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Sinopsis

SINOPSIS

a la foumaciin de especies neactivas de caigeno (ROS) que
puede  desencadenan en daiic  exidative y  conducit
eventualmente a la newwdegenevaciin. &n este tuabaje se
descuific que la activacidn fisioligica de les NMDARs, en los
astuacites, desencadena una cascada de eventos de seiializacidn
destinades a propencienax una proteccién antioxidante a las
newsenas. La cascada de seiializaciin se inicia con la entrada
de Ca?t mediada por NMDA, aungue se sestiene por la
libevaciin de Ca?* desde weticulo endoplismice desencadenada
por la activaciin de ta $LC que conduce a la activaciin de la
PHES. Una ver activa, la PHCS mantiene p35 fosforilada
para coactivan CDIS en el citosol. Finalmente, la activacién de
esta via de transducciin dependiente de COI5 nesulta en la
fosforilaciin de los vesiducs G395, Sed33 y Thd39 de
NRF2, provecande su activaciin funcional. NRF2 active en
las astuacites estimula la sintesis de GSFE mediante of control
de la expresiin de ta GCL, peunitiende la lifievaciin de los
precunsares del QS FE hacia las newsonas, que los utilizan para

la sintesis “de nove” cama mecanisma neuroprotectos.
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GCLc: Subunidad catalitica o pesada de la GCL
GCL,,: Subunidad moduladora o ligera de la GCL
GFAP: Glial Fibrilliary Acidic Protein

GFP: Proteina Verde Fluorescente

GGT: y-Glutamiltranspeptidasa

GPxs: Glutation Peroxidasas

Grxs: Glutarredoxinas

GSH: Glutation reducido

GSK3p: Glucogeno Sintasa Kinasa 3

GSR: Glutatiéon Reductasa

GSS: Glutation Sintetasa

GSSG: Glutation oxidado (disulfuro de glutatién)
GSSPr: Disulfuro de glutatién con proteinas
GSSX: Disulfuro de glutation con xenobidticos u otros compuestos

GSTs: Glutation-S-Transferasas
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GSx: Glutation total

H,0,: Perdxido de Hidrégeno

HECT: Homologous to E6-AP C-Terminus domain
HEK293T: Linea celular embrionaria de rifién

HEPES: Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinoetanosulfénico
HO-1: Hemooxigenasa-1

HRP: Peroxidasa de Rabano

IP,: fosfatidil inositol bisfosfato

IP5: Inositol-1, 4, 5-trifosfato

IPTG: Isopropil p-D-tioglucopirandsido

IVR: Region de Intervencion

JAMM: Jab1/MPN domain metalloenzyme

KEAP1: Kelch-like ECH-associated protein 1

Km: Constante de Michaelis-Menten

LOO’ : Peroxidos lipidicos

LTP: Potenciacién a largo plazo

MAF: Muscle aponeurotic fibrosarcoma protein

MAGUKSs: Membrane associated guanylate ciclases proteins
MAP2: Microtubule-Associated Protein 2

MAPK: Mitogen-activated protein kinase

MCS: Sitio de clonacion multiple

MPEP: 2-metil-6-(feniletinil)-piridina

MPN: MPR-PAD1-Nterm domain

MPTP: 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina

MRE: Elemento de Respuesta a Metales

mRNA: RNA mensajero

MRP1: Multidrug resistance - associated protein

mtDNA: DNA mitocondrial

NAC: N-acetil-cisteina

NAD": Nucleétido de nicotinamida y adenina (oxidado).
NADH(H"): Nucledtido de nicotinamida y adenina (reducido)
NADP*: Nucleétido fosfato de nicotinamida y adenina (oxidado)
NADPH(H"): Nucleétido fosfato de nicotinamida y adenina (reducido)
Nedd8: Neural precursor cell expressed developmentally downregulated prot-8

NES: Secuencia de exportacion nuclear
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NF«-B: Factor de transcripcion nuclear kappa-B
NLS: Secuencia de localizacion nuclear

NMDA: Acido N-metil-D-aspartato

NMDAR: Receptores de acido N-metil-D-aspartato
NO': Oxido nitrico

NQO-1: Quinona oxidorreductasa-1

NRF1: Nuclear factor erythroid-derived 1 - like 1
NRF2 o NFE2L2: Nuclear factor erythroid-derived 2 - like 2
NRF2 Mut: forma fosfodefectiva de NRF2

NRF2 P-mim: forma fosfomimética de NRF2
NRF2 Wt: forma silvestre de NRF2

NTR: Region N-terminal

OPAA1: Optic atrophy type 1 protein

PBS: Tampon fosfato salino

PCI: Proteasome; COP9-signalosome; elongation initiation factor 3, elF-3
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PEI: Polietilenimina

PERK: PKR-like endoplasmic riticulum kinase
PI3K: Fosfatidilinositol 3 kinasa

PKA: Proteina kinasa A

PKC: Proteina Kinasa C

PLC: Fosfolipasa C

Prxs: Peroxirredoxinas

PTP: Poro de transicion de permeabilidad

qPCR: PCR cuantitativa o PCR a tiempo real
Rbx: RING-box protein

RING: Really Interesting New Gene domain

RNA: Acido Ribonucleico

RNS: Especies Reactivas de Nitrogeno

ROS: Especies Reactivas de Oxigeno

RT: Retrotranscriptasa

S.E.M.: Error estandar de la media

SDS: Dodecil sulfato sédico

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato sddico

SERCA: Bombas de Ca®" del Reticulo Sarcoplasmico




Abreviaturas

siRNA: RNA de interferencia (small interfering RNA)

SNC: Sistema Nervioso Central

SOD1 o Cu/ZnSOD: Superéxido Dismutasa 1 o Cu/Zn-superoéxido dismutasa
SOD2 o0 MnSOD: Superdéxido Dismutasa 2 o Mn-superoxido dismutasa
t-BHQ: Tert-butilhidroquinona

TGFa: Factor de Crecimiento Transformante alfa

TNFa: Factor de Necrosis Tumoral alfa

TrkB-FL: Tropomyosin-related kinasa B

Trx: Tiorredoxinas

TrxR: Tiorredoxina Reductasa

Ub: Ubiquitina

UPS: Sistema Ubiquitina-Proteasoma
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Introduccién

1. ESTRES OXIDATIVO

1.1. FORMACION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ROS)
Y DE NITROGENO (RNS)

La homeostasis redox se mantiene en los organismos gracias al equilibrio
entre los niveles de oxidantes y antioxidantes [Sies, 1997]. Las especies
reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrogeno (RNS) son producidas en las
células, en condiciones fisiologicas, de forma basal (ver Esquema I). Asi,
aunque estan generalmente consideradas como potencialmente téxicas, las
ROS y RNS cumplen funciones reguladoras de la proliferacion y diferenciacion
celulares, de la expresion génica, y de otros muchos procesos [Halliwell, 2011;
Rebrin and Sohal, 2008]. No obstante, bajo determinadas circunstancias, la
velocidad de formacion de ROS y RNS supera la capacidad de los sistemas
antioxidantes de eliminarlas. Esta situacién de sobreproduccién de ROS y
RNS, comunmente denominada “estrés oxidativo y nitrosativo”, da lugar a la
peroxidacién de lipidos, oxidacion y nitrosilacion de acidos nucleicos [Poyton et
al., 2009; Temple et al., 2005; Valko et al., 2007] y de clusters Fe-S de
proteinas (incluyendo algunos complejos de la cadena respiratoria y la
aconitasa), que pueden originar alteraciones en la estructura de estas
biomoléculas y mutaciones en el DNA mitocondrial (,4DNA) [Fukui and Moraes,
2008; Hekimi et al., 2011].

El estrés oxidativo y nitrosativo puede desencadenar dafio masivo que
puede llegar a causar la activacion de los sistemas celulares de autodigestion
(o autofagia) de determinados organulos, llegando incluso a la muerte celular
[Brand, 2010]. De hecho, la formaciéon excesiva de ROS esta asociado al
envejecimiento [Rebrin y Sohal, 2008], y se la relaciona con la etiologia del
cancer o con diversas enfermedades cardiovasculares, autoinmunes vy

neurodegenerativas [Bolafnos et al., 2009; Halliwell, 2011; Temple et al., 2005].

La cadena transportadora de electrones mitocondrial es la principal fuente
de formacién de ROS intracelular. El 1-3% del O, consumido durante la
fosforilacion oxidativa no queda completamente reducido a H,O

[Green et al., 2011], sino que recibe electrones individuales en un proceso
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catalizado por los complejos | y lll de la cadena respiratoria [Murphy, 2009],
generando anion superdxido (O,") [Boveris, 1984]. Este proceso esta
estrictamente regulado por el estado redox y energético celular, lo que sugiere
que el O,", asi formado, ejerce funciones fisioldgicas [D'Autreaux & Toledano,
2007; Poyton et al., 2009]. De hecho, la produccion O, por el complejo |
mitocondrial se incrementa cuando el ratio NADH (H") / NAD" y el gradiente
electroquimico son altos [Murphy, 2009]. Si bien la reactividad del O,” es
limitada en comparacion con otras especies reactivas de oxigeno, tiene la
capacidad de promover la reduccion de Fe** en Fe* (reaccion de Haber-
Weiss), y formar perdxido de hidréogeno (H,O,), el cual puede originar radical
hidroxilo (OH™) a partir la reoxidacion del Fe?* a Fe** (reaccion de Fenton)
[Temple et al., 2005]. EI O, también se puede formar por otras vias, como la
actividad de la lipooxigenasa y ciclooxigenasa, y la transformacion de acido
araquidonico a prostaglandina PGH,. La xantina oxidasa y NADPH oxidasa
son también fuentes destacadas de produccion de O,” [Circu & Aw, 2010;
Temple et al., 2005].

1.2. SISTEMAS ANTIOXIDANTES

Para contrarrestar los efectos de las ROS y RNS y mantener la
homeostasis redox, las células nerviosas han desarrollado varios sistemas
antioxidantes (ver Esquema l). Por un lado se encuentran las superdxido
dismutasas citosdlica (Cu/Zn-SOD o SOD1), mitocondrial (Mn-SOD o SOD2) y
extracelular (SOD3), que eliminan O,” convirtiéndolo en H,O,. Dadas sus
propiedades pro-oxidantes, el H,O, debe ser rapidamente eliminado, para lo
cual actian diversos sistemas enzimaticos que lo reducen a H,O. Los
mas importantes son la catalasa presente en el citosol y en los peroxisomas,
las peroxirredoxinas (Prxs), que requieren el sistema tiorredoxina
(Trx) / tiorredoxina reductasa (TrxR) para ser regeneradas, y las glutation
peroxidasas (GPxs), que requieren glutation (GSH) y glutation reductasa
(GSR) para regenerarse. Tanto las Prxs como las GPxs tienen diferentes
isoformas y estan presentes en los compartimentos citosélico y mitocondrial
[Hekimi et al., 2011; Mari et al., 2009].
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El sistema redox de Trx se trata de un sistema multifuncional, constituido
por proteinas que catalizan la reduccion reversible de uniones disulfuro de
proteinas. La reaccion redox se lleva a cabo gracias a la presencia de dos
cisteinas en su sitio activo (Cys-XX-Cys), que son regeneradas por la TrxR y
NADPH. Existe una isoforma Trx1, presente en citosol y nudcleo (en
condiciones de estrés oxidativo) y una isoforma Trx2, localizada en la
mitocondria [Go & Jones, 2008]. El sistema Trx / TrxR contribuye a la
reduccién de las cisteinas del sitio activo de las Prxs. Estas constituyen un
grupo de peroxidasas no especificas para selenotioles, que contribuyen a la
eliminacion de hidroperéxidos organicos y H,O, [Circu & Aw, 2010]. Para ello,
constan de un sitio catalitico con cisteinas peroxidaticas, capaces de oxidarse
a acido sulfénico (Cys-SOH) y formar posteriormente puentes disulfuro con
otra cisteina en la subunidad C-terminal. Existen seis isoformas, localizadas en
citosol (PrxlI-Il 'y PrxVl), mitocondrias (Prxlll), mitocondrias y peroxisomas

(PrxV), siendo la PrxIV extracelular.

Es un hecho remarcable la dependencia que presentan numerosas
enzimas antioxidantes de utilizar el GSH y otros tioles como cofactor. Las
GPxs catalizan la reduccion de H,O, y otros peréxidos organicos usando como
cofactores tanto el GSH como la Trx [Maiorino et al., 2007]. Sdlo la isoforma
GPx1 prefiere el GSH como cofactor [Flohe et al., 1971; Takebe et al., 2002]
aunque su actividad también depende del suministro de NADPH [Flohe, 2009;
Toppo et al., 2009]. La isoforma GPx4, que esta exclusivamente localizada en
la mitocondria, tiene un importante papel en la reduccién de perdxidos lipidicos
[Flohe et al., 1971; Toppo et al., 2009]. Las glutarredoxinas (Grxs) son
oxidorreductasas versatiles que glutationilan proteinas de forma reversible
[Zeevalk et al., 2008], aunque también tienen actividad dehidroascorbico
reductasa [Wells et al., 1990]. Las glutation S-transferasas (GSTs), que
muestran diferentes propiedades cinéticas en funcién de la isoforma vy
localizacion subcelular, citosdlica o mitocondrial [Hayes et al., 2005],
destoxifica grupos electrofilos usando GSH como cofactor [Douglas, 1987]
aunque también pueden usar y-glutamilcisteina (yGC) [Sugimoto et al., 1985].
Las y-glutamiltranspeptidasas (GGT), presentes en la membrana plasmatica,

destoxifican xenobioticos usando GSH como cofactor y juegan un papel crucial
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en la defensa frente al estrés oxidativo [Paolicchi et al., 2002; Paolicchi et al.,

2003] pero también regula eventos de S-tionilacion [Pompella et al., 2007].

Otro compuestos que presentan actividad antioxidante en el sistema
nervioso central (SNC) es el acido ascorbico y la vitamina E, que no
necesariamente requieren la utilizacion de tioles como cofactor, ya que a
través de sus dos grupos hidroxilo ionizables atrapan radicales libres actuando
como scavengers. Sin embargo, alguno de ellos requiere GSH para su
reduccion y regeneracion, como ocurre con el par ascorbato /
dehidroascorbato [Harrison & May, 2009]. El ascorbato es especialmente
abundante en las neuronas [Shimizu et al., 1960]. Sin embargo, la vitamina E
es mas abundante en los astrocitos cuando comparamos con las neuronas y

los protege contra el dafo oxidativo mitocondrial [Heales et al., 1994].

Cabe destacar la capacidad del H,O, para reaccionar con residuos de
cisteina de forma selectiva [Le Moan et al., 2006], ya que no oxida tioles
proteicos de manera aleatoria. Ello explica que la cisteina del glutatién sélo
actie como antioxidante mediante la actividad de las GPxs o formando
aductos S-glutationilados con acidos sulfénicos en proteinas [D'Autreaux &
Toledano, 2007]. El glutation es un tiol de bajo peso molecular considerado el
mas abundante sistema antioxidante (0.5-10 nmol/l) en las células animales
[Meister & Anderson, 1983] que juega un papel esencial en la proteccion
frente al estrés oxidativo y nitrosativo, manteniendo el estado redox celular.
Por este motivo el glutatién recibe un detallado analisis en sucesivos

apartados.
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Esquema I. Principales mecanismos de produccién y destoxificacion de ROS y RNS. Debido
a la alta reactividad de las ROS y RNS, es posible la interaccién entre las distintas vias, siendo
utilizado el producto de una reaccién para generar nuevas especies reactivas. Los sistemas de
generacion de ROS y RNS estan indicados en color rojo y los sistemas de destoxificacién en color

verde.

2. GLUTATION

El tripéptido y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina (glutatién o GSH) (ver Figura I)
es considerado como el principal sistema antioxidante tidlico, ya que esta
ampliamente distribuido en células de animales, plantas y microorganismos,
donde se encuentra en una elevada concentracion. Asi, el glutatién es el tiol
presente mayoritariamente en el citosol (85-90%), donde tiene una vida media

de 2-3 h. El resto del glutation se encuentra repartido en diversos organulos,
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principalmente mitocondria (10-15%) [Lu, 2009; Meredith y Reed, 1982],
aunque también en nucleo, reticulo endoplasmatico y peroxisomas [Lu, 2009;
Wu et al.,, 2004a]. Los niveles mas altos de GSH se localizan, por orden

decreciente, en higado, bazo, rifidn, cristalino, eritrocitos y leucocitos
[Njalsson, 2005].

