enzimas de
fase 2, de las cuales se destacan: la hemoxigenasa-1 (HO-1), la NAD(P)H quinona
deshidrogenasa-1 (NQO1), subunidades moduladora y catalitica de la v-
glutamilcisteina sintasa (GCLM y GCLC) involucradas en la sintesis de GSH,
glutation S-transferasa (GST) y otras que se muestran en la figura 16. [118].
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Figura 16 Esquema de la via Nrf2-Keapl. Se muestra por un lado a Nrf2 unido a Keapl en
condiciones basales, donde Nrf2 es ubiquitinada para ser sometido a degradacion proteasomal. En
condiciones de estrés oxidativo, moléculas electrofilas (entre ellas los nitroalquenos) reaccionan
formando aductos con residuos de cisteinas reactivas de Keapl provocando la liberacion de Nrf2,
gue se traslada hacia el nucleo para unirse al ADN en el elemento ARE con la colaboraciéon de
proteinas Small Mafs. Esto induce la expresion génica de enzimas antioxidantes/detoxificantes de
fase 2 como las que se muestran descritas en la figura. Imagen tomada de Mitsuishi Y., 2012, Front.
Onc.

Accion sobre PPAR-y y HSF-1

Los PPARs (“proliferator-activated receptors”) pertenecen a la familia de factores
de transcripcion inducibles por ligandos. Existen tres tipos de PPARs: PPAR-q,
PPAR 6/B y PPAR-y. Todos ellos estan involucrados en inducir expresion de genes
involucrados en funciones como la adipogénesis, metabolismo lipidico,
inflamacion y mantenimiento de la homeostasis. Especificamente PPAR-y es el
mas altamente expresado en tejido adiposo, tanto blanco como pardo, sitio donde
es el principal mediador de la adipogénesis, el metabolismo lipidico y la
sensibilidad a la insulina [125]. Ademas, PPAR-y se expresa en otros tejidos donde
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regula la sefalizacion inflamatoria debido a que en células mieloides como los
macrofagos suprime la expresion de mediadores proinflamatorios como el IFN-y,
asi como también suprime la expresion de la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS)
[108].

Este factor de transcripcion es inducible por ligandos como metabolitos lipidicos
(ej. &cidos grasos poliinsaturados, oxidados o nitrados) los cuales son reconocidos
al unirse al dominio de uniéon a ligandos (LBD). Se ha mostrado mediante
caracterizacion estructural que el nitroalgueno LANO: interacciona con los
residuos Arg288 y Glu343 por enlaces de hidrégeno y a través de una reaccion
de adicién de Michael con el residuo Cys285 presente también en este dominio
de PPAR-y. La modificacion de este residuo también ha sido reportado para el
caso de otros electrofilos similares a los nitroalquenos, tratandose justamente de
acidos grasos enddgenos reportados como activadores de PPAR-y [114, 126].
Posteriormente se reportd que el OA-NO2 es mas potente que el LANO2 como
activador de PPAR-y [127]. Estas observaciones se han hecho in vitro y adn no
han sido verificadas de forma convincente in vivo. Desde nuestro punto de vista
y tomando en cuenta los efectos antiinflamatorios que PPAR-yejerce a nivel
de los macréfagos y otros componentes del sistema inmune, su activacion
mediada por nitroalquenos seria una accién importante que contribuiria a
la modulacién de la inflamacidén por estos compuestos.

“Heat Shock Factor 1” (HSF-1) es también un factor de transcripcion que
promueve respuestas citoprotectoras regulando la expresion de proteinas del
choque de calor (“Heat Shock Proteins”, HSP). Estas se tratan de chaperonas que
participan en el plegamiento y translocacion de péptidos a través de membranas
expresadas en respuesta a situaciones de estrés. Existen varios tipos de HSPs
las cuales se clasifican en grupos de acuerdo a su peso molecular. Sus funciones
son diversas dependiendo del tipo de HSP [128]. Estas representan una potencial
causa de inflamacion en aterosclerosis y donde estaria especialmente involucrada
la HSP60 [129]. Estas proteinas también son capaces de presentar antigenos a
los linfocitos T desencadenando asi respuesta inmune [130]. Las HSP pueden ser
liberadas al medio extracelular a partir de células necréticas o por actividad
exosomal, provocando activacién de la inmunidad innata debido a que son
ligandos de TLRs [131, 132].

HSF-1 se une al “Heat Shock Element” (HSE) y asi promueve la transcripcion de
las HSPs [128]. Esta actividad del HSF-1 es suprimida por unién a las chaperonas
HSP70 [133] y la HSP90 [134]. En condiciones de estrés, HSF-1 es disociado de
estas chaperonas siendo sometido a modificaciones post traduccionales que
impulsan su acumulacién en el nlcleo y asi su interaccion con el ADN [135]. El
mecanismo de regulacion y accion de HSF-1 se muestra en la figura 17.
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Figura 17. Regulacién de Heat Shock Factor 1y su respuesta al estrés. En condiciones basales HSF-1
se encuentra unida al complejo multichaperona compuesto por HSP70 y HSP90 que lo mantienen inactivo.
En condiciones de estrés el complejo multichaperona se disocia de HSF-1 y este se despliega quedando
como monomero susceptible a sufrir modificaciones postraduccionales (representadas como bolas celestes
y rosadas). Esto promueve que se traslade hacia el nucleo y se una al ADN sobre el HSE
homotrimerizandose, lo que induce la expresion de HSPs citoprotectoras. Esta accion puede ser reprimida
por la HSP70 que nuevamente vuelve a secuestrarla formandose el complejo multichaperonas HSP90-
HSP70. Las flechas azules indican el sentido de la activacion de HSF-1 y las rojas la supresion. Imagen
tomada de Dayalan Naidu, S., 2015, Trends Pharmacol Sci.

Esta via de sefalizacion también ha sido descubierta como blanco de
nitroalquenos aunque no estd claro aun el mecanismo de accion. Mediante
técnicas de microarreglos de RNA en células endoteliales de vena umbilical
humana (HUVECs) tratadas con OA-NO: se descubri6 que el cambio
transcriptbmico mas importante inducido por este nitroalqueno es la
sobreexpresion de genes relacionados a la respuesta al choque de calor (“Heat
Shock Response”, HSR), blancos de HSF-1. Esto llevé a plantearse que los
nitroalquenos pueden formar aductos con cisteinas criticas de HSF-1 o con las
chaperonas HSP70 y HSP90 que lo mantienen inactivo, lo que promoveria asi la
activacion de HSR mediante HSF-1 [115].

Otras acciones de los nitroalguenos derivados de acidos grasos

En lo que respecta a los compuestos nitroalquenos derivados de 4cidos grasos se
han reportado recientemente diferentes acciones biologicas. EI OA-NO:2 y
nitroalquenos derivados de acidos grasos regulan el transporte de calcio (Ca?*)
modulando canales ionicos TRP (del inglés “Transient Receptor Potential”), siendo
esto relevante en contextos inflamatorios [136]. Por otro lado el OA-NO: inhibe
también la proliferacion de células de musculo liso de la arteria pulmonar asi como
también disminuye la produccion de ROS generadas por los macrofagos activados
[137], ademas los acidos grasos nitrados inhiben de forma directa e irreversible la
actividad de la enzima 5-lipooxigenasa (relacionada con inflamacion por catalizar
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sintesis de leucotrienos), atenuando asi respuestas inflamatorias agudas [138].
Se ha estudiado en ratones que nitroalquenos derivados del OA-NO:2 inhibieron la
falla multiorganica inducida por el efecto del LPS [139] y también reducen los
niveles de triglicéridos y normalizan los de &cidos grasos en el plasma, ademas
de incrementar los niveles plasméaticos de lipoproteina de alta densidad (HDL)
[140].