SH
{[:|) H
@ | )
; H T
@ooc H : ©
L-y-glutamil L-cisteinil glicina

Figura |. Estructura aminoacidica del GSH. La unién inusual en posicién y-carboxilo del
glutamato, le confiere resistencia a la molécula frente a la degradacién por enzimas como la
y-glutamiltranspeptidasa (GGT), situada en la cara exterior de la membrana de ciertos tipos

celulares como los astrocitos. Adaptado de [Lash, 2006].

La mayoria del glutation se encuentra en forma reducida (GSH), pero una
proporcién de éste (1-5%) se encuentra oxidado (disulfuro de glutation o
GSSG) [Lu, 2009]. En el cerebro, el GSH tiene una concentracion media de
1-3 mM, [Dringen, 2000], aunque presenta una distribucion heterogénea
dependiendo del tipo celular. Asi, la concentraciéon de GSH en neuronas es de
~ 2.5 mM, mientras que en astrocitos es > 3.5 mM (~ 8 mM en cultivo)
[Dringen, 2000; Zeevalk et al., 2008].

La suma de las formas reducida y oxidada constituyen el GSH total
(GSH+GSSG), del cual hasta el 15% puede estar unido a proteinas [Wu et al.,
2004a]. Sélo una proporciéon del 1-5% del GSH se encuentra en su forma
oxidada como disulfuro (GSSG), o conjugado como disulfuro con xenobidticos

(GSSX) o con proteinas (GSSPr) que contienen pequefos tioles
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[Njalsson, 2005]. Debido a la baja concentracion de GSSG en condiciones
fisiolégicas, la razén GSH/GSSG, que normalmente es >10 en condiciones
normales, se utiliza como indicadora del estado redox [Jones, 2002; Schafer y
Buettner, 2001]. Esta razén puede verse modificada por procesos oxidativos
severos o por otros pares redox, como Trx reducida / Trx oxidada o NADPH
(H") / NADP" [Dalton et al., 2004; Wu et al., 2004a]. La principal via de
regeneracion del GSH a partir del GSSG es la GSR [Rahman et al., 1999] que
ademas también contribuye a la defensa frente al estrés oxidativo [Kelner &

Montoya, 2000] y requiere NADPH como cofactor.

2.1. FUNCIONES DEL GSH

La actividad antioxidante ha sido tradicionalmente asumida como la funcién
primordial del GSH, siendo asi considerado como uno de los principales
responsables de la defensa antioxidante intracelular. Por tanto, el GSH resulta
imprescindible en el mantenimiento del estado redox celular y de la viabilidad
celular [Lu, 2009]. Para desempenar su actividad antioxidante, el GSH puede
reaccionar esporadicamente con moléculas como el O, [Ross ef al., 1985;
Wefers & Sies, 1983; Winterbourn & Metodiewa, 1994], el OH", el NO’, el
singlete de oxigeno (102), el H,O,, el ONOO™ o perdxidos lipidicos (LOO"), a
través de GPx o Prx [Franco & Cidlowski, 2009]. GSH también reacciona
directamente con radicales de proteinas y DNA, donando electrones y
oxidandose (GS'), dando lugar a la forma oxidada, GSSG [Franco &
Cidlowski, 2009]. Sin embargo, las reacciones directas de GSH son
minoritarias. Al margen de su papel como antioxidante, existen otras funciones
destacadas del GSH, imprescindibles para el mantenimiento de la viabilidad
celular (Tabla I). Asi, el GSH participa en la destoxificacion de xenobioticos a
travées de la formacién de conjugados de forma espontanea, o

enzimaticamente, en reacciones catalizadas por la GST [Meister, 1988].
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Principales Funciones del 65H

- Defensa Antioxidante (Dringen et al., 2013; Winterboum etal 1994; Franco & Cidlowski, 2009)
- Detoxificacion de electrofilos y xenobioticos (Lu, 2009; Meister, 1988)

- Modulacion intracelular de tioles (Kumaret al, 2011;Lu, 2009)

- Modificaciones postraduccionales en proteinas (Ballatori et al., 2009; Franco & Cidlowski, 2009;
Reynaert etal, 2006; Wuet al_, 2004)

- Reservorio de cisteina (Lu, 2009; Meister, 1988)
- Neurotransmision y neuromodulacion. Senalizacion neurohormonal {Janaky st al., 2000)

- Regulacion del crecimiento celular {Holmgren, 1984: Lu, 2008)

- Regulacion de la muerte celular (Cazanave etal., 2007; Diaz-Hermnéndez etal, 2005: Franco & Cidlowski,
2008; Franklin et al., 2002; Garcia-Ruizand Feméandez-Checa, 2006,2007; Lash, 2006; Lu, 2009; Sato et al.. 2004)

- Funcionalidad e integridad mitocondrial (Wu et al,, 2004)

Tabla I. Funciones del GSH. Las principales funciones moduladas directa o indirectamente por el

GSH vienen recogidas en esta tabla.

2.2. BIOSINTESIS DEL GSH

La sintesis de GSH tiene lugar en dos reacciones dependientes de ATP,
donde la primera esta catalizada por la glutamato cisteina ligasa (GCL, GSS,
Gsh1 o GshA), formando el dipéptido yGC; en la segunda reaccion se
incorpora glicina mediante la glutatién sintetasa (GSS, Gsh2 o GshB) [Dringen,
2000; Njalsson, 2005]. Este mecanismo es comun para la mayoria de
organismos, aunque existen especies en las que esta funcion puede ser
asumida por una unica proteina. De hecho, mediante analisis bioinformaticos
se ha demostrado que algunos procariotas carecen de la GshA, a pesar de
que acumulan GSH. Ello ocurre a través de la formacion del tripéptido mediada
por la sintesis de y-glutamilfosfato que, tras su reaccién con cisteina, puede ser
utilizada por la GshB para producir GSH [Veeravalli et al., 2010]. De no ser
utilizado el vy-glutamilfosfato, puede ciclarse y acumularse 5-oxoprolina
[Veeravalli et al., 2010].

La GCL es una enzima heterodimérica compuesta por una subunidad

catalitica de 73 KDa [Huang et al., 1993a] y una moduladora de 27.7 KDa

[Makar et al., 1994], abreviadas como GCLc y GCLm respectivamente. Los
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residuos del sitio activo de la enzima se encuentran en la GCLc mientras que
la GCLm incrementa la afinidad de la GCLc por el glutamato [Huang et al.,
1993b], disminuye la sensibilidad a la retroinhibicion ejercida por el GSH y
disminuye la constante de Michaelis-Menten (K,,) por el ATP [Chen et al.,
2005] y el glutamato.

2.3. REGULACION DE LA SINTESIS DEL GSH

La sintesis de novo del GSH esta regulada por, al menos, tres factores:
a) la expresion de la enzima limitante de su sintesis (GCL), b) la disponibilidad
de precursores, especialmente L-cisteina [Wu et al, 2004b] y c) la
retroinhibiciéon de GCL por GSH [Griffith, 1999; Wu et al., 2004a]. A estos
factores se le pueden afadir otros moduladores secundarios, tales como los
eventos de fosforilacién y nitrosacién de la GCL, que regulan la sintesis de
GSH.

Los niveles de GCL son regulados de forma transcripcional y post-
transcripcional. El estrés oxidativo y nitrosativo promueven la transcripcion de
GCL a través de la activacion del elemento de respuesta antioxidante (ARE),
localizado en las regiones promotoras de los genes antioxidantes [Lu, 2000;
Wu et al., 2004a; Kang et al., 2005]. En esta respuesta juega un papel esencial
NRF2, un factor de transcripcion de la familia bZIP (basic leucine zipper) que

promueve la transcripcién de ambas subunidades de la GCL (ver Seccién 3).

El promotor de la GCL también contiene elementos de respuesta a
electréfilos (EpRE) [Wild et al., 1999] donde se une la proteina activadora AP-1
junto con los factores de transcripcion Jun y Fos [Rahman, 2005]. Ademas el
promotor del GSH también contiene dos secuencias E-box donde los
protooncogenes c-Myc o n-Myc pueden unirse en respuesta a H,O, [Benassi et
al., 2006; Veas-Pérez de Tudela et al., 2010]. El sitio de unién para el factor de
transcripcion nuclear kappa-B (NF«k—B) esta solo presente en el promotor de la
GCLc e incrementa su expresion en respuesta al factor de necrosis tumoral o

(TNFa) o estrés oxidativo [Rahman, 2005]. Otros activadores transcripcionales
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de la GCL son Sp-1, AP-2 o el elemento de respuesta a metales (MRE) [Lu,
2009].

El promotor de la GSS contiene sitios de unién para el activador AP-1 o el
inhibidor NF-1 [Yang et al., 2002]. En humanos, NRF1 y NRF2 inducen la
activacion del promotor de la GSS, siendo NRF2 esencial para mantener la
concentracién basal de la enzima [Lee et al., 2005]. NRF2 también activa el
promotor de la GGT [Pompella et al., 2007].

La regulacion post-transcripcional de la GCL esta basada principalmente en
la estabilizaciéon de su mRNA y en modificaciones post-traduccionales. La
actividad de la GCLc disminuye por fosforilacién de proteina kinasa A (PKA),
proteina kinasa C (PKC) o proteina kinasa Il dependiente de Ca®*-
Calmodulina (CaMKIlI) [Lu, 2009; Soltaninassab et al., 2000]. La GCL también
puede ser inhibida por NO mediante nitrosilacion o por compuestos
nitrosilantes [Griffith, 1999]. La caspasa 3 puede escindir la GCLc de la
holoenzima GCL [Franklin et al.,, 2002] promoviendo apoptosis por el

descenso en la concentracion de GSH.

2.4. COOPERACION ENTRE ASTROCITOS Y NEURONAS EN EL
MANTENIMIENTO DE LA HOMEOSTASIS DEL GSH

En el sistema nervioso los astrocitos son lo que asumen mayoritariamente
la funcion de sintetizar GSH a través de la activacion de NRF2, ya que la
actividad de la GCL es muy superior en comparacion con la de neuronas
[Dringen et al., 1999a; Gegg et al., 2003; Makar et al., 1994]. Esto contribuye,
muy posiblemente, a la elevada resistencia de los astrocitos frente al estrés
oxidativo en comparacién con las neuronas. Estas células gliales exportan
GSH a una velocidad de 2.1 nmol/h - mg proteina, siendo capaces en 1 h de
liberar el 10% de su contenido en el tripéptido [Dringen et al., 1997b], cuyo
reciclaje tiene una vida media de 5 h [Devesa et al., 1993]. Asi, cuanto mayor
es la concentracion de GSH en los astrocitos, mayor sera su aportacion a las
neuronas. Un fenémeno similar ocurre para los precursores de GSH, que las

neuronas utilizan para sintetizarlo de novo [Sagara et al., 1996]. La
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administracion exdgena de GSH es poco efectiva para incrementar su propia
concentracién celular ya que no se importa a las células y es rapidamente
degradado [Griffith, 1999]. Los astrocitos parecen ser las Unicas células en el
cerebro que liberan cantidades significativas de GSH o GSSG en condiciones
de estrés oxidativo, siendo Multidrug resistance - associated protein (MRP1) el
principal mecanismo de exportacién de ambas moléculas [Dringen & Hirrlinger,
2003; Hirrlinger et al., 2001]. De hecho, la inhibicion de MRP1 reduce al 70% la
exportacion de GSH, menguando el suplemento de los precursores del GSH
para la sintesis de novo del mismo por parte de las neuronas [Scheiber y
Dringen, 2011].

El GSH liberado de los astrocitos puede sufrir una posterior
transpeptidacion a cisteinilglicina (CysGly) y y-glutamil-aminoéacido, catalizada
por la GGT (ver Esquema Il). La transpeptidaciéon por GGT es el primer paso
en la captacion de GSH por las neuronas [Sagara et al., 1993; Zeevalk et al.,
2008]. Las neuronas pueden captar directamente la CysGly a través de la
aminopeptidasa N (ApN) e incorporarlo a la biosintesis de GSH [Dringen et al.,
2001].

Las neuronas utilizan avidamente CysGly, N-acetil-cisteina (NAC) o
yGC como precursores de GSH, siendo mas apropiada su escision previa
mediante dipeptidasas (Dip) [Dringen, 2000; Martin & Teismann, 2009]. En el
caso de yGC, ésta puede formarse por la transpeptidacion del grupo
y-glutamilo de GSH con cisteina o cistina libre y ser utilizada también en
astrocitos, en los cuales no es necesaria su hidrolisis para la formacion de
GSH [Dringen et al., 1997a]. En menor medida, el GSSG se puede liberar de
los astrocitos, tal y como se ha demostrado con otros tipos celulares, y servir

como precursor de la sintesis de novo de GSH en neuronas [Dringen, 2000].

Por tanto, los astrocitos suministran a las neuronas los precursores
necesarios para la sintesis del GSH [Bolafios & Heales, 2010; Dringen 2000;
Dringen et al., 1999a] a través de un mecanismo complejo que constituye una
estrategia antioxidante esencial. Nuestro grupo previamente demostré que la
modulacién genética de la biosintesis del GSH sobreexpresando o silenciando

la GCLc, afectaba a la vulnerabilidad de los cultivos primarios de neuronas
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frente al exceso de NO' y excitotoxicidad [Diaz-Hernandez et al., 2005]. La
presencia de astrocitos en cocultivos no fue suficiente para evitar la muerte
neuronal por apoptosis causada por la pérdida de GCL, lo que confirma que
las neuronas requieren de una maquinaria biosintética intacta para sintetizar
GSH a partir de los precursores suministrados por los astrocitos. Por lo tanto,
la limitacién del suministro de cualquiera de los precursores del GSH como de
la capacidad de las neuronas para usarlos provoca estrés oxidativo vy
neurodegeneracion dando lugar a enfermedades como Parkinson o trastornos
mentales [Jenner et al., 1992; Liu et al., 2004; Perry et al., 1982].
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Esquema Il. Biosintesis de GSH en el sistema nervioso. La mayoria de la sintesis de GSH en

el sistema nervioso es llevada a cabo por los astrocitos y regulada por el factor de transcripcion
nuclear NRF2, que controla la expresion de la GCL, yGGT y MRP1.La expresién coordinada de
estas enzimas contribuye al incremento de la sintesis del GSH, su liberacién y su escisién
extracelular en Cys-Gly (CysGly) por la ApN. Las neuronas importan la Cys y la Gly mediante
transportadores especificos y también incorporan la glutamina (Gln) suplementada por los
astrocitos, que es convertida a glutamato. Por tanto, la sintesis “de novo” neuronal del GSH
depende del suministro de los precursores del GSH desde los astrocitos. Las abreviaturas estan

enumeradas en la correspondiente seccién. Adaptado de [Fernandez-Fernandez et al., 2012].
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3. PAPEL DE NRF2 EN LA RESPUESTA ANTIOXIDANTE

3.1. ESTRUCTURA Y FUNCION DE NRF2

El estrés oxidativo esta intimamente asociado con la iniciacion y/o la
patogénesis de muchas enfermedades neurodegenerativas como el Parkinson,
el Alzheimer o la epilepsia [Halliwell, 2006; Matsuoka et al., 1998; SantaCruz
et al., 2004]. Por tanto, la capacidad de adaptacion al estrés es un requisito
indispensable para la supervivencia celular y de los organismos a cualquier
nivel. Ello hace imperativo que se desarrollen ajustes para contender contra las
moléculas oxidantes y las células lo logran desplegando un complejo sistema
antioxidante para mantener la homeostasis redox. Uno de los mecanismos de
adaptacion a estrés mas versatil y efectivo implica a NRF2 o NFE2L2 (Nuclear
factor erythroid-derived 2 - like 2), un factor de transcripcion que pertenece a
una familia de proteinas bésicas con 6 dominios altamente conservados,
llamados Neh1-6 (ver Figura Il) basados en regiones de homologia
compartidas entre las proteinas NRF2 de mamiferos y el ortélogo de pollo,
llamado ECH [ltoh et al., 1995; Venugopal & Jaiswal, 1996].

El dominio C-terminal Neh1 contiene un muy conservado y caracteristico
motivo de cremallera de leucina (bZip) fusionado a una regién homodloga a la
proteina cap ‘n’ collar de Drosophila (CNC), que es el responsable de la
dimerizacion con proteinas MAF pequefas (muscle aponeurotic fibrosarcoma)
y de la union al DNA formando un heterodimero. Este dominio también esta
presente en NRF1 y NRF3 [Motohashi et al., 2002]. EI dominio N-terminal
Neh2 es el responsable de la unién al represor citosélico de NRF2, llamado
KEAP1 (Kelch-like ECH-associated protein 1) [Itoh et al., 1999]. El dominio C-
terminal Neh3 interactua con el cromodominio de la helicasa 6 de unién al DNA
(CHD®6) y podria actuar como un dominio de transactivacion por asociarse con
la maquinaria de la transcripcion [Nioi et al., 2005]. Los dominios Neh4 y Neh5
son considerados dominios de transactivacién que interactuan con proteinas
de unién a CREB (CBP) [Katoh ef al., 2001]. El dominio central Neh6
contribuye al control negativo de NRF2 independiente del estado redox
[McMahon et al., 2004].

23



Regulacién de la respuesta antioxidante en sistema nervioso: funcién neuroprotectora de la via de
sefializacion NMDAR-CDK5-NRF2 en astrocitos

K44,K50, K52, K53 K36 Ké4 Ké8

$40
Motivo DLG\.M  Motivo ETGE
, BN K KKKK KK . 06

NES

S
Nrf2 "\ /
Neh2 Nehd M Nehs Nehl

CNC-blip

Figura Il. Estructura de NRF2. NRF2 esta constituido por unos 605 aminoacidos distribuidos en
6 dominios altamente conservados llamados Neh1-6. Cabe destacar los dos motivos estructurales
que constituyen el dominio Neh2: el motivo DLG (aminoacidos 27-32) o de baja afinidad, y el
motivo ETGE (aminoacidos 77-82) o de alta afinidad. Ambos motivos interactian con el represor
citosélico de NRF2 llamado KEAP1. En el dominio Neh2 y entre los motivos DLG y ETGE se
encuentran 7 residuos de lisina (K) imprescindibles para su ubiquitinaciéon y degradacion.
Adaptado de [Kbnigsberg 2007].

NRF2 incrementa su actividad en respuesta a ROS y a otros agentes
electrofilicos que tienen la capacidad de modificar tioles intracelulares como el
GSH. Tras la presencia de ROS y otros xenobidticos, los niveles de NRF2 se
incrementan rapidamente, translocandose al nucleo de las células afectadas
donde activa una bateria de genes citoprotectores, conteniendo cada uno al
menos un ARE (TGACnhnnGCA) en sus promotores al cual se une NRF2
[Rushmore et al., 1991; Nioi et al., 2003].

Los genes diana de NRF2 incluyen a los que codifican para proteinas
antioxidantes (GCLc, GCLm, GGT, GSR) [McMahon et al., 2001; Thimmulappa
et al., 2002], enzimas citoprotectoras (hemo oxigenasa-1, HO-1) [Hu et al.,
2006], enzimas que participan en la regeneracion del NADPH [Osburn &
Kensler, 2008], enzimas metabolizadoras de farmacos como la NADPH:
quinona oxidorreductasa-1 (NQO-1) [McMahon et al., 2001; Kwak et al., 2002],
bombas de eflujo de drogas [Cho et al., 2005; Okawa et al., 2006] , proteinas
de choque térmico [Kwak et al., 2003], enzimas que participan en la
degradacion de proteinas (subunidades o y P del proteasoma 26S)

[Rangasamy et al., 2004; Kwak et al., 2003] , factores de crecimiento (TGFa.)
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[Reddy et al., 2007; Cho et al., 2005] y varios factores de transcripciéon entre
los que se encuentra el propio NRF2 [Kwak et al., 2002; Hu et al., 2006].

Quizas el aspecto mas importante en el contexto de la respuesta
antioxidante mediada por NRF2, es que regula directamente la biosintesis de
novo del GSH a través de su capacidad para controlar la expresion de la GCL,
tanto de la GCLc como de la GCLm. NRF2 también regula la expresiéon de
otros sistemas antioxidantes importantes, como el sistema de las Trx y las Prx
[Kang et al., 2005] y, por lo tanto, tiene la capacidad de restaurar los tioles
intracelulares oxidados. Ademas también controla la expresiéon de la ferritina
que bloquea la formacion de radicales libres mediante la reaccién de Fenton
[Halliwell & Gutteridge, 1986].

NRF2 tiene un papel dual en su implicacion en la enfermedad del cancer.
Por un lado, tiene una funciéon protectora reduciendo la incidencia de la
formacién de tumores, debido a que NRF2 es capaz de mediar la expresion de
enzimas que inactivan electréfilos genotdxicos. Por ello, muchos de los
compuestos que activan a este factor de transcripcion también son capaces de
inhibir la carcinogénesis quimica [Hayes ef al., 2000; Nioi & Hayes, 2004].
Estos compuestos se denominan agentes quimioprotectores del cancer e
incluyen butilhidroxianisol, cumarina, circumina, sulfuro de dialilo, etoxiquina e
isotiocianatos [Ramos-Goémez et al., 2001; lida et al., 2004]. Por otro lado,
NRF2 tiene una funcion oncogénica ya que su prolongada activacion o
acumulacion aberrante protege a las células cancerigenas frente a agentes
quimio y radioterapéuticos, favoreciendo la progresion del cancer [Singh et al.
2006; Zhang et al. 2010]. Esta elevada expresion de NRF2 en muchos tipos de
tumores es un indicador de un prondstico mas pobre de la enfermedad
[Shibata et al. 2008; Sasaki et al. 2012].
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3.2. REGULACION DE NRF2 POR EL COMPLEJO KEAP1-CUL3

La deteccidbn de moléculas oxidantes proporciona el estimulo para la
translocacion de NRF2 desde el citosol al nucleo y para la union de NRF2 a
ARE. La reubicacion de NRF2 desde el citosol al nicleo es un evento que esta
reprimido. La proteina responsable de detectar las ROS y de la represion de la

actividad de NRF2 en condiciones basales se llama KEAP1.

KEAP1 tiene una funcion dual en la regulacion de la respuesta antioxidante
mediada por NRF2. Por un lado, actia como sensor a estrés oxidativo y, por
otro lado, funciona como un adaptador de sustratos permitiendo la interaccion
de NRF2 a la E3 ubiquitina ligasa llamada culina 3 (CUL3) y que participa en la
poliubiquitinacion de NRF2 para su posterior degradacion en el proteasoma
[Cullinan et al., 2004; Furukawa et al., 2005; Kobayashi et al., 2004]. KEAP1 es
una metaloproteina de 624 aminoacidos comprendidos en 5 dominios
estructurales (ver Figura lll), de los cuales dos se consideran canénicos. El
primero de ellos es el dominio BTB / POZ (Broad-complex, Tramtrack, Bric-a-
brac / poxovirus zinc finger) que es imprescindible para la homodimerizacién
de KEAP1 y unién a CUL3, y comprende los aminoacidos 61-179. El segundo
dominio conservado se conoce como Kelch o DGR (dominio de repeticiones de
doble glicina), se encuentra repetido 6 veces y comprende los aminoacidos
315-598. La repeticion de motivos es la que da lugar a la estructura en hélice-
By es a través de este dominio que se une al dominio Neh2 de NRF2
secuestrandolo en el citoplasma [ltoh et al., 1999; Kang et al., 2004;
Velichkova et al., 2002]. Los otros tres dominios de KEAP1 son: la region N-
terminal (NTR) que comprende los aminoacidos 1-60, la regién de intervencion
(IVR) que contiene los aminoacidos 180-314 y es muy rica en residuos de
cisteina que son capaces de reaccionar con las ROS [Snyder et al., 1981], y la
region C-terminal (CTR) que abarca los aminoacidos 599-624 y que también
participa en la union de KEAP1 a NRF2 [Dinkova-Kostova et al., 2005; Tong et
al., 2006].
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[l o I o]

Fllamentos de Actina

Figura lll. Estructura de KEAP1. Se observan los 5 dominios estructurales de KEAP1. Cabe
destacar el dominio BTB, que participa en la homodimerizacién de KEAP1 y en la unién a CUL3, la
region IVR, con sus mdltiples residuos de cisteina capaces de oxidarse y registrar el estado
oxidativo de la célula y el dominio Kelch o DGR, repetido 6 veces y que participa en la unién al
dominio Neh2 de NRF2 y a componentes del citoesqueleto para anclar a NRF2 constitutivamente

al citoplasma para su posterior degradacién. Adaptado de [Clark &Simon, 2009].

KEAP1 se encuentra como homodimero y de esta manera se une a NRF2,
a través de su dominio DGR, mediante dos sitios de reconocimiento con
diferente afinidad en el dominio Neh2 de NRF2 (los motivos DLG, baja
afinidad, y ETGE, alta afinidad, conocidos como enlace tipo pestillo y bisagra,
respectivamente). El reconocimiento por los dos sitios es secuencial y tiene
una gran importancia fisiolégica ya que favorece la aproximacion de los
residuos de Lys al complejo CUL3-Rbx (RING-box protein) y su adecuada
orientacién para facilitar la ubiquitinaciéon [McMahon et al., 2006; Tong, 2007].

En condiciones basales, KEAP1 funciona como parte del complejo E3
ubiquitina ligasa CUL3-BTB"**"! secuestrando a NRF2 en el citoplasma para
promover la ubiquitinacién de los residuos de Lys en el dominio Neh2 de NRF2
(ver Esquema llla) para su posterior degradacion en el proteasoma. Por tanto,
reprime la actividad transcripcional de NRF2 acelerando su turnover por el
sistema ubiquitina-proteasoma [ltoh et al., 1999; Kobayashi et al., 2004;
Kobayashi et al., 2006]. Bajo condiciones de estrés oxidativo y nitrosativo, los
residuos de Cys reactivas de la region IVR de KEAP1 son diferencialmente
oxidados y modificados [Dinkova-Kostova et al., 2002], resultando en un
cambio conformacional en el complejo KEAP1-CUL3 que evita la interaccion
de NRF2 con CUL3 y bloquea la ubiquitinaciéon de NRF2 [Kobayashi et al.,
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2004; Tong et al., 2006]. Este cambio conformacional junto con modificaciones
post-traduccionales producidas tanto en KEAP1 (fosforilacion Tyr141) [Jain et
al., 2008] como en NRF2 (fosforilacion Ser40 por la proteina kinasa C delta)
[Niture et al., 2009; Bloom et al., 2003], culminan con la disociacién de NRF2
del complejo KEAP1-CUL3 y con su posterior translocacion nuclear para
activar la respuesta antioxidante tras su unién a ARE (ver Esquema llib).
NRF2 también se fosforila por la via de las MAPK (mitogen-activated protein
kinase), por la via del fosfatidilinositol 3 kinasa (PI3K) / AKT [Huang et al.,
2000; Johnson et al., 2002; Kang et al., 2002] y por PERK (PKR-like
endoplasmic riticulum kinase) que media su importe nuclear [Cullinan et al.,
2003]. Todas estas modificaciones regulan la estabilidad y la localizacion
subcelular de NRF2. Por otro lado, la activacién transcripcional de NRF2
también se regula por fosforilacion de los dominios Neh4 y Neh5 por la caseina
kinasa 2 (CK2) [Apopa et al., 2008].

yioElectrofilos
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Esquema Ill. Modelo de activacion de NRF2 en respuesta a estrés oxidativo. a) En
condiciones basales, la homodimerizacion de KEAP1 facilita la interaccion de NRF2 a CUL3, la
cual permite la ubiquitinacion de los residuos de Lys (K) de NRF2 y su posterior degradacion por el
proteasoma. b) En presencia de ROS y agentes xenobiébticos se produce la oxidacion de los
grupos sulfhidrilos de las Cys en la region IVR de KEAP1 (Cys151, Cys273, and Cys288),
promoviendo un cambio conformacional que conlleva a que NRF2 se disocie del complejo KEAP1-
CUL3. Las ROS también inducen la fosforilacién del residuo de Ser40 de NRF2. Todos estos
eventos culminan con la translocacion de NRF2 al nucleo para activar la expresion de una amplia

bateria de genes antioxidantes. Adaptado de [Kobayashi et al., 2006].
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KEAP1 también puede intercambiarse entre los compartimentos citosdlico y
nuclear [Sun et al., 2007; Velichkova & Hasson, 2005]. Aunque la mayor parte
de la proteina se encuentre en el citosol, un 10-15% de la proteina se localiza
en el nucleo [Niture & Jaiswal, 2009]. KEAP1 contiene una secuencia de
exportacion nuclear (NES) en el dominio IVR (**'LVQIFQELTL®"®) [Karapetian
et al., 2005; Nguyen et al., 2005; Sun et al., 2007]. En condiciones basales la
proteina nuclear protimosina a, media la importacién nuclear del complejo
KEAP1-CUL3-Rbx [Niture & Jaiswal, 2009]. Este complejo dentro del nucleo
intercambia la protimosina o por NRF2, provocando su ubiquitinacién vy
posterior degradacién, e impidiendo su unién a ARE. Este mecanismo se lleva
a cabo, presumiblemente, para regular el pool nuclear de NRF2 y desactivar
rapidamente la expresién de genes antioxidantes una vez alcanzada la
homeostasis redox. Por otro lado, frente a situaciones de estrés, la protimosina
a se une al dominio Kelch de KEAP1, liberando NRF2 para que promueva la

respuesta antioxidante [Karapetian et al., 2005].

La abundancia nuclear de NRF2 esta fuertemente restringida gracias
también al transporte que existe de NRF2 entre el citoplasma y el nucleo, que
es dependiente del estado redox celular. Este proceso se controla gracias a la
presencia de una sola secuencia de localizacién nuclear (NLS) y dos motivos
de exportacion nuclear (NES) en la secuencia de este factor de transcripcion.
Especificamente, NRF2 contiene una NLS en la regién béasica dentro del
dominio Neh1 junto con una NES en el dominio Neh5 y otra en el motivo bZIP
dentro del dominio Neh1. La NES, contenida en Neh5 ("°LLSIPELQCLNI'®),
contiene una Cys incorporada que al oxidarse en presencia de radicales libres
se previene el reconocimiento de este motivo por la exportina-1, lo que
conduce a su acumulacién nuclear de NRF2 [Lee et al., 2006]. La NES en el
dominio bzZIP (**LKRRLSTLYL®*), permanece cerca de la Tyr568, que se
fosforila constitutivamente por Fyn, que es una tirosina kinasa. Si este residuo
no se fosforila en condiciones de estrés, no se produce la exportacién nuclear

de NRF2 mediada por exportina-1.

Otros mediadores que regulan a NRF2 es BACH1 (BTB and CNC homology
1, basic leucine zipper transcription factor 1) que actua como represor de la

transcripcion [Igarashi et al., 1998]. En ausencia de estrés celular BACH1
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heterodimeriza con las proteinas MAFs que se unen a ARE, reprimiendo la
expresion de genes antioxidantes. En presencia de estrés, BACH1 se libera de
ARE y es reemplazada por NRF2. BACH1 compite con NRF2 por la union a
ARE [Dhakshinamoorthy et al., 2005]. El transporte de NRF2 al nucleo, desde
el momento de la exposicién a radicales libres hasta su estabilizacion, tarda
aproximadamente 2 horas [Jain et al., 2005]. Este evento va seguido por la
activacion de un mecanismo retardado involucrando a la enzima glucégeno
sintasa kinasa 3 B (GSK3p) que controla el apagado de la expresion de genes
diana de NRF2. GSK3p es una serina / treonina kinasa multifuncional que
juega un papel importante en diferentes vias de senalizacién [Kannoji et al.,
2008]. GSK3p fosforila a Fyn, permitiendo su translocacién nuclear [Jain et al.,
2007]. Fyn fosforila a NRF2 en la tirosina 568 (Tyr568), provocando su
exportacion nuclear, que acaba interactuando con KEAP1 para su posterior
degradacion en el proteasoma [Jain et al., 2006]. Por otro lado, GSK3p es
capaz también de fosforilar directamente a NRF2 (Ser344, Ser347) en la
secuencia DSGISL del dominio Neh6, favoreciendo su interaccion con el
adaptador de sustratos B-TrCP para su posterior ubiquitinacion y degradacion
en el proteasoma [Rada et al., 2012]. La regulacién negativa de NRF2 por
BACH1 y GSK3p / Fyn son importantes en la represiéon de los genes diana de

NRF2 que son inducidos en respuesta a estrés oxidativo.