2.3.4. Nitroalguenos estudiados en nuestro laboratorio

Acido nitro-oleico (OA-NO?)

Este nitroalqueno es derivado de un acido graso insaturado, el &cido oleico. En el
laboratorio se sintetiza por medio de la reaccion de nitroselenizacién y si bien se
ha reportado su formacion in vivo, esta es al menos cuestionable. Existen dos
especies de acido nitro oleico, una con el grupo nitro en el C9 y otra en el C10
como se muestra en la figura 18 con su respectivo nombre IUPAC. Ademas de la
isomeria posicional, existen dos estereoisomeros Z (cis) y E (trans), también
representados en la figura 18.

o 0 tho'

HOJ\/\/\/\M\N\ )CJ)\/\/V\OfN)WVW

HO 9 10
o] o} NO2
AL )‘K,"‘\/\/\/:k/‘\/’\/\/
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O—-N QO 9- and 10-nitro-9-cis-octadecenoic acids

9- and 10-nitro-9-trans-octadecenoic acids

Figura 18. Estructura quimica y nombre IUPAC del OA-NO2. Las dos estructuras a la izquierda
corresponden a la especie de &cido nitro-oleico con el grupo nitro en el C9 (&cido 9-nitro-9-trans-
octadecenoico) y en el C10 (4cido 10-nitro-9-trans-octadecenoico). Las estructuras a la derecha difieren
de las anteriores en la estereoisomeria cis. Las estructuras de la izquierda fueron tomadas de
http://lipidlibrary.aocs.org/Lipids/nitrofa/file.pdf.

Este nitroalqueno junto a otros &cidos grasos nitrados como el nitro-
linoleico (LANO2), han sido muy estudiados como compuestos anti-
inflamatorios por todos los efectos que ejercen sobre vias de sefalizacién
involucradas en estos procesos, como se mostro en la seccidn anterior.

Si bien los acidos grasos nitrados son beneficiosos en su efecto antiinflamatorio,
tienen la desventaja de estar sometidos a un rapido catabolismo por B-oxidacién
y saturacion, asi como a aduccion a tioles de proteinas plasmaticas (por ejemplo
albumina), disminuyendo su biodisponibilidad [141]. Esto limitaria sus acciones
biolégicas y su uso como farmaco para tratamiento de enfermedades inflamatorias
cronicas, surgiendo la necesidad de crear nuevas estrategias que prolonguen y/o
dirijan la accion de los nitroalquenos.
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Nitroalguenos de 22 generacion (NATXME y NA-a-TOH)

Integrantes de nuestro grupo de trabajo han investigado, desarrollado y
sintetizado nuevos nitroalquenos analogos/derivados del a-tocoferol (mas
conocido como Vitamina E) [22]. La estrategia fue la adicion de un grupo funcional
nitroalqueno a la estructura de la vitamina E, disefiandose el compuesto
Nitroalqueno del a-Tocoferol (NA-a-TOH) protegido bajo patente internacional en
Estados Unidos [22]. Por otro lado, en nuestro grupo también disefiamos y
sintetizamos el derivado hidrosoluble de este compuesto denominado
Nitroalqgueno del Trolox metil éster (NATXME), el cual consiste en la misma
estructura cromanolica modificada del NA-a-TOH, pero en lugar de la cola
isoprenoide (cadena hidrocarbonada) tiene un grupo éster metilico. Las
estructuras moleculares de ambos compuestos son mostradas en la Figura 19.
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NATxXME
Nitroalqueno Trolox-metil-éster
6-hidroxi-2,7,8-trimetil-5-nitroetenil-
cromancarboxilato de metilo

NA-a-TOH
Nitroalqueno a-tocoferol
5-nitroetenil-2,7,8-trimetil-2-[4,8,12-
trimetiltridecil]-3,4-dihidrocroman-6-ol

Figura 19. Estructuras moleculares de los nitroalquenos de 22 generacion analogos de la
Vitamina E. Se muestra en ambos la sigla arriba en negrita, el nombre en segundo lugar y abajo
en letra italica el nombre IUPAC.

La vitamina E es liposoluble y una vez absorbida en el intestino es transportada
hacia el higado por los quilomicrones y ahi es captada por proteinas
transportadoras, siendo una de las mas importantes la Proteina Transportadora
de a-tocoferol (“alpha tocopherol transfer protein”, a-TTP) debido a que lo une con
alta afinidad y especificidad. Luego es distribuida hacia los tejidos por la LDL y
una vez alli es reconocida por transportadores presentes en las células como la
PLTP (Phospholipids Transfer Protein) y la proteina de uniéon a tocoferoles
(“Tocopherol-binding Proteins” TAPs) para su incorporacion intracelular [142].

La idea detras del disefio y sintesis de estos compuestos fue desarrollar una
nueva estrategia farmacologica para el tratamiento de la aterosclerosis (y otras
enfermedades inflamatorias relacionadas), disefiada a partir del conocimiento del
rol patogénico critico que juegan la LDL y la respuesta inflamatoria cronica
vascular en la aterogénesis. Esta novedosa estrategia farmacoldgica parte de la
premisa que los nitroalquenos analogos del tocoferol seran incorporados en las
lipoproteinas durante el metabolismo normal de las mismas y debido a la
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presencia del tocoferol en la molécula, el que es selectivamente reconocido por
diferentes receptores involucrados en el metabolismo de la Vitamina E. Por otro
lado, el raciocinio de nuestra estrategia farmacologica hipotetiza que una vez en
la LDL, esta particula lo transportara a todo el organismo, incluyendo a las lesiones
ateroscleroticas donde el compuesto hibrido ejercerd las propiedades
antiinflamatorias y antiaterogénicas de los nitroalquenos y antioxidantes de la
vitamina E.

Ademas de su ventaja metabdlica, otra ventaja potencial de estos nitroalquenos
derivados del tocoferol, es que a diferencia de los acidos grasos nitrados no sufren
B-oxidacion y podrian seguir la ruta metabolica de la Vitamina E, facilitando la
llegada del compuesto a los tejidos.

B-Nitro-estireno

Nitroalqueno y nitrovinilo son términos sinbnimos que sin embargo se usan
preferentemente en la literatura biomédica y quimica, respectivamente. Este
nitroalqueno se trata de un compuesto aromatico que se encuentra disponible
comercialmente. Su estructura es simplemente un benceno con un grupo
nitroalqueno como sustituyente (Figura 20).

N0z

Figura 20. Estructura molecular del B-nitro-estireno. Nombre
IUPAC, 2-nitro-vinil-benceno. Masa molar: 149.15 g.mol.