Dentro de la via de senalizacion de NRF2 existe también un bucle
autorregulador [Lee et al., 2007] ya que existe un ARE en la region promotora
de KEAP1 donde se une NRF2. Por tanto, NRF2 regula la transcripcién de su
represor KEAP1, y KEAP1 regula a NRF2 actuando como adaptador para su
degradacion. El estricto control de NRF2 es vital para la proteccion de las
células contra el dafo de los radicales libres y la prevencién de la apoptosis
[Jaiswal et al., 2004; Copple et al., 2008; Jain et al., 2006]. La disfuncion de
NRF2 puede contribuir a la patogénesis de enfermedades neurodegenerativas
como el Parkinson, vinculada a mutaciones en DJ-1 (PARK7), que estabiliza
NRF2 evitando su interaccion con el complejo CUL3-BTB**"! [Clements et al.,
2006; Liu et al., 2008; Gan et al., 2010]. Existen evidencias de que la dopamina
(DA) puede activar el programa antioxidante mediado por NRF2,
especialmente las células no neuronales del sistema nervioso como los

astrocitos [Kraft et al., 2004; Shih et al., 2007]. Otra prueba que confirma que
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los niveles de actividad de NRF2 estan implicados en la enfermedad del
Parkinson y que su regulaciéon positiva puede ser una eficaz estrategia de
tratamiento [Thomas & Beal, 2007], es que los nuevos medicamentos
recetados para tratar los sintomas de esta enfermedad pueden afectar a la
actividad de NRF2, como es el caso de la apomorfina (agonista de receptores
D,/ D, de dopamina) [Gassen et al., 1998; Hara et al., 2006].

3.2.1. Estructura, funcion y regulacion de las culinas

Como ya se ha mencionado anteriormente, NRF2 est4 regulado por el
complejo formado por KEAP1 y la E3 - ubiquitina ligasa CUL3 que esta
acoplado al sistema ubiquitina-proteasoma (UPS: ubiquitin proteasome
system) para mantener bajos niveles basales de NRF2. CUL3 permite el
andamiaje de proteinas, uniéndose, por un lado, a Rbx y, por otro, al dominio
BTB de KEAP1 que actia como proteina adaptadora de sustratos, permitiendo
la interaccion de NRF2 al complejo (ver Figura IV). Bajo condiciones de estrés,
la capacidad de la E3 - ligasa para ubiquitinar a NRF2 queda inhibida, lo que
permite a NRF2 translocarse al nucleo y activar la respuesta antioxidante
[Motohashi & Yamamoto, 2004; Kobayashi & Yamamoto, 2006; Zhang, 2006].

Figura IV. Estructura del complejo KEAP1-CUL3-Rbx E3-ubiquitina ligasa. CUL3 forma un
complejo multiproteico uniéndose a la enzima E2 conjugada con la ubiquitina (Ub), a Rbx y a
KEAP1. Tras la conjugacion de Nedd8 (circulo azul), que facilita la transferencia de Ub de la E2 al
sustrato, un homodimero de KEAP1 actua como un adaptador de sustratos, reclutando NRF2 al

complejo para su ubiquitinacion. Adaptado de [Villeneuve et al., 2010].
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Hay dos tipos principales de E3 ubiquitina ligasas, aquellas que contienen
un dominio HECT (Homologous to E6-AP C-Terminus) y las que incluyen un
dominio RING (Really Interesting New Gene). CUL3 se engloba en el segundo
grupo (CRLs: Cullin-ring ligases), compuesto por diferentes culinas y proteinas
adaptadoras de sustrato. Su funcién principal es regular la estabilidad de sus

sustratos de manera dependiente del proteasoma 268S.

Como ya se ha mencionado con anterioridad, CUL3 regula la estabilidad de
su sustrato NRF2 mediante ubiquitinacién. La ubiquitina es una proteina
pequena (76 aminoacidos) que esta altamente conservada entre las diferentes
especies. Esta es capaz de modificar proteinas covalentemente a través de un
enlace isopeptidico entre la glicina C-terminal de la Ub y un residuo de Lys en
el sustrato (ver Esquema IV). A través de una serie de reacciones de
tioesterificacion, la Ub se activa, en presencia de ATP, y finalmente es
transferida por la E3 ligasa al residuo de Lys en la proteina sustrato. La adicion
de una molécula de Ub al sustrato se llama mono-ubiquitinacion. Cadenas de
poli-ubiquitina (poli-Ub) también se pueden incorporar repitiendo este proceso
en el que participan tres enzimas (E1, E2 y E3) de manera secuencial
[Hochstrasser, 1996]. La Ub contiene 7 residuos de Lys, incluyendo Lys48 y
Lys63, capaces de aceptar mas moléculas de Ub para formar cadena de poli-
Ub.

Aquellas proteinas conjugadas con una cadena de poli-Ub vinculada a
Lys48 son mayoritariamente dirigidas al proteasoma 26S para su degradacion.
Sin embargo, aquellas conjugadas con una cadena poli-Ub vinculada a Lys63,

regulan la transduccion de sefales y la reparacion del DNA [Li & Ye, 2008].
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Esquema IV. Modificacidon covalente de proteinas mediante ubiquitinacidon. Se observa la
interaccion que se produce entre el residuo de glicina C-terminal de la ubiquitina (Ub) y un residuo
de lisina (Lys) del sustrato (aceptor de Ub). Este residuo de Lys es imprescindible que se
encuentre en estrecha proximidad a la Ub y en adecuada orientacién. Para ello, juega un papel
decisivo el complejo E3-ubiquitina ligasa actuando de andamiaje multiproteico. La flecha roja
indica el ataque del grupo N-terminal de la cadena lateral de la Lys del aceptor, por el enlace tio-
éster establecido entre la Ub y el complejo E3. Finalmente, se produce la ubiquitinacion del

sustrato a través de un enlace isopeptidico. Adaptado de [Li & Ye, 2008].

La capacidad de las CRLs para modificar covalentemente proteinas y, por
lo tanto, alterar su abundancia y funcién, les hace considerarse complejos
intracelulares muy importantes. Estos complejos son capaces de controlar
diversos procesos celulares tales como la transcripcion, la sefializacién celular
y la progresion del ciclo celular. Ademas, regulan procesos biolégicos que
incluyen la inmunidad, el desarrollo, la deteccion de glucosa y los ritmos

circadianos [Petroski & Deshaies, 2005].

A pesar de la variacion entre las CRLs, todas ellas estan reguladas por
mecanismos similares. La neddilacion es el proceso por el que Nedd8 (heural
precursor cell expressed developmentally downregulated protein 8), una
pequefa proteina semejante a la Ub, se conjuga con un conservado residuo
de Lys de las proteinas. Nedd8 y Ub tienen una elevada similitud de secuencia
(57% idéntica y 76% similar) y son muy similares estructuralmente. Nedd8 se
conjuga al extremo C-terminal de las culinas (humano: Lys720-Cul1, Lys689-
Cul2, Lys712-CUL3, Lys605-Cul4A, Lys859-Cul4B) [Wada et al., 1999; Wu et
al., 2000; Lo & Hannink, 2006].
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La neddilacion ocurre en un proceso similar al de ubiquitinacién, implicando
a una enzima E1 heterodimérica (ULA1 / UBA3), una enzima E2 (UBC12) y
una E3 ligasa (DCN1 o SCCRO) [Merlet et al., 2009]. Este mecanismo activa la
funcion de las CRLs, incrementando la actividad ligasa de la CUL3-E3-
ubiquitina ligasa y conduciendo a una mayor ubiquitinacion de NRF2
[Ohh et al., 2002; Lo & Hannink, 2006].

El papel que tiene la neddilacién en el UPS es complejo ya que promueve
un cambio conformacional en la culina que facilita el reclutamiento de la
enzima E2 activada y libera la auto-inhibicién ejercida por el extremo
C-terminal de la culina. Esta alteracion estructural permite a Rbx moverse
libremente, con lo que la enzima E2 activada con la Ub queda mas préxima al
residuo de Lys del sustrato (ver Esquema V). Por tanto, Nedd8 no solo
estimula la transferencia de la Ub desde la E2 al sustrato sino que también

facilita la elongacién de la cadena de poli-Ub [Merlet et al., 2009].

Esquema V. Cambio conformacional en CUL3 por neddilacién. a) En ausencia de neddilaciéon
el extremo C-terminal de CUL3 ejerce un efecto inhibitorio sobre la ubiquitinacion de NRF2 ya que
la distancia entre la E2 activada con la Ub y el sustrato NRF2 es muy grande (50 A). b) La
neddilacién de CUL3 induce un cambio conformacional en el complejo E3-ligasa que aproxima la
Ub a los residuos de Lys del dominio Neh2 de NRF2, gracias al movimiento libre de Rbx. Adaptado
de [Andérica-Romero et al., 2013].
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El proceso de neddilacién es reversible. La deneddilacion es llevada a cabo
por un complejo multiproteico similar al proteasoma Illamado COP9-
signalosoma (CSN). EI CSN es un complejo muy conservado evolutivamente
de 8 subunidades (CSN1-8) responsable de la eliminacién de Nedd8 de las
culinas. Las subunidades CSN5 y CSN6 contienen un dominio MPN
(MPR-PAD1-Nterm) y el resto de subunidades contienen un dominio PCI
(Proteasome; COP9-signalosome; elongation initiation factor 3, elF-3). Cada
una de estas subunidades tiene su analoga en el proteasoma [Kapelari et al.,
2000]. CSN5 es considerada la subunidad catalitica del complejo debido a su
actividad metaloproteasa de su motivo JAMM (Jab1/MPN domain
metalloenzyme) [Dubiel, 2009].

El CSN es reclutado en el complejo E3-ligasa e interactua directamente con
la culina y con Rbx provocando la deneddilacion [Lyapina et al., 2001; Pintard
et al., 2003]. CSN no solo es necesario para la deneddilacién de culinas sino
que también es importante en la estabilizacion de Rbx, que juega un papel
crucial en la actividad de las CRLs [Peth et al., 2007].

Tanto la neddilaciéon como la deneddilacién son requeridas para la actividad
de CRL in vivo [Cope & Deshaies, 2003]. La funcion de la neddilacion es
reclutar la enzima E2 conjugada con la Ub a la culina y promover la
ubiquitinacién del sustrato y la elongacion de la cadena de poli-Ub. Sin
embargo, la deneddilacion promueve la liberacion de la E2 vacia (sin Ub),
seguido de otra ronda de neddilacion. El ciclo de neddilacion / deneddilacion
puede ser obstaculizado por dos mecanismos: i) alteracidon de la neddilacion y
reclutamiento de la E2-Ub o ii) inhibicién de la deneddilaciéon por mutacion del
CSN, bloqueando la E2-vacia en el complejo E3-ligasa. Ambos mecanismos
inhiben la actividad del complejo E3-ligasa y eluden la ubiquitinacion del
sustrato [Pintard et al., 2003].

Por otro lado, este ciclo de neddilacién / deneddilacion es esencial para
estabilizar los niveles de culina, previniendo la auto-ubiquitinacién de los
adaptadores de sustrato y mantener la funcionalidad del complejo E3-ligasa,
gracias a la asociacion del complejo CSN con una deubiquitinasa
Ubp12/USP15 [Zhou et al., 2003].
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Las CRLs no solo se regulan por ciclos de neddilacion / deneddilacién sino
también por ciclos de ensamblaje / desensamblaje que es dependiente del
estado de neddilacion de la culina. El ciclo de neddilacion / deneddilacion
incrementa la actividad del complejo E3-ligasa, como ya se ha mencionado.
Por el contrario, la actividad de la E3-ligasa es inhibida por un proceso de dos
etapas que implica el desensamblaje del complejo. El primer paso consiste en
la extraccion de Nedd8 de la culina y el segundo paso implica la asociacion de
la proteina CAND1 (cullin-associated and neddylation-dissociated 1) al
complejo E3-ligasa deneddilado. CAND1 se une preferiblemente a los
complejos culina / Rbx deneddilados, impidiendo su ensamblaje en nuevos
complejos E3-ligasa. CAND1 se une directamente a ambos extremos de la
Culina (ver Esquema VI), bloqueando la unién de las proteinas adaptadoras
de sustratos (extremo N-terminal) y la incorporacion de Nedd8 a los residuos
de Lys (extremo C-terminal) [Zheng et al., 2002].

Este mecanismo de regulacion de las CRLs mediado por CAND1 es
manifiesto en el caso de CUL3-KEAP1-NRF2 [Lo & Hannink, 2006]. CAND1
no se une a todas las culinas y no se une a la misma culina en todos los tipos
celulares, lo que indica que el papel de CAND1 podria solo ser esencial bajo
determinadas condiciones fisiologicas y seria dependiente del tipo celular
[Merlet et al, 2009].
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Esquema VI: Mecanismos de regulacion del complejo CUL3-Rbx-KEAP1 E3-ligasa. Este
complejo es activo cuando se encuentra en estado neddilado, que facilita el acoplamiento de un
homodimero de KEAP1 a NRF2 en el complejo, resultando en la ubiquitinacion y degradacion de
NRF2. El complejo es inactivado en situaciones de estrés oxidativo por deneddilacién. EI complejo
CSN retira Nedd8 de CUL3 realzando la interaccion de CUL3 y CAND1, que desencadena la
disociacion de KEAP1-NRF2 del complejo CUL3-E3-ligasa. Finalmente, se reactiva el complejo
E3-ligasa mediante otra ronda de neddilacion. Tras la deneddilacion el complejo E3-ligasa, puede
ser de nuevo reactivado sin necesidad de ser desensamblado, gracias a la enzima E2-UBC12 que
conjuga de nuevo Nedd8 a CUL3 sin la disociacion de KEAP1-NRF2 (flecha roja). Adaptado de
[Villeneuve et al., 2010].

4. NEUROTRANSMISION GLUTAMATERGICA

41. METABOLISMO DEL GLUTAMATO

El glutamato es el mayor neurotransmisor en el cerebro de mamiferos y
estd implicado en el procesamiento de la informacién y en la plasticidad
sinaptica. Comparado con otros neurotransmisores, los niveles de glutamato
son extremadamente altos en el SNC de mamiferos, siendo aproximadamente
de 5-10 mmol/kg [Butcher & Hamberger, 1987]. Estos niveles son ~1000 veces

mas elevados que los de muchos otros importantes neurotransmisores, tales
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como la dopamina, norepinefrina y serotonina. Su concentracion en la
hendidura sinaptica en condiciones de reposo permanece baja (~0.6 uM). Sin
embargo, durante la transmisién sinaptica, el glutamato es liberado desde la
neurona pre-sinaptica en un corto periodo de tiempo (1-2 ms), alcanzando
concentraciones de 100 uM. Estos niveles son restablecidos a los niveles
basales gracias a los transportadores de glutamato de alta afinidad localizados
tanto en las neuronas pre-sinapticas y post-sinapticas, como en las células
gliales adyacentes, y que protegen al SNC de la neurotoxicidad inducida por
glutamato [Kanai & Hediger, 1992].

No hay evidencia de un metabolismo extracelular del glutamato. Como se
acaba de mencionar, este aminoacido excitador es retirado del espacio
extracelular por una familia de transportadores Na’- dependientes y de alta
afinidad. Estos se denominan GLAST (EAAT1), GLT | (EAAT2), EAAC
(EAAT3), EAAT4 y EAATS [Kanai & Hediger, 1992; Kanai et al., 2013]. EAACy
EAAT5 se encuentran exclusivamente en neuronas, mientras que GLAST vy
GLT1, los mayores contribuidores en el consumo de glutamato, son
especificos de la glia, colocando a los astrocitos como responsables de la
mayor parte de la captacion de glutamato y de su metabolismo en el cerebro
[Rothstein et al., 1996]. Este glutamato captado por los astrocitos es utilizado

para la sintesis de novo de GSH (ver Seccién 2.2).

4.2. RECEPTORES DE GLUTAMATO

Los efectos del glutamato se ejercen a través de tres tipos mayoritarios de
receptores ionotrépicos (AMPA, KAINATO y NMDA) y varias clases de

receptores metabotrépicos acoplados a proteinas G [Dong et al., 2009].
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4.2.1. Receptores metabotropicos de glutamato

Los receptores metabotropicos de glutamato son receptores acoplados a
proteinas G. Estan clasificados en 8 subtipos (mGLU1 a mGLU8) que estan
divididos, a su vez, en tres grupos en funcién de la proteina G acoplada, de la
estructura molecular, de la homologia en la secuencia aminoacidica o del perfil

farmacoldgico.

El grupo | incluye mGlu1 y mGlu5; éstos estan acoplados a fosfolipasa C
[Tanabe et al., 1992; Joly et al., 1995]. La activacién de estos receptores
genera inositol-1, 4, 5-trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP; libera Ca**
desde el reticulo endoplasmatico y junto con el DAG activa la proteina PKC,
respectivamente. Por lo general, los receptores mGlu1 y mGlu5 incrementan la
excitabilidad neuronal y por ello han sido estudiados como dianas terapéuticas
para prevenir la neurodegeneracibn mediada por concentraciones
excitotoxicas de glutamato. El compuesto (+)-2-metil-4-carboxifenilglicina
(LY367385), un potente y selectivo antagonista de receptores mGlu1, es
considerado neuroprotector en modelos de excitotoxicidad [Bruno et al., 1999].
Otro compuesto, el 2-metil-6-(feniletinil)-piridina (MPEP), inhibidor de
receptores mGlu5, también previene la neurodegeneracion en un modelo en
rata de la enfermedad de Parkinson inducido por 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP), facilitando la activacion de receptores ionotrépicos
de NMDA [Hsieh et al., 2012]

El grupo Il y grupo lll estan preferiblemente localizados en la regién
terminal de los axones y estan negativamente acoplados a la adenilato ciclasa.
El grupo Il incluye mGlu2 y mGIlu3 [Emile et al., 1996]. Su activacion atenuda la
liberacion de glutamato [Mateo & Porter, 2007; Grueter & Winder, 2005]. El
grupo IIl incluye mGlu4, mGlu6, mGlu7 y mGIlu8 y también funcionan
conteniendo la liberacién de glutamato o GABA desde los terminales axoénicos,
evitando la sobre-activacion de receptores post-sinapticos de NMDA [Vera &
Tapia, 2012]. Actualmente se sabe que el glutamato enddgeno activa estos
receptores y protege frente a la excitotoxicidad [Vera & Tapia, 2012]. Ademas

se ha demostrado que un agonista de los receptores mGlu8, el (S)-3,4-DCPG,
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es capaz de revertir los déficits motores en modelos prolongados de Parkinson
[Johnson et al., 2013].

4.2.2. Receptores ionotropicos de glutamato

Los receptores ionotropicos activados por glutamato son los receptores de
acido N-metil-D-aspartato (NMDA), los receptores de acido a-amino-3-hidroxi-

5-metil-4-isoxazolpropionico (AMPA) y los receptores de kainato.

4.2.2.1.Receptores AMPA y de kainato

Los receptores AMPA (AMPARS) y los receptores de kainato son canales
tetraméricos catidnicos permeables al Na* y al Ca”*. Los AMPARs estan
compuestos por 4 subunidades (GluA1-A4) que median una rapida transmision
sindptica excitadora en el SNC de los mamiferos [Heine et al., 2008]. Los
receptores de kainato estdn compuestos por 5 subunidades diferentes
(GLUK1, GLUK2, GLUKS5, GLUK6 y GLUK?7), localizadas pre-sinapticamente,
donde modulan la liberacién de glutamato [Chittajallu et al., 1996] o post-
sinapticamente, donde pueden regular la neurotransmisién excitadora
[Vignes & Collingridge, 1997].

4.2.2.2.Receptores NMDA

Los receptores NMDA (NMDARSs) son canales catidénicos permeables al
Na*, K y al Ca*, que median muchas funciones neuronales incluyendo la
plasticidad, la consolidaciéon sinaptica durante la diferenciacion neuronal, la
potenciacion a largo plazo (LTP: long term potentiation), la regeneracién y la
supervivencia [McDonald & Johnston, 1990; Castellano et al., 2001; Cheng &
Ip, 2003]. Los NMDARs necesitan dos diferentes agonistas unidos
simultaneamente para abrir el poro del canal: glutamato y glicina [Paoletti &
Neyton, 2007]. El poro del canal de los NMDARs es bloqueado por Mg2+ de

manera voltaje-dependiente.
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Los NMDARs funcionan como un heterotetramero que contienen dos
subunidades NR1 (también denominadas GIuN1), que son esenciales para la
funcionalidad del receptor y contienen el sitio de uniéon a la glicina, y dos
subunidades NR2 (NR2A, NR2B, NR2C 6 NR2D), también denominadas
GIuN2A-D, que contienen el sitio de unién al glutamato, (ver Figura V) [Forrest
et al. 1994; Hollmann & Heinemann, 1994]. Ademas, se encuentran las
subunidades NR3A [Ciabarra et al., 1995; Sucher et al., 1995] y NR3B
[Nishi et al., 2001; Chatterton et al., 2002; Matsuda et al., 2002], también
llamadas GIuN3A-B, recientemente identificadas, que pueden sustituir a las
subunidades NR2 en los receptores, disminuyendo la conductancia del canal y
la permeabilidad al ca* [Pérez-Otano et al., 2001; Matsuda et al., 2003].

En las sinapsis, NMDAR se une a complejos multiproteicos en el extremo
C-terminal de las subunidades NR1 y NR2 [Collins et al., 2006]. Este complejo
facilita la localizacién del receptor en areas especificas, tales como la
membrana post-sinaptica, permitiendo la interaccién con una amplia variedad
de moléculas citosélicas de transduccién de sefales [Waxman & Lynch, 2005].
El extremo C-terminal de la subunidad NR2 se une a las proteinas MAGUKs
(membrane associated guanylate ciclases), tales como PSD-95, SAP-102 y
PSD-93.

Estas proteinas actuan de andamiaje (scaffold) multiproteico permitiendo
que otras proteinas, como es el caso de la nNOS (neuronal nitric oxide
synthase), se localicen mas cerca de los receptores, de tal manera que puedan

ser activadas mas eficientemente por ca® [Aarts et al., 2002].
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Figura V. Representacion esquematica de la estructura de NMDAR. Se observan los dos tipos
de subunidades, NR1 y NR2, asi como las proteinas MAGUKs (PSD-95, PSD-93 y SAP-102), que
se unen al dominio intracelular de la subunidad NR2 para anclar al receptor en areas especificas.
Estos receptores presentan un sitio especifico de union a glicina en la subunidad NR1 y un sitio

especifico de unién a glutamato en la subunidad NR2. El poro del canal es bloqueado por Mg”.

Hay un gran numero de evidencias que respaldan la hipétesis de que los
NMDARs sinapticos activan vias neuroprotectoras, mientras que los
extrasinapticos son responsables de la excitotoxicidad [Hardingham et al.,
2002; Hardingham & Bading, 2010; Kaufman et al., 2012; Puddifoot et al.,
2012]. La activacion de NMDARs sinapticos induce la actividad de CREB
(cAMP response element binding protein) y BDNF (brain derived neurotrphic
factor), desencadenando sefiales anti-apoptéticas, mientras que la activacion
de los extrasinapticos tiene efectos contrapuestos [Hardingham et al., 2002].
Sin embargo, recientes publicaciones han cuestionado este hecho
demostrando que la activacién prolongada de NMDARs sinpticos también

puede originar muerte celular excitotéxica [Wroge et al., 2012].

Independientemente de su localizacién, hay muchas evidencias de que
existe una funcion diferencial de los NMDARs dependiendo de la composicion
de sus subunidades, ya que tienen diferentes efectos sobre la acumulacion del

calcio citosdlico, la morfologia mitocondrial y la sefalizacion mediada por
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MAPK, y donde la subunidad NR2B podria activar preferencialmente senales
de muerte neuronal [Paul & Connor, 2010; Choo et al., 2012].

4.2.2.3.Receptores NMDA en astrocitos

Los NMDARSs estan involucrados en muchos procesos cognitivos como el
aprendizaje, comportamiento y la plasticidad sinaptica. Durante mucho tiempo
se ha creido que los astrocitos no respondian a NMDA [Backus et al., 1989;
McNaughton & Hunt, 1992] y que estos receptores eran exclusivos de
neuronas. Sin embargo, las investigaciones de estas dos ultimas décadas han

demostrado un papel activo de estos receptores en las células gliales.

Se sabe que los astrocitos envuelven las hendiduras sinapticas y son
capaces de modular la plasticidad sinaptica [Verkhratsky et al., 2007]. Estas
células gliales utilizan los AMPARs y NMDARs como sensores en este
proceso, ya que difieren en su sensibilidad a glutamato y en su tasa de
de-sensibilizacion, proporcionandoles informacion acerca de la duracion y de la

concentracion de glutamato en la hendidura sinaptica.

Estudios recientes han confirmado mediante PCR e inmunorreactividad que
los astrocitos presentan, en condiciones fisiologicas, todas las conocidas
subunidades constitutivas de los NMDARs: NR1 [Aoki et al., 1994; Schipke et
al., 2001], NR2A [Conti et al., 1996], NR2B [Luque et al., 1995; Conti et al.,
1996], NR2C [Akazawa ef al., 1994; Schipke et al., 2001], NR2D [Palygin et al.,
2010], NR3A [Cahoy et al., 2008] y NR3B [Palygin et al., 2010]. Los astrocitos
presentan una composicion diferencial de los NMDARs que esta asociada con
el area cerebral que ocupan [Gottlieb & Matute, 1997] como se indica en la
Figura VI. El co-ensamblaje de estas subunidades dentro de los NMDARs
gliales altera marcadamente sus propiedades. Gracias a los estudios
funcionales, se ha podido demostrar que los NMDARSs de astrocitos presentan
algunas caracteristicas que los diferencian de los de neuronas, como por
ejemplo, el poro del canal, que no es bloqueado por M92+, presentan una
menor permeabilidad al Ca** [Palygin et al., 2011] y que la remodelacion de la

sefalizacion ionotropica es dependiente de la edad [Lalo et al., 2011]. Estas
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propiedades especificas de estos receptores sugieren la presencia de la
subunidades NR3. Por lo tanto, la composicion mas probable de los NMDARs
en astrocitos corticales, segun estudios farmacolégicos, parece ser fri-
heteromérica, conteniendo las subunidades NR1, NR2C/D y NR3 [Palygin
et al., 2011] (ver Figura VI). Este hecho hace que los NMDARs puedan ser
potencialmente activos en el potencial de membrana en reposo a diferencia de

los de las neuronas [Dzamba et al., 2013].

Condiciones Condiciones
fisiologicas isquémicas

?

CORTEZA

Figura VI. Composicion mas probable de los NMDARs en los astrocitos localizados en
corteza e hipocampo, en condiciones fisiolégicas e isquémicas. En este esquema se muestra
la composicién mas frecuente de los NMDARSs en dos regiones particulares del SNC (corteza e
hipocampo) bajo condiciones fisiolégicas y patolégicas, basada en datos publicados
predominantemente de estudios funcionales. El signo de pregunta significa que la composicion de
los NMDARSs es desconocida. Es un dato a tener en cuenta, la presunta ausencia de NMDARs

funcionales en los astrocitos hipocampales. Adaptada de [Dzamba et al., 2013].
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Por otro lado, la sobre-estimulacion de los NMDARs que ocurre en
determinadas situaciones patolégicas como la isquemia, es perjudicial no solo
para las neuronas sino también para las células gliales. En estas condiciones
de isquemia transitoria, los astrocitos son capaces de incrementar la expresion
de determinadas subunidades de los NMDARs (NR1 y NR2A-B), promoviendo
tanto la muerte neuronal como la muerte de las propias células gliales [Gottlieb
& Matute, 1997; Krebs et al., 2003]. Este efecto es debido a una entrada
excesiva de Ca®" a través de los NMDARs que es captado por la mitocondria,
provocando su despolarizacién. Esta sobrecarga de Ca* en la mitocondria
provoca la formacién de ROS y la muerte celular por necrosis. Cuando el dano
dependiente de NMDAR es menos intenso, la despolarizacién mitocondrial es
incompleta y los niveles de ATP son suficientes para soportar el proceso activo

asociado con la apoptosis [Hardingham & Bading, 2003].

4.3. PAPEL DE LOS ASTROCITOS EN LA NEUROTRANSMISION

Durante varias décadas se le ha otorgado a los astrocitos un papel pasivo
en la fisiologia del sistema nervioso. Sin embargo, en los ultimos afios se han
evidenciado aspectos importantes de la biologia celular de los astrocitos, como
su capacidad de modular la transmision sinaptica [Araque & Perea, 2004;
Serrano et al.,, 2006]. Los astrocitos muestran una forma de excitabilidad
basada en los incrementos de Ca®" intracelular. Estudios de cultivos celulares
han demostrado que estimulos que evocan incrementos de Ca” intracelular en
un unico astrocito, se pueden propagar a astrocitos adyacentes, formando
ondas de Ca* que pueden extenderse por cientos de micrometros [Cornell-
Bell et al., 1990; Smith, 1994].

Ademas de los receptores glutamatérgicos, hay evidencia de que los
astrocitos expresan una amplia variedad de otros receptores, tales como
GABAérgicos, adrenérgicos, muscarinicos, purinérgicos, serotonérgicos y
peptidérgicos. Tras su activacion por aplicacion exdégena de sus
correspondientes neurotransmisores, promueven un incremento en la

. 2+ . . . . . .
concentracion de Ca“’, in vitro e in vivo, no solo en los propios astrocitos

[Porter & McCarthy, 1996] sino también en las neuronas adyacentes
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[Nedergaard, 1994]. Estos y otros estudios posteriores, confirmaron la
capacidad de los astrocitos de liberar el neurotransmisor excitador glutamato
[Parpura et al., 1994; Bezzi et al., 1998], que es el principal responsable de
coordinar la sefalizacidén paracrina entre astrocitos y neuronas [Araque et al.,
2001; Haydon, 2001]. Todos estos trabajos colocan a los astrocitos como
integrantes fundamentales de las sinapsis centrales y periféricas. Ademas del
glutamato, la D-Serina, agonista endégeno del sitio de unién a glicina de los
NMDARs, es sintetizado y liberado por los astrocitos (ver Figura VII). Es uno
de los “gliotransmisores” mejor estudiados, y se sabe que es también capaz de
modular la neurotransmisién [Miller, 2004] y la plasticidad sinaptica [Yang et
al., 2003. La activacion de receptores metabotrépicos de glutamato
desencadena, eficientemente, la liberacion de  D-serina de manera Ca®*
dependiente [Mothet et al., 2005].

Terminal |
Proceso Presinaptico
Astrocitico - - |
N — - .Ir_.
o O (™) oo
© o
21 © co o

2. o ° ;.loNMD X

Neurona
Post-sinaptica

Figura VII: Regulacion de NMDARs por D-serina astrocitica. El glutamato liberado
sinapticamente desde el terminal pre-sinaptico se une a receptores especificos localizados en la
superficie de los procesos astrociticos que envuelven el botén sinaptico.(1) Esto estimula vias
intracelulares dependientes de Ca** (2), conduciendo a la liberacién de D-serina hacia la hendidura
sinaptica, que posteriormente se une a NMDARSs en la neurona post-sinaptica (3). Modificado de
[Oliet &Mothet, 2009]
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Los astrocitos también son capaces de liberar otros gliotransmisores como
el ATP, que tiene un efecto sefalizador, propagando las ondas de Ca* hacia
las neuronas adyacentes y modulando la transmisién sinaptica [Koizumi et al.,
2003].

4.4. EXCITOTOXICIDAD

La excitotoxicidad es un proceso patolégico que conduce a la muerte
celular y ocurre cuando los NMDAR son hiperactivados. Se la relaciona con la
patogénesis de muchas enfermedades neurodegenerativas como Huntington,
Alzheimer, Parkinson o Esclerosis Lateral Amiotrofica. Los mecanismos
moleculares aguas abajo (downstream) a la hiperactivacion de los NMDAR son
multiples y complejos y, a pesar de que han sido ampliamente investigados, no

se conocen ni se entienden completamente.