La inclusion de este compuesto en los experimentos de esta tesina se debe a que
él y un derivado, el 3,4-metilendioxi-B-nitro-estireno, mostraron ser capaces de
inhibir al inflamasoma NLRP3 [143]. Se ha reportado que estos nitroalquenos
bloquean la oligomerizacién de ASC dependiente de NLRP3 sin afectar el eflujo
de potasio [143]. Existen multiples reportes sobre una variada gama de efectos
biolégicos algunos nitroalquenos derivados del B-nitro-estireno. Entre ellos
mencionamos la inhibicion de la sefalizacion inducida por unién de ligandos a
TLR4 mediada por TRIF [144], unién a tubulina y blogueo del ciclo celular [145] y
la inhibicién de la despolimerizacién de tubulinas [146].
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Posibles blancos de nitroalquenos sobre el inflamasoma NLRP3

La inhibicién directa ocurriria sobre cualquiera de los componentes principales o
accesorios del inflamasoma NLRP3. Un primer y claro blanco hipotético es la
enzima Caspasa-1 debido a que su sitio catalitico se compone de la cisteina 285
altamente reactiva y la histidina 237 que modula dicha reactividad [43]. Debemos
sefalar que consideramos a Caspasa-1 como el blanco directo preferencial de los
nitroalqguenos en base a consideraciones cinéticas: el blanco principal es aquel
que siendo funcionalmente critico, reacciona mas rapido con el nitroalqueno. El
bloqgueo de la Cys285 en Caspasa-1 es un mecanismo bien estudiado de
inhibiciébn enzimatica [43, 147]. La reaccion de Caspasas con peroxido de
hidrégeno, el cual es un oxidante que reacciona con tioles, muestra una pérdida
de actividad y se report6é una constante de velocidad de segundo orden kP 725 =
750 M1s1 para la reaccién entre Caspasa-3 y perdxido de hidrégeno [148]. Dicha
inhibicion bloquearia la actividad proteolitica y asi impediria la generacion de IL-
1B e IL-18 activas. Experimentos preliminares in vitro realizados en nuestro
laboratorio con OA-NO: reflejaron que la actividad de Caspasa-1 es inhibida por
este nitroalqueno, pero no hubo ningun efecto con los derivados de la vitamina E
(Figura 21).
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Figura 21. Medida de fluorescencia para el estudio de la actividad Caspasa-1. A. Se preparé una
diluciéon de Caspasa-1 recombinante (1.54x10-3 UE/uL) y se utiliz6 sustrato fluorescente de un kit para la
medida de actividad Caspasa-1 (WEHD-AFC 1) 38.46 uM, en un buffer de reaccién que también pertenecia
al kit. No se agreg6 DTT. Una vez preparada la mezcla de reaccion se midio fluorescencia (excitacion A=
400 nm, emision A= 505 nm, 600 V, 37 °C). A los 10 minutos se agregd OA-NOz 10uM. B. Se diferenciaron
células THP-1 a macréfagos y se estimularon con LPS (250 ng/mL), se incubaron 3 horas y luego se adicion6
ATP (5 mM) dejando 45 minutos més. Ademas las células fueron tratadas con NATXME o OA-NO2 (10 uM)
aplicado junto al ATP. Por ultimo se guardé el sobrenadante y se cuantificé IL-1p por ELISA.

Por tanto, si el NATXME puede inhibir al inflamasoma (Fig. 21B), ello no deberia
ocurrir por accion directa sobre Caspasa-1.

Ademas, fue reportado que un compuesto nitroalqueno derivado del beta
nitroestireno, el 3,4-metilendioxi-beta-nitro-estireno inhibe la activacion del
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inflamasoma NLRP3 [143]. En el mismo trabajo se reporta que el NLRP3 sufre
modificaciones en presencia del nitroalqueno y se propone que el 3,4-metilendioxi-
beta-nitro-estireno inhibe el ensamblado del inflamasoma mediante esta
modificacién. NLRP3 puede ser un blanco para nitroalquenos debido a que esta
proteina (Q96P20) contiene en su estructura primaria 45 cisteinas. Resultados
cristalograficos indican que un par de ellas formaria un puente disulfuro in vitro
(Cys8 y Cys108) [149].

Por otra parte, se han realizado trabajos con una serie de compuestos electrofilos
que al igual que los nitroalqguenos hacen reaccion de Michael y se reportaron
algunos de ellos como antipiroptéticos inhibiendo la actividad enzimatica de
Caspasa-1 [150], pero no se deja en claro el blanco especifico en el cual podrian
actuar para bloquear el ensamblado del inflamasoma NLRP3 y por ende inhibir la
actividad Caspasa-1 y la piroptosis.

Las deubiquitinasas cumplen un rol regulador importante en la actividad del
inflamasoma, formando parte del cebado no transcripcional [60, 62] y
posiblemente puedan ser un blanco preferencial de nitroalquenos debido a que
algunas de ellas y particularmente la reportada BRCC3 que removeria ubiquitina
de NLRP3 son metaloproteasas [61]. Se ha reportado que la presencia de centros
metalicos en proteinas favorece la reactividad con los nitroalquenos, como ocurrio
con la proteina PknG de Mycobacterium tuberculosis donde el OA-NO2 reaccioné
con cisteinas coordinadas por un atomo de hierro [151] y con la Xantina Oxidasa
[152].

Lo mencionado anteriormente se refiere a posibles blancos de los nitroalquenos
no asociados al cebado transcripcional, pero también perfectamente puede ocurrir
que estos compuestos inhiban al inflamasoma secundariamente a la inhibicion de
NF-xB, lo cual ya ha sido reportado [117] y se trata de una via involucrada
directamente en el cebado transcripcional. Ademas, los nitroalquenos podrian
actuar sobre el cebado no transcripcional (e independiente de NF-kB).

2.4. Hipodtesis

En base a la relevancia de los inflamasomas en la regulacion de la
inflamacién y la potencia antiinflamatoria de los nitroalquenos, asi como a
resultados previos del grupo (no publicados) y de la literatura [143],
hipotetizamos que los nitroalquenos lipidicos regulan al inflamasoma
NLRP3.

En base a la bioguimica y reactividad quimica de los nitroalquenos nos
planteamos como hip6tesis que estos compuestos son capaces de formar aductos
con cisteinas y/o histidinas criticas de componentes del inflamasoma o de sus
reguladores y asi modular la liberacion de IL-1B y otros procesos pro-inflamatorios
asociados a la activacion del inflamasoma NLRP3. De esta forma, los
nitroalquenos serian moduladores de la inflamacion al regular en forma
directa o indirecta la inhibicion del ensamblado y/o la activacion del
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inflamasoma. Sin embargo, la presencia de residuos altamente reactivos de
cisteina en componentes del inflamasoma y sus reguladores, nos hacen
especular que el efecto de los nitroalquenos sobre el inflamasoma se deba
a acciones indirectas, particularmente acciones sobre el sistema ubiquitina
proteasoma (SUP).

2.5. Estrategia de la investigacion.

Nos enfocaremos en describir los efectos que la exposicion a nitroalquenos
produce sobre macrofagos estimulados para liberar IL-14. En este trabajo se
utilizard como modelo celular la linea THP-1 que consiste en monocitos humanos
derivados de un paciente con leucemia monocitica aguda. Los THP-1 se
diferencian a macré6fagos mediante el agregado de PMA (phorbol 12-myristate 13-
acetate) [153]. Aqui se estimulara la activacion del inflamasoma NLRP3 usando
como primera sefal LPS y segunda sefial ATP y utilizando como evidencia la
deteccién en forma cuantitativa de IL-1B liberada al medio por los macréfagos
[154], asi como también la viabilidad y muerte celular de estos luego de todo el
tratamiento [155]. Se tomara como variables la concentracion/cantidad de
nitroalqueno adicionado al medio y el momento en que éste se aplique, ya sea
junto a la primera o segunda sefial. Por otro lado, se estudiaré la citotoxicidad de
estos compuestos sobre las células THP-1 con el fin de obtener un control
mostrando que estos no causan muerte celular.