4.4.1. La excitotoxicidad provoca sobrecarga de Ca’* y

activacioén de calpainas

La sobrecarga de Ca®* que tiene lugar después de la estimulacion de
NMDAR juega un papel critico en los procesos de excitotoxicidad. La fuente de
ca® puede provenir del medio extracelular o intracelular (reticulo
endoplasmico). Alterando el ambiente idnico extracelular de neuronas
corticales en cultivo primario y exponiéndolas a glutamato, se describié que
existia una dependencia de Ca®* en la neuroexcitotoxicidad y que a bajas
exposiciones a glutamato, el ca® juega un papel crucial en la muerte neuronal
[Choi, 1987]. Ademas se determind la influencia de la hiperactivacion de
NMDAR en este proceso [Choi, 1987].

Aparte del incremento inicial en la concentracion de Ca®* citosdlico tras la
estimulacion de NMDAR, se produce la llamada desregulacién retardada del
calcio (delayed calcium deregulation) o incremento intracelular tardio de ca”,
que persiste después de la retirada del glutamato y que provoca otros efectos

como la activaciéon de calpainas, una familia cisteina-proteasas dependientes
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de ca* [Brustovetsky et al., 2010]. Las calpainas procesan la isoforma
completa de la TrkB-FL (fropomyosin-related kinasa B), un receptor de
neurotrofinas similar al BDNF. Esto conlleva a la formaciéon de una proteina
truncada que carece del dominio tirosina kinasa (TrkB-T1) [Vidaurre et al.,
2012]. Este desequilibrio TrkB-FL / TrkB-T1 esta asociado con un modelo en
rata de isquemia cerebral focal, que presenta elevados niveles de TrkB-T1 y
reduccién en los niveles de TrkB-FL tras sobreestimulacion de NMDAR
[Vidaurre et al., 2012]. Las calpainas también desencadenan la escision
proteolitica del intercambiador de Na* / Ca** (NCX), el mayor sistema de
extrusion de Ca®" en la membrana plasmatica, afectando a la homeostasis del
calcio y promoviendo muerte neuronal [Bano et al., 2005; Brustovetsky et al.,
2010]. Este efecto puede ser realzado por una alteracion del NCX, que tiene
lugar durante la estimulacion de AMPARs, y que conlleva un incremento en la
concentracién de Ca® intracelular y la activacion de calpainas [Araujo et al.,
2007].

4.4.2 CDK5-p25 en excitotoxicidad

Durante el fenémeno de excitotoxicidad las calpainas también transforman
p35 en p25 provocando la hipeactivacién de la kinasa dependiente de ciclina 5
(CDKD5) [Lee et al., 2000; Kusakawa et al. 2000; Nath et al., 2000]. CDK5 es
una serina / treonina kinasa que es activada por la unién a la subunidad
reguladora p35. La actividad de CDK5 esta determinada por la concentracion
disponible de p35 [Lee et al.,, 1996; Zhu et al., 2005], que esta, a su vez,
controlada por el balance entre su sintesis y su degradacion, y por fosforilacion
[Zhao et al., 2009; Hisanaga & Endo ef al., 2010]. CDK5-p35 se encuentra
asociada a membrana por miristoilacion de p35 y se la relaciona con
supervivencia neuronal, mientras que la hiperactivacion de CDK5 por p25 tras
la sobreestimulacion de NMDARs, promueve muerte neuronal por apoptosis,
mediada por la fosforilacion e inactivacion del complejo APC/C-Cdh1
[Jaquenoud et al., 2002; Maestre et al., 2008]. La inactivacion del complejo
APC/C-Cdh1 conduce a la acumulacion de ciclina B1, desencadenando muerte
apoptotica neuronal [Maestre et al., 2008]. Esta acumulacién de ciclina B1 se

ha observado en &areas degeneradas del cerebro en la enfermedad de
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Alzheimer e isquemia, condicidn patolégica que ha sido ampliamente asociada

con la muerte neuronal excitotdxica [Vincent et al., 1997; Wen et al., 2004].

4.4.3 Disfuncién mitocondrial y excitotoxicidad

La mitocondria contribuye a prevenir los excesivos niveles de ca”
intracelular importando Ca®* citosdlico a través de un sistema uniporte
localizado en su membrana interna [Gunter & Gunter, 1994; White & Reynolds,
1997, Gunter & Gunter, 2001]. Sin embargo, durante el proceso excitotoxico se
produce una sobrecarga mitocondrial de ca* que desata la activacion del poro
de ftransicién de permeabilidad (PTP), causando la despolarizacion de la
membrana mitocondrial interna y la inhibicion de la sintesis de ATP [Wang et
al., 1994; Khodorov et al., 1996]. La inhibicién de la fosforilacion oxidativa y la
pérdida de potencial de membrana mitocondrial finalmente conllevan al
incremento de ROS y a la liberacién del citocromo c, jugando un papel
importante en la excitotoxicidad glutamatérgica [Urushitani et al., 2001;
Luetjens et al., 2000].

Recientemente se ha descrito que el citocromo c liberado por la mitocondria
es capaz de interaccionar con las bombas SERCA (sarco / endoplasmic Ca2+
pumps) del tipo IP;R1 (activado por la via de la fosfolipasa C / IP3) en el
reticulo endoplasmatico, provocando la salida de Ca” desde el reticulo y

promoviendo apoptosis [Boehning et al., 2003; Beresewicz et al., 2006].

La excitotoxicidad y el estrés oxidativo también alteran los procesos de
fision y fusién mitocondrial, generando mitocondrias fragmentadas, un hecho
que se ha observado en muchas enfermedades neurodegenerativas [Knott et
al., 2008; Nguyen et al., 2011]. Ademas, las mutaciones generadas en OPA1
(optic atrophy type 1), una GTPasa relacionada con dinamina, que es esencial
para la fusion mitocondrial, también desencadenan la sobre-regulacion de

NMDAR, conduciendo al proceso excitotéxico [Nguyen et al., 2011].
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4.4.4 Una vision general sobre la relacion entre la

excitotoxicidad y las enfermedades neurodegenerativas

Muchas evidencias en modelos animales y en humanos sugieren la
implicacion de la excitotoxicidad en el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas. Se han descrito alteraciones tempranas en el sistema
glutamatérgico en la enfermedad de Huntington, incluyendo la caida en la
captacion de glutamato por los astrocitos debido a la disminucion en los
niveles de los transportadores GLAST y GLTI [Lievens et al., 2001; Estrada-
Sanchez et al., 2009], el incremento de las respuestas a NMDA y la
disminucién de la sensibilidad al Mg2+ [Starling et al., 2005], asi como cambios

en la composicion de las subunidades de los NMDARSs.

El hecho de que las neuronas dopaminérgicas que degeneran en la
enfermedad del Parkinson sean también vulnerables a la excitotoxicidad, ha
permitido testar en modelos de ratones, diferentes agonistas del grupo Il de
receptores glutamatérgicos metabotrépicos para mejorar la aquinesia
caracteristica de esta enfermedad [Broadstock et al., 2012].

La esclerosis lateral amiotréfica (ELA) se caracteriza por la degeneracion
de motoneuronas. Multiples datos de pacientes con ELA y de ratones mutantes
para la Cu/Zn-SOD, modelos bien conocidos y establecidos de la enfermedad,
han permitido relacionar el desarrollo de esta enfermedad con la alteracion de
la homeostasis del Ca®*, el estrés oxidativo y la disfuncién mitocondrial
[Kruman et al., 1999]. Conjuntamente, estos modelos han conseguido vincular
a esta enfermedad con defectos en el transporte de glutamato como
consecuencia de la pérdida del transportador GLTI [Rothstein et al.,, 1995;
Howland et al., 2002].

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por la presencia de depdésitos
de B-amiloide que pueden inducir excitotoxicidad mediada por NMDA, por
alteracién en los transportadores de glutamato y en la regulacion de ca”
[Mattson et al., 1992]. Existen varios estudios que indican que las dianas
utilizadas para solventar diferentes aspectos relacionados con la

excitotoxicidad podrian también ser efectivas para el tratamiento de la
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enfermedad del Alzheimer, como por ejemplo, los agentes bloqueantes de la
entrada de Ca®' [Weiss et al.,, 1994; Le et al., 1995] o los antagonistas de
determinados receptores glutamatérgicos. Actualmente la memantina junto con
el donepezil (inhibidor de la colinesterasa) son las Unicas drogas que se han
demostrado hasta el momento, que son efectivas para el tratamiento de los
sintomas de grado moderado a severo del Alzheimer. La memantina bloquea
preferentemente los canales abiertos asociados con receptores ionotropicos
extrasinapticos de glutamato, y su tasa de disociacion es rapida por lo que no
se acumula ni interfiere con la transmisién normal glutamatérgica [Lipton, 2004;
Glodzik et al., 2008].
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Hipotesis y Objetivos

1. HIPOTESIS

Es un hecho bien conocido que las neuronas son células altamente
susceptibles a las especies reactivas de oxigeno (ROS). Por el contrario, sus
vecinos los astrocitos son células altamente resistentes al estrés oxidativo. El
mayor contenido de antioxidantes, particularmente glutatién, en los astrocitos
en comparacion con las neuronas, justifica esta susceptibilidad diferencial. Sin
embargo, el mecanismo molecular determinante que explica esta diferencia en
la respuesta antioxidante de ambos tipos celulares se desconoce. En vista de
estos antecedentes, nosotros proponemos la posibilidad de que las neuronas y

los astrocitos regulen diferencialmente la via antioxidante de NRF2.

Por otro lado, se conoce que la neurotransmision glutamatérgica
inevitablemente induce la formacion de ROS que pueden desencadenar dano
oxidativo, conduciendo eventualmente a la neurodegeneracion. Aunque las
neuronas estan equipadas con una discreta e intrinseca defensa antioxidante,
ésta es insuficiente para proporcionarles la supervivencia durante el estrés
oxidativo. Nosotros proponemos la hipétesis de que la propia neurotransmision
desencadena las sefales necesarias para el mantenimiento del estado redox

en las neuronas.
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2. OBJETIVOS

A la vista de los antecedentes e hipotesis, nos planteamos conseguir los

siguientes objetivos:

1. Caracterizar y estudiar el mecanismo de regulacion de la via de
sefalizacion antioxidante NRF2-KEAP1-CUL3 en neuronas y astrocitos

corticales de rata.

2. Determinar si la estimulacion fisiolégica de NMDAR en astrocitos activa la

respuesta antioxidante mediada por NRF2.

3. Investigar, en su caso, la via de sefializacion responsable de la activacion
de NRF2 en astrocitos.

4. Dilucidar si la via de transduccién mediada por NRF2 en astrocitos

satisface los requerimientos antioxidantes neuronales.
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Material y Métodos

1. ANIMALES

Los cultivos primarios celulares se obtuvieron de ratas albinas de la raza
Wistar, criadas y suministradas por el Servicio de Experimentacion Animal
(SEA) de la Universidad de Salamanca. Los animales se criaron en jaulas y se
mantuvo un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas, con la fase de oscuridad entre
las 20:00 y las 8:00 horas del dia siguiente. Las condiciones ambientales del
animalario se mantuvieron con una humedad relativa entre el 45% y el 65% vy
una temperatura entre 20°C y 25°C. Los animales se alimentaron ad libitum
con una dieta sélida estandar (17% de proteinas, 3% de lipidos, 58.7% de
componente glucidico, 4.3% de celulosa, 5% de minerales y 12% de humedad)

y han tenido acceso libre al agua durante todo el tiempo.

La etapa gestacional se ha controlado limitando la cohabitacion de las ratas
virgenes con machos a una unica noche. A las 9:00 horas del dia siguiente, se
aislaron las ratas que tuvieron presencia de espermatozoides en el frotis
vaginal acompafiados de células epiteliales de la vagina (que son
caracteristicas de un dia fértil del estro). Bajo estas condiciones, el periodo

gestacional de la rata se asumio6 de 21.7 dias.

Todas las manipulaciones y los procedimientos con animales estan de
acuerdo con la normativa vigente de la Comision Europea 18.06.2007
(2007/526/CE) y de la Legislacion Espafiola (RD 1201/2005) en relacion a la
acomodacién y al cuidado de animales de experimentacion. Todos los
protocolos realizados en esta Tesis se han aprobado por el Comité de Bioética

de la Universidad de Salamanca.
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2. CULTIVOS CELULARES

2.1. CULTIVO PRIMARIO DE NEURONAS CORTICALES

Los cultivos primarios de neuronas corticales se realizaron a partir de
embriones de ratas de 16 dias de gestacion (E16) [Almeida et al., 2004]. Las
ratas gestantes se sacrificaron por dislocacién cervical tras anestesiarlas en
una atmoésfera de CO,, los embriones se extrajeron por histerectomia y se
trasladaron a una cabina de flujo laminar (TC48, Gelaire Flow Laboratories,
McLean, Virginia, USA). Los hemisferios cerebrales se extrajeron usando
tijeras, pinzas y pafiuelos impregnados en etanol al 70%. Se colocaron en una
placa de poliestireno de 20 cm? (Nunc; Roskilde, Dinamarca) que contenia la
soluciéon de disgregacion (EBSS: NaCl 116 mM, KCI 5.4 mM, NaH,PO, 1.01
mM, MgSO, 1.5 mM, NaHCO; 26 mM, glucosa 4 mM, rojo fenol 10 mg/ml,
albumina 0.3% (p/v) y DNAsa tipo | 20 pg/ml, pH 7.2) y se cortaron
suavemente con un bisturi. Posteriormente, el tejido parcialmente disgregado
se paso6 a un tubo de 50 ml (BD, Falcon, Bedford, Massachussets, USA) y se
decanté durante 4 minutos. El pellet se resuspendid en la solucién de
tripsinizacion (solucion de disgregacion suplementada con tripsina 0,025%
p/v). La digestién enzimatica del tejido se realiz6é a 37°C durante 15 minutos en
un bafio termostatico agitando suavemente cada 3 6 4 minutos para facilitar el
proceso. La tripsinizacion se detuvo afiadiendo suero fetal de ternera (FCS;
Linus, Madrid, Espafa) a una concentracioén final del 10% (v/v), y el tejido se
centrifugd a 500 x g durante 5 minutos (Eppendorf 5702R, Hamburgo,

Alemania).

El pellet resultante se resuspendio en 12 ml de la solucién de disgregacion,
haciéndolo pasar 9 veces a través de una pipeta Pasteur, previamente
siliconada para favorecer el proceso y evitar la rotura celular. El sobrenadante
que contenia las células disociadas, se recogié en un tubo de 50 ml. Este
proceso se repitié para incrementar el rendimiento, combinandose finalmente
los sobrenadantes, que se centrifugaron a 500 x g durante 5 minutos. El
sedimento se resuspendid, primero, en 1 ml de DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium; Sigma-Aldrich Chemical Co., Barcelona, Espafa)

cuidadosamente seguido por otros 19 ml de DMEM. De esta suspension, se
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recogio una alicuota de 10 pL, se afiadieron 40 pL de azul de tripano (Sigma-
Aldrich) al 0.4% (v/v) y 30 yl de DMEM para el recuento celular con una
camara cuenta glébulos de Neubauer (Zeiss, Oberkochen, Alemania) y bajo un

microscopio de contraste de fases (modelo CK30, Olympus, Japén).

La suspensioén celular se diluyé en medio de cultivo (DMEM suplementado
con 10% v/v de FCS) y se sembré a una densidad de 2.5-10° células/cm?® o a
1,8 - 2,0-10° células/cm? (para ensayos de inmunocitoquimica) en placas de
poliestireno, previamente recubiertas con poli-D-lisina a 15 pg/ml (Sigma-
Aldrich). Las placas se mantuvieron en un incubador (Thermo Forma 311,
Ohio, EEUU) termostatizado a 37°C, con una atmosfera saturada de vapor de
agua, compuesta por un 95% de aire y un 5% de CO,. Transcurridos 2 dias de
cultivo, el medio se cambié por DMEM suplementado con suero de caballo
(Sigma-Aldrich) al 5% (v/v) y glucosa 20 mM (Sigma-Aldrich). Al tercer dia de
cultivo, se afiadio arabindsido de citosina 10 uM (Sigma-Aldrich) para impedir
la proliferacion de células no neuronales. Las células se utilizaron a los 6 dias
in vitro (6 DIV). Bajo estas condiciones, los cultivos de neuronas mostraron una
pureza del 96 % (ver Figura ), determinada mediante inmunorreaccion con el
marcador especifico neuronal MAP2 (Microtubule-Associated Protein 2) y el

marcador especifico de glia GFAP (Glial Fibrilliary Acidic Protein).