2.6. Objetivos

2.6.1. Objetivo general

Estudiar si los nitroalquenos derivados del &cido nitro oleico, del a-tocoferol y
anélogos modulan al inflamasoma NLRP3 y/o de sus procesos de regulacion.

2.6.2. Objetivos especificos

e Estudiar en forma cuantitativa la liberacién al medio de IL-1 en células THP-
1 tratadas con nitroalqueno variando el momento de aplicaciéon (cebado
versus ensamblado).

e Estudiar la liberacion de IL-1p de la misma manera que en el objetivo anterior
pero de manera dependiente de la dosis aplicada de nitroalquenos.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1.Cultivo celular, activacion con LPS/ATP y tratamiento con nitroalquenos a
las células THP-1

Las células THP-1 (ATCC TIB-202) fueron mantenidas en cultivo a 37 °C en aire
suplementado con 5% de CO2 en un medio liqguido completo que consiste en 89
% RPMI 1640 con glutamina (Invitrogen) suplementado con 10 % de Suero Bovino
Fetal (SBF) (Pan Biotech) y 1% de antibiético PenStrep (Penicilina y
estreptomicina) (Invitrogen). La densidad de la suspension celular se mantuvo
entre 200.000 y 1x10° células por mL.

Al tratarse esta linea de monocitos humanos para la realizacion de los ensayos se
necesito diferenciarlos a macréfagos. Para los experimentos con estas células se
comenzO realizando un conteo de las mismas para luego levantarlas y
centrifugarlas a 300 x g, 2 minutos. Se descarta el sobrenadante y se resuspenden
las células en medio 89% RPMI 1640 con glutamina, 10% SBF y 1% PenStrep,
hasta el volumen que corresponda para tener una densidad celular de 2x10°
células/mL. Luego se adicion6 phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) (Sigma
Aldrich) 200 nM y se sembraron en placas de 48 pocillos 150 uL con 300.000
células por pocillo. En algunos de los experimentos dosis respuesta del NATXME
(Sintetizado en nuestro laboratorio) [22] se trabajé con placas de 96 pocillos (75
uL con 150.000 células por pocillo) y en los ensayos de citotoxicidad del NATXME
se utilizé6 placas de 24 (300 puL con 600.000 células por pocillo). Una vez
sembradas las células en la placa se incubaron por 48 horas a 37°C, 5% COe..
Luego de transcurrido el tiempo de diferenciacion, las células fueron estimuladas
agregando en primer lugar LPS (Sigma Aldrich) 250 ng/mL en medio 97% RPMI
1640, 2% SBF y 1% PenStrep. Se incub6 durante 3 horas a iguales condiciones
gue en la diferenciacién y por ultimo se adicioné ATP (Abcam) 5 mM a pH 7.4 en
medio 99% RPMI 1640, 1% PenStrep. Se incubaron 45 minutos mas en las
mismas condiciones y luego se aspird el medio, se centrifugd a 13.000 rpm, 5
minutos y se guardd el sobrenadante a -20°C que luego fue utilizado para la
cuantificacion de IL-1p.

Para el tratamiento de las células THP-1 con nitroalquenos se utilizaron los
siguientes compuestos: OA-NOz, NATXME y B-NO2-E (Sintetizado en nuestro
laboratorio). Se hicieron substocks en DMSO 100% (Sigma Aldrich) para luego
adicionarlos a las células a la concentracion final correspondiente de cada
experimento en una soluciéon en medio liquido junto con el LPS o junto al ATP,
siempre dejando un porcentaje final de DMSO de 0.5%.
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3.2. Cuantificacién de IL-1B por ELISA

La cuantificacion de IL-1B secretada por las células THP-1 al medio se realizé
mediante ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay, ELISA). Para ello contamos con un kit de ELISA para cuantificar
IL-18 humana (BD catalogo n° 557953) siguiendo el protocolo indicado por el
fabricante. Una variante que afiadimos a este protocolo fue el sistema de revelado
que lo hicimos con una dilucién de: 9 mL de agua miliQ; 1 mL de buffer acetato
1.1 mM, pH 5; 86.5 pL de tetrametilbenzidina (TMB) (Sigma Aldrich) 6 mg/mL y
por ultimo 10 uL de peroxido de hidrogeno (H202) 30%. Para el procesamiento de
datos se ajusto la curva de calibracion estdndar a una funcion no lineal logistica
(4-parameter logistic, 4PL), procedimiento obtenido de la literatura [156].

3.3. Citotoxicidad y sobrevida celular por citometria de flujo

Se realizaron experimentos usando células THP-1 diferenciadas a macréfagos sin
estimular (sin LPS y ATP) para evaluar la citotoxicidad del NATXME vy las
subrutinas de muerte, al menos bajo el criterio clasico de permeabilizacion de la
membrana celular y exposicion de fosfatidilserina. Para ello, se diferenciaron las
células en placas de 24 pocillos y luego se trataron con distintas concentraciones
de NATXME en medio 99% RPMI 1640 con glutamina y 1% PenStrep. Se
incubaron 24 horas a 37°C, 5% CO:2 y luego se procedid levantar las células
adheridas con Tripsina-EDTA (Invitrogen). Primero se guardd el medio en un tubo
en hielo y se lavaron las células con 500 uL de PBS frio guardandolo luego en el
tubo con el resto del medio que fue removido. Se agrego6 500 uL de Tripsina-EDTA
incubando entre 5y 10 minutos a 37°C, 5% CO2 (observando a los 5 minutos en
el microscopio). Luego de que se despegaron las células se neutralizé con 500 uL
de medio celular con 10% de SBF y se guardd en el mismo tubo donde se coloco
el sobrenadante y PBS extraido después del lavado. Se centrifug6 el contenido
del tubo a 300 x g 5 minutos a 4°C, descartando el sobrenadante y
resuspendiendo en 120 pL buffer Anexina 1X (HEPES pH 7.4, NaCl y CaClz) en
frio. Parala tincién en las condiciones que se marcaron con Anexina V, se adiciond
a esto Ultimo 2 pL de Anexina V-Alexa 488 (Life Technologies) y se incubd 15
minutos a temperatura ambiente protegido de la luz. Luego de transcurrido el
tiempo se agreg6 300 uL de buffer Anexina mezclandose y manteniéndose en
hielo. Por ultimo todas las condiciones se midieron en el citdmetro de flujo (CyAN)
agregando previamente 2 uL de loduro de Propidio 250 ug/mL, excitando con laser
a 488 nm y detectando la fluorecencia del Alexa 488 de la Anexina V con filtro
530/40 y el loduro de propidio con 613/20. Para el caso del experimento de
sobrevida con células estimuladas con LPS y ATP, el procedimiento de
estimulacién fue similar al descrito en la seccién 3.1 pero el tiempo de incubacién
entre el LPS y el ATP fue de 4 horas. En este caso las condiciones fueron células
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estimuladas con LPS y ATP adicionandoles el vehiculo (DMSO 0.5%) junto al
ATP, control positivo de apoptosis con staurosporina 50 uM, tratamiento con
NATXME 20 y 100 uM en células sin estimular, células sin estimular (Control
negativo) y macréfagos estimulados con LPS y ATP tratados con NATXME 10 uM
adicionado junto con el ATP. El protocolo de tripsinizacion de las células y tincion
fue igual que con las células sin estimular. En ambos experimentos se tomo un
pool de todas las muestras para realizar los controles de autofluorescencia y
simple marcado de loduro de propidio y Anexina V, ademas de un control con
staurosporina 50 puM.

3.4. Procesamiento de datos

Para la medicion de IL-1p liberada se obtuvieron datos por triplicado y para graficar
se utilizé el valor promedio y desvio estandar como error asociado.

En los ensayos de efectos sobre la liberacion de IL-1p dependiente de la dosis de
NATXME, el procesamiento de datos consistié en graficar [IL-1/] iiberada VS l0g
[NATXME] y ajustar a una funcién dosis respuesta simple (Ec. 4.1). Utilizando el
programa Origin 8 se estimé la concentracion inhibitoria 50 (ICso), valor
relacionado directamente con la Ec. 1 mediante la Ec. 2.

Ecuacién 1. Funcién dosis respuesta simple. Funcion utilizada
A2 — Al para ajustar los datos obtenidos de los experimentos mediante el
programa Origin 8. Al= asintota inferior; A2 = asintota superior;
LOGxO0 = centro (logaritmo del valor de x en el punto de inflexion) y
p = pendiente. La representacion grafica de esta funcion es de forma
sigmoidea.

y=Al+ 1+ 10%0G0)p

IC-n = 10%09(x0)
50 — Ecuacion 2. Relacion entre el valor ICso y Xo derivado de ajustar

la ecuacioén de la funcién dosis respuesta simple

Para los experimentos realizados por citometria de flujo se hicieron condiciones
por triplicado y se obtuvieron los distintos datos de porcentaje de células con el
programa Summit v4.3. En los ensayos de citotoxicidad del NATXME el
procesamiento fue idéntico a los ensayos dosis respuesta de NATXME e IL-
1B liberada, graficando aqui el porcentaje de células vivas (IP-AV-), obteniéndose
asi la dosis letal 50 (DLso) (Ec. 1y 2).
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4. RESULTADOS

4.1.Ensayos con distintos nitroalqguenos variando el momento de aplicacion

En primer lugar nos planteamos en este trabajo analizar los efectos de varios
compuestos nitroalquenos (NA) sobre el inflamasoma. Se realizé un experimento
con cuatro de ellos: acido nitro-oleico (OA-NOz2), NA-trolox-metil-éster (NATXME)
y B-nitro-estireno (B-NO2-E). En la Fig. 22 se muestra que los nitroalquenos OA-
NO2 y NATXME disminuyeron significativamente la liberacion de IL-1 (Figura 22).

Figura 22. Estudio del efecto de distintos

B-NOZ-E nitroalquenos aplicados junto a la primera
Toe o segunda sefial. Las células THP-1 se
cultivaron y diferenciaron. Luego se agreg6
LPS 250 ng/mL con o sin NATXME, OA-NO, o
B-NO,-E 10 uM. Se incubd 3 horas a 37°C, 5%
CO; y luego se adicion6 ATP 5 mM o ATP con
0 sin NATXME, OA-NO; o B-NO,-E 10 pM. Se
incubd 45 minutos en las mismas condiciones
y luego se guardo6 el sobrenadante al cual se
le midié IL-1B por ELISA. Control + = LPS y
ATP, C- = Solo medio celular. El experimento
es n = 2y en cada uno las condiciones se
hicieron por triplicado. Los valores estan
mostrados como promedio + error estandar de
la media. Se analizaron los datos en forma
estadistica apilcando ANOVA con posterior
prueba Sidakholm.
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El B-NO2-E muestra también un efecto inhibitorio cuando se aplica junto con el
ATP, pero aplicado junto con el LPS no se observé inhibicion, sino que se muestra
un significativo efecto estimulador.

Decidimos no realizar experimentos con el NATOH en este modelo celular de
modulacién del inflamasoma, por la razon de que se debe optimizar su
vehiculizacion debido a su alta hidrofobicidad. Queda pendiente su aplicacién
luego de que sea incorporado in vitro a particulas de LDL [157] y continuamos
nuestro trabajo con el NATXME.

El NATXME tiene una solubilidad baja en solventes acuosos por ende las
soluciones stocks y concentradas de trabajo se preparan en DMSO. Se realizaron
ensayos controles y exploratorios para evaluar: 1) el efecto del DMSO como
vehiculo del compuesto de interés sobre la liberacion de IL-1f al aplicarlo junto al
LPS, 2) el efecto del trolox-metil-éster (TXME, un control negativo que permitiria
mostrarnos si la disminucion de la secrecion de IL-1B ocurre solamente con la
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presencia del grupo funcional nitroalqueno; y 3) los efectos del NATXME cuando
no se estimulan las células con LPS y ATP o se estimulan parcialmente solo con
LPS (Fig. 23).

Figura 23. Controles de los efectos
del DMSO y trolox-metil-éster (TXME)

3.0 1 s
y comparacion con efectos del
NATXME. Las células THP-1 fueron
2.5 diferenciadas a macrofagos. Luego, se
trataron con LPS 250 ng/mL con o sin
— NATXME 10 pM, TxME 10 uM o DMSO
- 2.0 mE 0.5% 0 2.5% en medio RPMI 1640 sin
g 1 SBF. Las células se incubaron por 3 hs
o 45 ] a 37°C, 5% CO.. Luego, se agregé ATP
£ 71 5 mM y/o NATXME 10 pM o TXME 10
— 1 L UM en medio RPMI 1640 sin SBF. Se
E 1.0 incubd 45 minutos en las mismas
! condiciones y luego se guardd el
- e
= sobrenadante al cual se le cuantifico IL-
0.5 18 presente por ELISA. Cada condicién
1 se hizo por triplicado expresando los
0.0 Fh valores como promedio + desvio
. N B L B L NN EENLAN RN LA BN BENLEN BN B -
LPS ..o w e e estandar.
ATP + - - - - - + + - - + +
NATXME - - 1ra 2da 1ra 2da - - -
TXME - - - - - - - - - ira 2da
DMSO - - - - - - 05% 25% 05% 25% - -

Respecto al DMSO cuando las células no fueron estimuladas con LPS y ATP
pero incubadas con DMSO, hubo un leve aumento en la concentracion
medida de IL-1B liberada al sobrenadante comparado con el control
correspondiente, pero que es aproximadamente 3.6 veces inferior con
respecto al control positivo y no se observan diferencias significativas al
aumentar el porcentaje de DMSO. Dado que no estudiamos el efecto del
DMSO sobre la reaccion colorimétrica de lectura del ELISA, ni sobre la
reaccion de TMB con H2O» catalizada por la HRP, no podemos descartar
interferencias con el ensayo y por ende no afirmamos que el DMSO estimule
la liberacion de IL-18. Sin embargo, queda claro que afecta el resultado.

En lo que respecta al TXME, el derivado del Trolox sin grupo nitroalqueno, al
aplicarlo junto a la primera sefial o a la segunda no mostré cambios respecto
al control positivo en presencia de una cantidad equivalente de DMSO (Fig.
23). El efecto del TXME en ausencia de estimulacion no fue estudiado.