-

MERGED

Figura I. Neuronas corticales en cultivo primario. Microfotografias de neuronas corticales en
cultivo primario donde se muestra la pureza del cultivo (96%) determinada por inmunorreaccién

con los marcadores neuronal (MAP2) y glial (GFAP).
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Todos los medios de cultivo se suplementaron con penicilina (100 U/ml),

estreptomicina (100 pug/ml) y anfotericina B (0.25 ug/ml, de Sigma-Aldrich).

2.2. CULTIVO PRIMARIO DE ASTROCITOS CORTICALES

Los cultivos primarios de astrocitos corticales se obtuvieron de neonatos de
ratas de 0 a 24 horas de edad [Almeida ef al., 1998]. Los animales se limpiaron
con etanol al 70%, se decapitaron y el cerebro entero se traslado a una cabina
de flujo laminar. El cerebelo y el bulbo olfatorio se eliminaron usando pinzas y
los hemisferios cerebrales se limpiaron quitandoles las meninges y los vasos
sanguineos pasandolos por papel Whatman. El tejido se coloc6 en una placa
de poliestireno con la solucién de disgregacion. La suspension celular se

obtuvo como previamente se describié para el cultivo primario de neuronas.

La suspension celular se sembré en DMEM suplementado con FCS al 10%
vlv en frascos de cultivo de 175 cm?® (BD, Falcon), a razén de 3-4 cerebros por
frasco. Las células se mantuvieron en un incubador termostatizado a 37°C, con
una atmosfera saturada de vapor de agua, compuesta por un 95% de aire y un
5% de CO,. El medio de cultivo fue sustituido dos veces por semana. A la
semana de cultivo se agitaron a 200 rpm en un agitador orbital dentro del
incubador termostatizado, para eliminar la microglia y se resembraron en
placas de poliestireno de diferentes tamafios segun el experimento. Después
de 2 semanas (15 DIV), el cultivo tuvo una pureza aproximada del 92-95%
determinada por inmunorreaccion con el anticuerpo frente a GFAP (Sigma-
Aldrich).

2.3. COCULTIVOS DE NEURONAS Y ASTROCITOS CORTICALES

Para la obtenciéon de cocultivos de neuronas y astrocitos corticales se
realizaron ambos cultivos por separado como se describié previamente, con la
Unica excepcion de que los astrocitos se sembraron en insertos de 10 cm? con

una membrana semipermeable de tamafio de poro 0,4 um (Merck Millipore,
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Darmstadt, Alemania), que permite el intercambio de sustancias entre ambos

tipos celulares. Se dejaron 24 horas para permitir la adhesion celular.

A los 6 DIV (neuronas) 6 15 DIV (astrocitos), los insertos se sumergieron
dos veces en tampon fosfato salino (PBS) para eliminar los restos de FCS y se
colocaron sobre la monocapa de neuronas, sembradas en placas multipocillo
de 10cm® (Nunc). Se sustituyé el medio por DMEM sin FCS y se distribuyé
equitativamente en la parte superior e inferior de los insertos para que ambos
tipos celulares estuviesen en contacto con el medio. Se incubd el cocultivo
durante el tiempo que durd el tratamiento correspondiente y finalmente se
retiraron los insertos y realizamos los experimentos pertinentes con las

neuronas.

2.4. HEK-293T

La linea celular procedente de rifidn embrionario humano (HEK293T) se
mantuvo en crecimiento en DMEM suplementado con FCS al 10% (v/v). Un dia
antes de los experimentos, las células se resembraron en placas de

poliestireno recubiertas con poli-D-lisina, a una densidad de 10° células/cm?.

3. DISENO Y CONSTRUCCION DE VECTORES DE EXPRESION,
AMPLIFICACION Y PURIFICACION

3.1. TRANSFORMACION DE BACTERIAS Y PURIFICACION DE
PLASMIDOS

Todas las amplificaciones de plasmidos se realizaron en células
competentes de E. coli (cepa DH-5a) preparadas en nuestro laboratorio a partir
de un stock del Instituto de Biologia Funcional y Genémica (IBFG). Los medios
de cultivo de bacterias (LB, LB-agar y 2xYT) se prepararon con bactotriptona

(digerido pancreatico de caseina), extracto de autolisado de levadura y agar
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granulado (DIFCO Laboratories, Michigan, EE.UU.), tal y como se indica en la
Tabla I.

Bactotriptona Extracto de NacCl Agar

(g/L) levadura (g/L) (g/L) (g/L)
LB 10 5 10 =
LB-agar 10 5 10 20
2xYT 16 10 10 =

Tabla I. Composiciéon de los medios de cultivo bacterianos. En esta tabla se muestra la
concentracion exacta de los diferentes componentes que presentan los medios de cultivo

bacteriano liquidos (LB, 2xYT) y sélidos (LB-agar).

La extraccién y purificacion de los plasmidos, tras amplificacién en
bacterias, se llevdé a cabo utilizando el sistema Wizard Plus Midipreps, de
Promega (Madison, Wisconsin, EEUU). Para aislar y purificar el DNA de geles
de agarosa (Sigma-Aldrich), se empled un kit comercial de extraccion
(GenElute, Sigma-Aldrich). Para evitar la exposicion a la luz UV de las bandas
del gel, cada muestra fue cargada por duplicado y solo una de las bandas fue
expuesta a la luz UV para detectarla, mientras que el DNA se purificd de la otra
banda.

3.2. CONSTRUCCION DEL PLASMIDO pEGFP-C1-NRF2

El cDNA completo de Nrf2 humano (1817 pb, numero de acceso
NM_006164.3; plasmido pT-REx-DEST30) se adquirié de Source Bioscience
(Nottingham, Reino Unido) y se subclond en el vector pEGFP-C1 (Invitrogen)
en fase con el cDNA que codifica para la proteina verde fluorescente (GFP) en
el extremo 5 de Nrf2, usando los oligonucleétidos correspondientes (Thermo
Fischer Scientific, Londres, R.U.) flanqueados en los extremos 5" y 3" por las

secuencias de restriccion de BamH)|, tal y como se muestra en la Tabla Il.
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OLIGONUCLEOTIDO SECUENCIA S 2> 3 Tm
Forward + BamHI 5"-coggatccgegatgatggacttggagctgecgecgecggga-3° 90 4°%C
Reverse + BamHl 5"-coggatccgegctagtttitcttaacatctggcticttact-3° 7386°C

Tabla Il. Oligonucledtidos empleados en la PCR para obtener el cDNA de Nrf2. Una
secuencia de restriccion adicional para BamHI| se afiadi6 a los extremos 5" y 3" de los

oligonucledtidos (azul).

Las condiciones de la PCR fueron 10 minutos a 95°C, 35 ciclos de 30
segundos a 95°C, 30 segundos a 55°C y 2 minutos a 72°C. La extension final

se llevd a cabo durante 10 minutos a 72°C.

El producto de la PCR y el plasmido pEGFP-C1 (4.7 kb, Clontech), se
digirieron durante 1 hora con BamHI para generar extremos cohesivos que
facilitasen la posterior ligacion e insercion. Los productos digeridos se
incubaron finalmente con la T4 DNA ligasa durante 45 minutos a temperatura
ambiente, obteniéndose el vector de expresion llamado pEGFP-C1-NRF2

(ver Figura llA).

La comprobacion de la ligacion se realizd6 mediante analisis de restriccién
utilizando diferentes enzimas (Pstl, Hindlll y Asell) con doble sitio de corte (ver
Figura IIB): uno en el interior del cDNA de Nrf2 y otro en el vector pEGFP-C1.
Ademas, mediante Western Blot se comprobd la expresion del cDNA y el
correcto peso molecular de la proteina de fusion NRF2-GFP que fue

aproximadamente de 130 KDa (ver Figura IIC).
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Figura Il. Construccion del vector de expresion pEGFP-C1-NRF2. a) Vector pEGFP-C1 con el
cDNA de Nrf2 humano (azul) insertado entre sitios BamHlI, en el sitio de clonacién multiple (MCS).
b) Analisis de restriccion llevado a cabo por tres enzimas con doble sitio de corte para comprobar
la correcta ligacion y direccionalidad del cDNA de Nrf2. c) Western Blot llevado a cabo en
HEK293T para corroborar la expresién del plasmido y el adecuado peso molecular de la proteina
de fusion GFP-NRF2.

El vector pEGFP-C1-NRF2 expresa GFP fusionada a NRF2 en el extremo
C-terminal. Esta construccion nos sirvid para determinar la localizacion

subcelular de NRF2 por microscopia de fluorescencia.

3.3. CONSTRUCCION DEL PLASMIDO pGEX-2T-NRF2

Para la construccion de este plasmido se utilizé el mismo cDNA de Nrf2
humano que para la construcciéon del pEGFP-C1-NRF2 descrito anteriormente,
usando los mismos oligonucledtidos (ver Tabla II).

Las condiciones de PCR, digestion y ligacion son semejantes a las

mencionadas previamente para el vector pEGFP-C1-NRF2. La comprobacion

de la ligacion se realizé unicamente por analisis de restriccion utilizando dos
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enzimas (BamHI! y Pstl), ya que este vector s6lo se expresa bajo el promotor

bacteriano Ptac (ver Figura lll).

PGEX-2T-NRF2
a) b) o
. i
o b L s EE
=t 5000ph — - 0 .
el 200080 — ! - as o
4 Apat_Baazt ’ — Digestién BamHI —

PGEX-2T-NRF2 "
(6.8kb)

c)
A000ph —

1000pb —

Figura Ill. Construccion del vector de expresion pGEX-2T-NRF2 y su forma mutada. a) Vector
PGEX-2T con el cDNA de Nrf2 humano (azul) insertado entre sitios BamHlI, en el sitio de clonacién
multiple (MCS). b) Analisis de restriccion llevado a cabo por BamHI| donde se observa un
fragmento correspondiente a Nrf2 (1817pb). c) Anélisis de restriccién llevado a cabo por Pstl que
nos permite determinar la correcta direccionalidad del inserto, ya que tiene dos puntos de corte,
uno dentro del cDNA de Nrf2 y otro fuera, en el plasmido pGEX-2T.

El vector pGEX-2T (GE Healthcare Life Sciences, Barcelona, Espafa)
expresa el cDNA de la glutation S-transferasa (GST), que cataliza la
conjugacion de la forma reducida del glutation a sustratos xenobidticos para su
destoxificacion. La obtencidon del plasmido pGEX-2T-NRF2 nos permitio
purificar NRF2 con glutatién-sefarosa y expresarla en bacterias para utilizarla

en los experimentos de fosforilacion in vitro.

3.4. CONSTRUCCION DEL PLASMIDO pGL4.12 [Luc2CP]-ARE

Para la construccién de este plasmido se utilizé la secuencia consenso
GTGACNNnGC [Rushmore et al., 1991; Wasserman & Fahl, 1997a, 1997b] del
Elemento de Respuesta Antioxidante (ARE) repetida en tandem 8 veces y

flanqueada en los extremos 5 y 3 por los sitios de restriccion Xhol y Bglll,
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respectivamente (ver Tabla Ill), y el plasmido pGL4.12 [luc2CP] (Promega)
(ver Figura IV) que contiene el cDNA de la luciferasa utilizado como gen

reportero.

OLIGONUCLEOTIDO SECUENCIAS > 3’

5'tegaggtdacaaagcacccgigacaaagcaceegtgacaaageaccegigacaaagcacee
Forward + Xhol

gtgacaaagcacccatgacaaagcaccegtgacaaagcacccgigacaaagcaa-3”
5'gatetigettigteacggaigetitgtcacgggigettigteacgagtgetitgtcacgggtgetttgtea

Reverse+ Bglil A
cgagtactitateacaaatactitatcacaagtactitgteace-3

Tabla Ill. Oligonucleétidos empleados para la construccion del plasmido pGL4.12
[luc2CP]-ARE. Dos secuencias de restriccion adicionales para Xhol (azul) y Bglll (rojo) se
afadieron a los extremos 5° y 3” de la secuencia consenso de ARE (morado), respectivamente,

repetida en tandem 8 veces.

Los oligonucledtidos complementarios se resuspendieron en Annealing
buffer (Tris 10 mM, NaCl 50 mM, EDTA 1 mM; pH 7.5 - 8) a la concentracion
de 3 pg/ul. Una vez resuspendidos, se incubaron durante 4 minutos a 95 °C en
un bloque térmico (Eppendorf). A continuacion, se retiraron del bloque y se
dejaron enfriar a temperatura ambiente (por debajo de 30 °C) durante 45-60

minutos. Finalmente, se dejaron en hielo o a 4 °C hasta el momento de su uso.

Tras la hibridacion de los oligonucleodtidos (dsDNA), se fosforilaron
utilizando la T4 polinucledtido kinasa, durante 30 minutos a 37 °C para

favorecer la ligacién posterior con el plasmido pGL4.12 [luc2CP].

Una vez los oligonucledtidos anillados y fosforilados, y el plasmido digerido
con las enzimas de restriccidon Xhol y Bglll, se ligaron al extremo 5" del cDNA
de la luciferasa, obteniéndose el vector de expresiéon pGL4.12 [luc2CP]-ARE,

que se uso para analizar la activacién transcripcional de NRF2.
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Las condiciones de digestion y de ligacion fueron idénticas a las
mencionadas para los plasmidos pEGFP-C1-NRF2 y pGEX-2T-NRF2. La
comprobacion de la ligacion se realizé por analisis de restriccién utilizando

combinaciones de dos enzimas Xhol/Bglll y Xhol/Pvull (ver Figura IV).

pGLA.12[luc2CP)
Vector
(4421bp)

SV Iate
paly(A) signal

200pb—
100pb—

Figura IV. Construccion del vector de expresion pGL4.12 [luc2CP]-ARE. a) Vector pGL4.12
[luc2CP] que contiene el cDNA del gen de la luciferasa que utilizaremos como gen reportero para
analizar la actividad del promotor ARE, insertado en el extremo 5  del cDNA de la luciferasa.
b) Analisis de restriccién realizado con dos combinaciones de enzimas para comprobar la correcta

ligacién del promotor ARE al vector y su correcta direccionalidad.

3.5. MUTAGENESIS DIRIGIDA

Para la mutagénesis dirigida se uso el kit QuickChange® XL Site-Directed
Mutagenesis  Kit (Stratagene. La Jolla.CA, EEUU), utilizando los
oligonucledtidos mutados como se indica en la Tabla IV. El resultado de la

PCR se digirié con Dpnl.
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AMINOACIDO SECUENCIA 52 3 PCR
F 5 aacagaatoateetaaageaccagtacattettetg 37
T395A )
R 5cagaagaatatactaatactitagaaccatictatt-3” 1mina95°C
F hlattgeriatagetertaatrateaaaaagecccaticac-3”
S433AIT439A
R 5"gtgaatggggctitccgatgaccaggagetacaggeaat-3° 50sa 95°C
F 5 acagaatqoicctaaagateragtacaticttcigg-3° S0sa 60°C | x 18aiclos
T395D
R 5-ccagaagaatatactagatetitaggaccatictat-3- 7mina68°C
F 5 gagaaagaattgecinotagatecigateatcggaaaaces-3°
$433D )
R 5 gqgftttccgatgaccaggatetacaggeaatictiictc-3° /mina68°C
f 5 afcctgatcatcggaaagacceaticacaaaaga-3”
T439D
R 5'-ctitigtgaatgggtctiiccgatgaccaggat-3°

Tabla IV. Oligonucleé6tidos empleados y mutaciones generadas en la proteina NRF2. En la
parte superior de la tabla se muestran las secuencias de los oligonucledtidos utilizados en la
mutagénesis dirigida para crear la forma fosfodefectiva de NRF2 y en la parte inferior se detallan
las secuencias empleadas para obtener la forma fosfomimética de NRF2. Se encuentran

marcadas en rojo las bases nucleicas implicadas en cada mutacion.