El NATXME aplicado a células sin estimular o tratadas con NATXME y LPS
provocé una aparente liberacion de IL-1B (Fig. 23).
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4.2.Cambios en la liberacién de IL-18 inducidos por la exposicion a NATxME
en conjunto con la primera seiial.

A continuacion estudiamos cuantitativamente el efecto de los nitroalquenos
sobre el inflamasoma NLRP3 al variar la dosis y el momento de aplicacion del
NATXME. En primer lugar se muestran dos experimentos donde el NATXME
es aplicado junto a la primera sefial (LPS) (Fig. 24). En la Tabla 1 se muestra
el resultado del andlisis conjunto de todos los datos de inhibicién.
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Figura 24. Curva dosis respuesta del NATXME aplicado sobre la primera sefial. Se cultivaron y diferenciaron las
células THP-1. Se aplicé la primer sefial (LPS 250 ng/mL) junto a concentraciones crecientes de NATXME en DMSO 0.5%
y medio RPMI 1640 libre. En (A) se aplicaron concentraciones de NATXME entre 0.001 y 10 uM. En la condicién sin
nitroalqueno, solo se adicion6 DMSO 0.5% junto al LPS. Se incub6 3hs a 37°C, 5% CO, y luego se agregé ATP 5 mM
incubandose 45 minutos en iguales condiciones. Se guardd el sobrenadante y se cuantificé la IL-13 por ELISA. Cada
condicién se hizo por triplicado expresando la cantidad de IL-1 como porcentajes respecto al control positivo. Ademés
se hizo en ambos un control negativo sin LPS, ATP ni NATXME en el que no se detect6 IL-1B3 (no mostrado).

0.73095 3.89 (3.33-4.55)

Tabla 1. Datos obtenidos de los ajustes dosis respuesta simple de experimentos con tratamiento
de NATXME sobre la primera sefial. El ICso es expresado como el valor junto a su rango de error,
este Gltimo calculado de la siguiente forma: ICso (10 (09x0-eron _ 1 (logx0 +erron) | o5 valores de ICso
y log xo con su respectivo error son proporcionados por el software.
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4.3.Cambios en laliberacion de IL-1B inducidos por la exposicion a NATXME
en conjunto con la segunda sefal.

Al igual que en el resultado anterior, el NATXME se aplicé sobre las células
THP-1 diferenciadas a macréfagos y estimuladas, pero esta vez se aplico
junto a la segunda sefal: ATP (Figura 25).
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Figura 25. Curva dosis respuesta del NATXME aplicado sobre la segunda sefial. Se cultivaron y
diferenciaron las células THP-1. Luego se aplico LPS 250 ng/mL en RPMI 1640 sin SBF y se dejaron incubando
por 3 hs. a 37°C, 5% CO,. Por ultimo se aplic6 ATP 5 mM o ATP con concentraciones variables de NATXME. Se
incubd 45 minutos en iguales condiciones y se guardo el sobrenadante al que se le cuantifico IL-18 por ELISA.
Las concentraciones de NATXME fueron entre 0.001 y 10 pM. A la concentracion 0 (Control +) se le adicion6
DMSO 0.5% junto al ATP. Se realiz6 ademas un control positivo sin DMSO (solo LPS y ATP) y un control
negativo. Cada condicién se hizo por triplicado expresando la cantidad de IL-13 como porcentajes respecto al
control positivo.

En este caso el experimento fue n = 4. Los ICso hallados se muestran en la
Tabla 2 junto al resto de los parametros obtenidos del ajuste dosis respuesta
simple. En el experimento mostrado en la Fig. 25A no se mantuvo constante
el porcentaje de DMSO superando en algunas condiciones el 1%. Otro
inconveniente es que la zona donde esta la asintota superior y la zona previa
al punto de inflexién no tiene puntos debido a que la concentracion mas baja
inhibio practicamente el 50 %.
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ICs0 (UM)

(Rango)

0.57589 1.29 (1.04 — 1.60)

Tabla 2. Datos obtenidos de los ajustes dosis respuesta simple de experimentos con tratamiento
de NATXME sobre la segunda sefial. El ICso es expresado como el valor con su rango de error
asociado, este Ultimo calculado de la siguiente forma: ICso (10009 X0 - error) _ 1g(log x0 + erron) | og
valores de ICsoy log Xo con su respectivo error son proporcionados por el software.

5. DISCUSION

A partir de los experimentos realizados nos enfocamos en discutir e interpretar
los principales resultados originales obtenidos por nuestro grupo en relacion a
esta tesina, los cuales son enumerados a continuacion:

e En primer lugar, resultados previos a esta tesina indicaron que el OA-NO2
pero no el NATXME, inhibe potentemente la actividad de la cisteina proteasa
Caspasa-1; mientras que ambos inhibian al inflamasoma.

e Todos los nitroalqguenos que utilizamos inhibieron la liberacion de IL-
1B mediada por el inflamasoma NLRP3 cuando fueron aplicados junto con la
segunda sefal y todos, excepto el B-NOz-estireno, inhibieron cuando fueron
aplicados junto a la primera sefal.

e El NATXME inhibe de forma dosis dependiente la liberacion de IL-14
mediada por el inflamasoma NLRP3, siendo el efecto mas potente cuando
es aplicado junto a la segunda sefal.

Inhibicion de Caspasa-1 por Nitroalquenos: Un evento posible pero
aparentemente innecesario para la inhibicién del inflamasoma por el
NATXME

Experimentos previos a esta tesina, en los cuales trabajamos realizando ensayos
de actividad de la enzima Caspasa-1 recombinante, mostraron que el OA-NO:2
inhibe potentemente la actividad de esta cisteina proteasa (Fig. 21), mientras
gue no observamos inhibicién por el NATXME (no mostrado). Razonamos que
de confirmarse la inhibicién del inflamasoma NLRP3 por ambos compuestos,
esto sugeriria que Caspasa-1 no seria el unico blanco de los nitroalquenos. En
otras palabras, la inhibicion de Caspasa-1 por nitroalquenos seria un evento
posible pero probablemente prescindible para la inhibicion observada del
inflamasoma cuando el NATXME se administra junto a la segunda sefal. Es en
ese momento, durante el ensamblado secundario a la incubacién con ATP, en el
gue ocurre la mayor parte de la activacion de Caspasa-1, a juzgar por los niveles
de liberacion de IL-1p cuando se expone a ATP vs. cuando éste es omitido [158].
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Resultados preliminares de nuestro grupo muestran que el OANO: es
ligeramente méas potente que el NATXME inhibiendo el inflamasoma (Fig. 21B).
Como dijimos antes, el grado de confianza para una afirmacién de tal tipo no lo
hemos determinado aun y una forma de estimarla podria surgir de comparar las
potencias de inhibicion de Caspasa-1 y del inflamasoma NLRP3 por OA-NO2 y
por NATXME. Esto permitiria preguntarnos qué tan probable es observar los
efectos sefalados si el Unico efecto inhibitorio ocurre a nivel de la actividad de
Caspasa-1. Seguramente, estariamos asumiendo que las inhibiciones
enzimaticas en el tubo de ensayo y en las células son proporcionales. Si bien no
esperamos que el NATXME sea un inhibidor mas potente de Caspasa-1 en
células que en el tubo de ensayo, no lo podriamos descartar. EI hecho ya
sefialado de que el OA-NO: inhibe la liberacion de IL-13 con aparente mayor
potencia que el NATXME se reconcilia con nuestra hipétesis, porque seria de
esperar que este compuesto inhiba tanto la activacion de Caspasa-1 por el
inflamasoma como su propia actividad. He y Cols. reportan que los nitroalquenos
estudiados por ellos inhiben el inflamasoma NLRP3 por reaccion directa con las
moléculas de NLRP3 [143], es decir que inhibirian el proceso de activacion de
Caspasa-1 al impedir el ensamblaje de inflamasomas. Sin embargo, He y Cols.
no evallan otros dos aspectos. Por un lado, no estudian si los nitroalquenos
utilizados por ellos inhiben directamente a Caspasa-1; mientras que por otro
lado, no analizan si forman aductos con ASC e inhiben su capacidad de
autoensamblar o ensamblarse con NLRP3 y procaspasa-1 [143]. ¢Es posible
que los nitroalquenos estudiados por He y por nosotros estén todos actuando
sobre Caspasa-1 activa y no sobre otros blancos? ¢Cuales podrian ser los
blancos adicionales de los nitroalquenos? Estas preguntas estan abiertas aun
y seran abordadas durante mi tesis de posgrado.

Deubiquitinasas como otro posible blanco de los nitroalguenos que
mediarian la inhibiciéon del inflamasoma

Una forma de evaluar la respuesta de los macrofagos ante estimulos como LPS
y ATP, sefiales que promueven el ensamblado del inflamasoma NLRP3, es
mediante la deteccion de las citoquinas que son liberadas (IL-1p e IL-18). Hasta
el momento no se ha estudiado cabalmente el mecanismo de liberacion de IL-
1B, pero si se sabe que es dependiente del inflamasoma y de Caspasa-1 [42,
43]. En este trabajo nosotros nos propusimos evaluar el efecto de
diferentes nitroalquenos sobre la produccion de IL-1B por macréfagos
activados. En particular OA-NO2 y NATXME claramente disminuyeron la
liberacién de esta al medio, lo que parece indicar que estos nitroalquenos son
capaces de ingresar en las células y bloquear el ensamblado del
inflamasoma de manera directa, ya sea reaccionando con NLRP3, ASC o
procaspasa-1; o de manera indirecta reaccionando con blancos aun no
determinados. Por otro lado, estudiamos el efecto del B-NO:z-estireno. Este
nitroalqueno de sintesis ejerce un efecto complejo sobre la actividad del
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inflamasoma NLRP3 (Fig. 22). Cuando se aplica junto con el ATP se observa un
efecto inhibitorio ([143] y Fig. 22), pero al administrarlo junto con el LPS
aparentemente no inhibe (Fig. 22). Dado que no esperamos efectos
estimuladores sobre el cebado por acciones directas sobre NF-xB, ya que
previamente se ha demostrado que los nitroalquenos son inhibidores de este
factor de transcripcion [116, 117]; o sobre el ensamblado a nivel de NLRP3 de
acuerdo a los estudios [143], postulamos que los nitroalquenos podrian estar
actuando sobre uno o mas blancos aun indeterminados. En este sentido y
tomando en cuenta los roles contrarreguladores de A20 [76] y de BRCC3 [60-62]
sobre el cebado transcripcional y no transcripcional, postulamos que las
deubiquitinasas, cisteina proteasas o metaloproteasas (blancos preferenciales
de los nitroalquenos [103, 151, 152], podrian ser un blanco relevante de los
nitroalquenos en la regulaciéon del inflamasoma tanto durante el cebado como
quizas durante el ensamblado. Esta hipétesis también sera objeto de estudio de
mi tesis de Posgrado.

Inhibicion rapida postranscripcional del inflamasoma NLRP3 por
Nitroalguenos

Enfocando ahora nuestros estudios en los nitroalquenos derivados de la vitamina
E, decidimos continuar trabajando con el NATXME por su facil manejo y
solubilidad.

Los experimentos de dosis respuesta con este compuesto arrojan
resultados de un claro efecto inhibitorio dependiente de la dosis. Al aplicar
NATXME junto a la primera sefial inhibe al 50% la liberacion de IL-1 en un rango
entre 2.42 y 4.42 uM. El tratamiento con NATXME junto a la segunda sefial
genera un resultado similar, pero en este caso se inhibe la liberacion de IL-1 en
un 50% en un rango de concentraciones entre 0.74 y 1.35 puM. Por tanto, el ICso
al aplicar el nitroalqueno junto a la segunda sefial es aproximadamente 3 veces
menor que cuando se aplica junto a la primera, indicando que el efecto del
nitroalqgueno es mas potente cuando se aplica junto a la segunda sefial. Si
fuera cierto que el eflujo de K* es necesario y suficiente para el ensamblado del
inflamasoma [67, 68], el hecho de que todos los nitroalquenos inhiben cuando
se los aplica sobre la segunda sefal quiere decir que inhiben el ensamblado, lo
que sugiere en primer lugar que estos compuestos de alguna manera estarian
bloqueando el eflujo de K*. La disminucion de K* intracelular permitiria que ASC
oligomerice de manera mas efectiva [101] y por lo tanto la funcién de la segunda
sefal es potenciar el ensamblado del inflamasoma inducido por la primera sefial,
no siendo entonces absolutamente necesaria la segunda. EI ATP en particular,
gue fue la segunda sefal aplicada en todos nuestros ensayos, induce al receptor
purinérgico P2X7 provocando la apertura de canales ionicos y permitiendo asi
que los iones K* difundan hacia el medio extracelular [79, 158, 159]. Esto sugiere
en primera instancia que el NATXME inhibiria la accion de P2X7 impidiendo el
eflujo de K*, pero en los trabajos de He, 2014, J. Biol. Chem. [143] se aplicé
también como segunda sefial nigericina. Esta actia de diferente manera que el
ATP, siendo una toxina formadora de poros en la membrana celular que permite
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el pasaje de iones, entre ellos el K* intracelular, hacia el exterior de forma
independiente de P2X7 [160]. Los resultados de He, 2014, J. Biol. Chem.
muestran que la liberacion de IL-1B se inhibe también cuando se aplica nigericina
como segunda sefial. Con esta informacion podriamos concluir que los
nitroalquenos no necesariamente tendrian que actuar sobre P2X7 y lo harian en
otro punto del proceso del ensamblado del inflamasoma. Las corrientes y los
cambios idnicos que siguen a la exposicion a ATP o nigericina son complejos y
en parte dependientes de canales TRP [69, 161]. Se ha mostrado en neuronas
que estos canales en algunas ocasiones son activados por nitroalquenos pero
también hay trabajos que muestran que estos los desensibilizan (aumenta la
probabilidad de que el canal permanezca cerrado a pesar de la uniéon de un
agonista) [136, 162]. En el trabajo de He, 2014, J. Biol. Chem. se realizo la
medicion de cantidad de potasio intracelular con células estimuladas con LPS y
ATP lo cual mostré que el nitroalqueno utilizado por ellos no produjo efectos
sobre el eflujo de este ion, no obstante si observaron bloqueo de la formacién de
complejos de ASC al tratar con nitroalqueno [143]. Por lo tanto, los nitroalquenos
utilizados por los autores no ejercerian ningun efecto sobre el mecanismo de
eflujo de K* pero de alguna manera estan interfiriendo en la oligomerizacion de
ASC. Para ello podrian estar actuando sobre un blanco molecular que se
encuentra arriba de la oligomerizacion de ASC en la cadena de sefalizacion o
bien podrian estar ejerciendo efectos a nivel de la maquinaria que provoca el
incremento de volumen celular (“swelling”). Con respecto a este Ultimo
mecanismo, los canales TRP surgen como posibles candidatos. En este sentido,
resultados preliminares de microscopia de transmisién y fluorescencia nos
indican que la administracion de nitroalquenos disminuye los cambios de
volumen que acompafan a la activacion del inflamasoma en macréfagos THP-1
(no mostrado).

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo se construy6 el siguiente
esquema (figura 26), jerarquizandose los blancos sobre los que podrian estar
actuando el NATXME y eventualmente otros nitroalquenos:
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Figura 26. Mecanismos de accion de los nitroalquenos sobre el ensamblado del inflamasoma NLRP3

Nos parece importante destacar que si bien es conocida la inhibicién de la
sefalizacion dependiente de NF-«B (que participa en el cebado transcripcional
del inflamasoma) por acidos grasos nitrados [116, 117], los resultados de nuestro
trabajo mostraron que la potencia del NATXME fue mayor cuando se lo aplico
junto a la segunda sefial. Esto significa que la principal inhibicion de IL-1/
liberada seria a través de otro mecanismo postranscripcional distinto a NF-xB y
seguramente postraduccional, el cual estaria involucrado en el cebado no
transcripcional o en el ensamblado/activacién del inflamasoma.

Limitaciones en los estudios

En varios de los ensayos que se realizaron llamé la atencion la baja produccion
de IL-1B en los controles positivos. En algunos casos la secrecion basal de IL-
1B fueron cantidades menores a 1 ng/mL (Fig. 22, 24A, 25Cy 25D), lo que podria
estar indicando un funcionamiento anormal de las células. Esto constituye una
limitacion debido a que no es totalmente correcto comparar resultados con
niveles maximos variables de citoquina, lo que hace necesaria la normalizacion.
De todas formas, los experimentos de las figuras mencionadas tienen réplicas
que han revelado mayores cantidades de IL-1fliberada por los controles
positivos.
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6. CONCLUSIONES

El nitroalqueno derivado del a-tocoferol NATXME ejerce efectos
inhibitorios de forma dosis dependiente sobre la liberacion de IL-18 por
células THP-1, actuando en distintos niveles pero principalmente seria
sobre el mecanismo de ensamblado del inflamasoma NLRP3.

Los resultados obtenidos en este trabajo resaltan los efectos
antiinflamatorios y el conocimiento generado que contribuiria para una
futura aplicacion de estos nitroalquenos analogos del a-tocoferol como
posibles farmacos terapéuticos en enfermedades inflamatorias.

7. PERSPECTIVAS

Nos proponemos entender de forma mas detallada los mecanismos por los
cuales lo nitroalquenos modulan el cebado y el ensamblaje del inflamasoma
NLRP3 de acuerdo a lo planteado en la discusion:

1. Identificar los blancos moleculares de nitroalquenos entre los componentes
estructurales del inflamasoma NLRP3 (procaspasa-1, Caspasa-1, ASC y
NLRP3), con especial interés en los analogos del a-tocoferol (NATXME y
NA-o-TOH) que causan la disminucion de IL-1p liberada dependiente del
inflamasoma NLRP3.

2. Estudiar silos nitroalguenos NATXME y NA-o-TOH forman aductos con las
principales proteinas del inflamasoma (NLRP3, ASC, Caspasa-1l Yy
Procaspasa-1) y caracterizar estas reacciones desde el punto de vista
cinético.

3. Estudiar mediante ensayos de cinética enzimatica si NATXME y NA-a-TOH
afectan la actividad caspasa-1 y mediante estudios de cristalografia de
rayos X estudiar los determinantes estructurales de la interaccion de
nitroalquenos con Caspasa-1 activa e inactiva.

Ademas, en el presente trabajo de finalizacidbn de carrera hemos obtenido
resultados preliminares que sugieren un posible efecto modulador de los
nitroalquenos sobre la muerte celular en el contexto inflamatorio. En particular
hemos observado preliminarmente que NATXME aplicado sobre macréfagos
estimulados con LPS y ATP produce una disminucion de la muerte por necrosis
regulada (piroptosis) y un aumento de la muerte apoptética. Para ello realizamos
ensayos por citometria de flujo marcando con ioduro de propidio y anexina V
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conjugada con Alexa 488 y en este momento nos encontramos trabajando en
confirmar este resultado. Dados estos resultados preliminares nos preguntamos
si los efectos de inhibicién del inflamasoma y de estimulacion de la muerte
apoptoética podrian surgir de una mayor susceptibilidad pro-apoptotica de las
células doblemente estimuladas y tratadas con nitroalquenos, eventualmente de
acuerdo con evidencias recientes que establecen una coordinaciéon molecular de
la activacion del inflamasoma y decisiones de muerte celular [46, 163].
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Citotoxicidad del NATXME

en THP-1 sin estimular (Fig. 27 vy 28)
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Figura 27. Dot-plots e histogramas citotoxicidad de NATXME en células THP-1. Se diferenciaron las
células THP-1 y luego se trataron con distintas concentraciones de NATXME (0; 0.5; 2.5; 5; 10 y 20 uM)
donde la condicion sin nitroalqueno se le aplicé el vehiculo (DMSO 0.5%). Se incubaron por 24 hs, 37°C,
5% CO:2 y luego se levantaron las células. Finalmente se analizé por citometria de flujo marcando con
Anexina V-Alexa 488 y con loduro de Propidio. Cada condicién fue por triplicado del cual un monuplicado
se marc6 con loduro de propidio y Anexina V mientras que el duplicado restante solo se marc6 con loduro
de propidio. Los controles para los marcadores se hicieron a partir de un pool de todas las muestras. El
procesamiento de datos y construccion de dot-plots e histogramas se hizo con el software Summit v.4.3.
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Figura 28. Curvas de
citotoxicidad. A partir de los datos
de porcentajes que surgieron a partir
del procesamiento de datos con el
programa Summit v.4.3, se grafico
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estandar.
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Muerte celular en THP-1 estimuladas con LPS vy ATP tratadas con NATXME
(Figura 29)
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Figura 29. Estudio de viabilidad y muerte celular de THP-1 tratadas con NATXME, LPS y ATP. Se cultivaron y
diferenciaron las células THP-1. Una vez diferenciadas se trataron con: NATXME (20 y 100 uM) en DMSO 0.5%,
control con el vehiculo (DMSO 0.5%), LPS (250 ng/mL) y ATP (5 mM); LPS, ATP y NATXME 10 puM (aplicado junto al
ATP). Ademas se hizo un control negativo (solo células) y otro con Staurosporina 50 mM (inductor de apoptosis). A
las condiciones con LPS y ATP se les aplico el primero y se incubaron 4 hs, luego se aplicé el ATP con o sin
nitroalqueno, incubandose 30 minutos. El resto de las condiciones se incubaron por 4 hs y se levantaron las células.
Finalmente se analiz6 por citometria de flujo marcando con Anexina V-Alexa 488 y con loduro de Propidio. Cada
condicion se hizo por triplicado y se marcé con ioduro de propidio y anexina V una Unica conduccién y el duplicado
restante solo con loduro de Propidio. El procesamiento de datos y construccion de dot-plots e histogramas fue igual
que en la figura 27.
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