Se mutaron los residuos de Thr-395, Ser-433 y Thr-439 del cDNA de GFP-
Nrf2 o GST-Nrf2, que se reemplazaron por residuos de Ala (A) o Asp (D) para
obtener las formas fosfodefectiva (NRF2 mut) y fosfomimética (NRF2 P-mim),

respectivamente.
La eficacia de las mutaciones se confirmoé mediante secuenciacion (Servicio

de Secuenciacion de la Universidad de Salamanca) y comparaciéon con la

secuencia original de Nrf2.
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4. “SMALL INTERFERING RNA” (siRNA)

Para los experimentos de siRNA, se utilizaron secuencias disefiadas segun
los criterios de Reynolds [Reynolds et al., 2004] y Ui-Tei [Ui-Tei et al., 2004]. El
disefio fue asistido por el software de siRNA de Dharmacon (Dharmacon.
Thermo Fischer Scientific), de donde se adquirieron los oligonucleétidos
(ver Tabla V).

PROTEINA  NUMERO ACCESO SECUENCIA POSICION
NRF2 NM_031789 (rata) S CTGTTGATGACTTCAATGA-3” 1473-1492
cuL3 NA_0011068923 (rata) R TGACAGAAAACACGAGATAY 2031-2060
CDK5 NM_080885 (rata) 5 _AAGCCGTACCCGATGTATC-3 859- 877

Luciferasa A-CTGACGOGGAATACTTCGA-3”

Tabla V. Secuencias de siRNA. Mediante disefio racional se obtuvieron las secuencias de siRNA
indicadas. En esta tabla s6lo se muestran los oligonucleétidos de la hebra sentido. (* )Secuencia
publicada por Zheng et al. [Zheng et al., 2007].

La especificidad de las secuencias se confirmé por Alineamiento de
Secuencia Basico (BLAST) frente al genoma completo de Rattus norvergicus.
Como control negativo se empled el siRNA dirigido contra la luciferasa de la

luciérnaga [Ohtsuka et al., 2004], no presente en el genoma de mamiferos.
Los siRNAs se utilizaron a una concentracion final de 66 nM o 100 nM, y las

células se transfectaron 3 dias antes del experimento. Estas condiciones

fueron seleccionadas en base a su eficacia y especificidad.
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5. TRANSFECCIONES CELULARES

La transfeccion de siRNA se realizd6 mediante el reactivo catidnico
Lipofectamine RNAIMAX™ (Invitrogen. Madrid. Espafa), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para la transfeccion de plasmidos, se empleo el
reactivo cationico Lipofectamine LTX con Plus ReagentTM (Invitrogen). Las
transfecciones neuronales con siRNA se realizaron a los 3 DIV, y las
plasmidicas a los 5 DIV, aunque los experimentos se realizaron a los 6 DIV. A

estos efectos, los plasmidos se utilizaron a una concentracion de 1.6 pg/mil.

Para la transfeccion de plasmidos en HEK-293T se utilizé la polietilenimina
(PEIL., Sigma) [Boussif et al., 1995], con pequefas variaciones. Asi, tras la
incubacion del DNA con PEI 1 yM durante 10 min a temperatura ambiente, se
afadié la mezcla a las células, que se incubaron en medio OptiMEM
(Invitrogen, Paisley, Reino Unido) durante 1h. Tras lavar con PBS, las células
se incubaron en DMEM con FCS al 10% (v/v).

La eficiencia de transfeccion se calculdé mediante la cuantificacion de las
células fluorescentes por microscopia de fluorescencia (Leica Microsystems,
Wetzlar, Alemania). La eficiencia resultd ser de aproximadamente un 9-12% en
neuronas, un 20-50% en astrocitos y un 80-95% en HEK-293T. La correcta
traduccion de los DNA plasmidicos en sus correspondientes proteinas se
comprobd mediante transferencia de Western. Esta técnica también se empled
para determinar la eficacia de los silenciamientos realizados con los distintos
siRNA.
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6. TRATAMIENTO DE LAS CELULAS

6.1. ESTIMULACION DE RECEPTORES NMDA

Para activar los NMDARs, las neuronas a los 6 DIV y los astrocitos a los
15 DIV, se incubaron con diferentes concentraciones de N-metil-D-aspartato
(NMDA: 1, 5, 10, 20, 50 y 100 uM; Sigma) durante 8 y 24 horas en DMEM sin
FCS. Para inducir un dano excitotéxico, las células se incubaron con glutamato
(100 puM; Sigma) en tampdn Hank’s (NaCl 134.2 mM, KCI 5.26 mM, KH,PO,
0.43 mM, NaHCO; 4.09 mM, Na,HPO, 2H,0 0.33 mM, D-glucosa 5.5 mM,
HEPES 20 mM, CaCl, 2H,0 4 mM; pH 7.4, esterilizado por filtracion), junto con
glicina (10 uM; Sigma) a 37°C. Tras un periodo de 15 minutos de estimulacion,
se reemplazoé el medio y las células se incubaron durante 1-4 horas en DMEM
sin FCS [Delgado-Esteban et al. 2000; Almeida & Bolafos, 2001].

6.1.1. Estimulacién en presencia de quelantes de calcio

Las incubaciones con NMDA en ausencia de calcio se realizaron en tampén
Hank’s sin CaCl, y en presencia de los quelantes extracelulares de ca”: el
acido etilenglicoltetraacético (EGTA, 100 pM; Sigma) y el acido
etilendiaminotetraacético (EDTA, 100 uM; Sigma) o el quelante intracelular,
acido 1,2-bis (o-aminofenoxi) etano-N, N, N’,N’-tetraacético (BAPTA, 10 uM;
Calbiochem) [Diaz-Hernandez et al. 2007]. En ambos casos, las neuronas y los
astrocitos se preincubaron a 37°C en este tampon en presencia de los
quelantes de Ca®" durante 30 minutos. Transcurrido este periodo, se incubaron
las células con NMDA durante 8 horas, en DMEM sin CaCl, y sin FCS en

presencia de los quelantes del cation.
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6.1.2. Estimulacién en presencia de inhibidores farmacolégicos

En la Tabla VI se resumen los inhibidores farmacolégicos y las condiciones

experimentales utilizados en el presente trabajo.

INHIBIDOR DIANA PROCEDENCIA CONCENTRACION INCUBACION
MK-801 [pl;:Mﬂ[L,J:me} Sigrst 10pM A i prescsilivon iwacn
Roscovitina CDKS Sigma 10uM

30 min pre estimulacidn
hasta recogida de
muesiras
MDL-28170 Calpaina Calbiochem 100 pM

Tras la estimulacion con
Tapsigargina SERCA Molecular Probes 1M HMDA o durante todo el
tiempo de estimulacion

Rottlerina PKCS Santa Cruz 25 M
U-73122 PLC Millipore 10nM ) ) .
H min pre-cslimliacn
hasta la recogida de
mueshias
U-733430 PLC Millipore 10nM
Acivicin GGT Santa Cruz 100 uM

Tabla VI. Inhibidores farmacol6gicos empleados en la estimulacion de NMDARs. E/ MK-801
es un inhibidor selectivo y no-competitivo de los NMDARs. La roscovitina es un analogo de purinas
y fuerte inhibidor de kinasas dependientes de ciclina, principalmente CDK2 y CDK5. El MDL es un
selectivo inhibidor de p-calpaina (calpaina I) y m-calpaina (calpaina ll). La tapsigargina es un
inhibidor de la bomba Ca**-ATPasa del reticulo sarcoplasmico (SERCA). La rottlerina es un
compuesto de Mallotus philippinensis que inhibe especificamente la proteina kinasa C delta. El
U-73122 es un inhibidor de la fosfolipasa C (PLC) que impide la hidrélisis del fosfatidil inositol
bisfosfato (IP,) en inositol trifosfato (IPs) y diacilglicerol (DAG). (*) Es el analogo inactivo del U-

73122 y se utiliza como control negativo. La acivicina es un inhibidor especifico de la GGT.

Las células se incubaron en medio Hank’s que contenia los inhibidores, tal y
como se indica en la Tabla VI. A continuacién, se incubaron con glutamato o
con NMDA, como se describié anteriormente. Tras la incubacion, se sustituyo

el medio por DMEM sin FCS suplementado con el inhibidor correspondiente.
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6.2. INHIBICION DE LA ViA UBIQUITINA-PROTEASOMA

Para inhibir la via ubiquitina-proteasoma responsable de la degradacion de
multiples proteinas, como es el caso de NRF2, se utilizé el inhibidor
farmacolégico MG-132 (Calbiochem). Este compuesto se disolvié en dimetil
sulféxido (DMSO; Sigma) a la concentracion de 10 mM y se usd a una
concentracion final de 10 uyM durante 2 horas. Los controles recibieron el

mismo volumen de vehiculo (DMSO).

6.3. INHIBICION DE LA TRANSCRIPCION

Para inhibir la transcripcion se utilizé el antibidtico polipeptidico
actinomicina D (Sigma), aislado de bacterias del suelo del género
Streptomyces, que se disolvio en DMSO. Se utilizé a una concentracion final
de 100 ng/ml. Este compuesto se une al DNA en el complejo de iniciacion

evitando asi la elongacién por la RNA polimerasa.

6.4. ESTIMULACION DE LA PRODUCCION DE ROS

La produccién de ROS por la mitocondria en célula entera se indujo
mediante la incubacién de las neuronas con el neurotransmisor excitador
glutamato a la concentracién excitotéxica de 100 pyM en tampdén Hank’s
durante 15 minutos, como se describié anteriormente. Por otro lado, en los
experimentos de apoptosis se incubaron las neuronas, de forma aguda, con el
H>0, (400 uM) durante 1 hora en DMEM sin FCS.

Finalmente, para mimetizar una situacién de estrés oxidativo en las
neuronas, éstas se incubaron con el agente oxidante fert-butilhidroquinona
(t-BHQ, 20 uM; Sigma) durante 4 horas en DMEM sin FCS. Este compuesto
oxida los residuos de Cys-151, Cys-273 y Cys-288 de KEAP1 lo que
desestabiliza su interaccién con el factor de transcripcion NRF2.
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7. DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE ROS

7.1. DETECCION DE H,0, POR AMPLEX RED™

La produccion de H,O, en células intactas se detectd con la sonda
luminiscente AmplexRed™ (Molecular Probes. Invitrogen. Oregoén, EE.UU.). En
presencia de la peroxidasa de rabano, esta sonda (10-acetil-3,7-
dihidroxifenoxacina) reacciona estequiométricamente (1:1) con H,0,,
originando un compuesto oxidado (resorufina) fluorescente (Aexe ~510 nm;

Aem ~590 nm), como se indica en el Esquema Il
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Esquema Il. Deteccion de H,O, por AmplexRed. La sonda AmplexRed se oxida por H,O, en
presencia de peroxidasa de rabano, detectandose la fluorescencia del derivado oxidado al que da

lugar (resorufina).

Para la determinacion de H,O, las neuronas se incubaron con AmplexRed™
50 uM en tampén Krebs-Ringer fosfato (NaCl 145 mM, Na,PO, 5.7 mM, KCI
4.86 mM, CaCl, 0.54 mM, MgSO, 1.22 mM y glucosa 5.5 mM, pH 7.4) en

presencia de 0.1 U/ml de peroxidasa de rabano. La luminiscencia se registro
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durante 2 horas a intervalos de 30 minutos, utilizando un espectrofluorimetro
Variokan Flash (Thermo Fischer, Vantaa, Finlandia), con una longitud de onda
de excitacion de 538 nm y de emision de 604 nm. Se utilizaron para estos
experimentos placas de ELISA de 96 pocillos (Nunc) y se realizaron
octuplicados por cada condicién. Para los calculos se utilizaron las pendientes

derivadas de la fluorescencia emitida por la sonda.

8. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE Ca*
INTRACELULAR

8.1. DETECCION DE Ca®' INTRACELULAR

Para estimar los cambios en la concentracion de Ca®* libre intracelular
([Ca2+]c) en cultivo primario de neuronas, se empled la sonda fluorescente
Fura-2/AM (éster de Fura-2-acetoximetil; Life Technologies, Eugene, OR,
USA), un indicador fluorescente permeable a la membrana plasmatica. Tras la
union del Ca®* con Fura-2, el maximo de excitacion de fluorescencia fluctua de
380 nm (libre de Caz+) a 340 nm (saturado de Ca2+), mientras que el maximo

de emision de fluorescencia se mantiene inalterado a ~ 505 nm (Esquema lil).

Las neuronas de 6 DIV se sembraron en placas de 96 pocillos (Nunc) y se
incubaron con Fura-2 (2 mM; disuelto en DMSO) durante 40 minutos en DMEM
a 37°C. Posteriormente, se lavaron y se incubaron con Standard Buffer (NaCl
140 mM, KCI 2.5 mM, Tris-HCI 15 mM, D-glucosa 5 mM, Na,HPO, 2H,0O 1.2
mM, MgSO, 1 mM y CaCl, 1 mM, pH 7.4) durante 30 minutos a 37°C.
Finalmente, el Standard Buffer se retirdé y se reemplazd por Experimental
Buffer (NaCl 140 mM, KCI 2.5 mM, Tris-HCI 15 mM, D-glucosa 5 mM,
Na,HPO, 2H,0 1 mM y CaCl, 2 mM, pH 7.4), en presencia o en ausencia de
MK-801 (10 uM).
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Las emisiones de fluorescencia a 505 nm, después de las excitaciones a
340 y 380 nm, respectivamente, se registraron a intervalos de 1 segundo en un
espectrofluorimetro Variokan Flash (Thermo Fischer, Vantaa, Finlandia) a
32°C. Después de 10 segundos aproximadamente, se afiadi6 NMDA (agonista
de receptores glutamatérgicos de NMDA) a diferentes concentraciones
(10 y 20 yM) junto con glicina 10 M. Las emisiones se registraron durante 50
segundos mas. Los cambios en la concentracion de Ca” intracelular se
estimaron calculando el ratio de la fluorescencia emitida a 505 nm, obtenida
después de la excitacién a 340 nm, dividida por la obtenida después de la
excitacion a 380 nm (F340 / F380). El ruido de fondo se determiné a partir de
los valores obtenidos en las células carentes de Fura-2 (s6lo en presencia del
vehiculo DMSO). En experimentos preliminares, la especificidad al Ca* de las
medidas se testé en Experimental Buffer libre de Ca®* con EDTA 1 mM, que

previno completamente los cambios de fluorescencia emitida a 505 nm.
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Esquema lll. Deteccion de ca’" intracelular con la sonda Fura-2. La union de Ca“" a la sonda
produce cambios en la fluorescencia de excitaciéon de la misma: de 380 nm , cuando la sonda esta

libre de Ca2+(azul), a 340 nm cuando la sonda esté unida a Ca”" (rojo).

La monitorizacion de la [Caz+]c en células individuales se realizd en el
laboratorio del Dr. Antonio Gonzalez (Universidad de Extremadura, Caceres).
Para ello, los astrocitos se sembraron en cubreobjetos y se incubaron en
presencia de la sonda Fura-2/AM (4 uM) a temperatura ambiente (23-25 °C)
durante 40 minutos en un tampoén Na-Hepes (NaCl 140 nM, KCI 4,7 nM, CaCl,
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1,3 nM, MgCl, 2 nM, Hepes 10 nM, glucosa 10 nM, BSA al 0,2%, pH 7.4),
[Salazar et al., 2008]. Después, el medio extracelular se desechd y se
reemplazé con tampén Na-HEPES fresco sin Fura-2/AM. Los astrocitos se

utilizaron inmediatamente tras la incubacion con la sonda fluorescente.

Para la deteccién de los cambios en la [Ca2+]c, se montaron los
cubreobjetos, que contenian las células cultivadas, en una camara
experimental de perfusion, y se colocaron en un microscopio de
epifluorescencia invertida (Nikon Diaphot T200, Melville, NY, EE.UU.). Las
células se perfundieron continuamente con tampén Na-HEPES sin albumina y
la fluorescencia emitida por el Fura-2 se detectdé empleando un sistema de
adquisicion de imagen y de analisis de video (Hamamatsu Photonics,
Hamamatsu, Japoén). Las células se excitaron alternativamente a 340/380 nm
con luz procedente de una lampara de arco de xendn pasando por un
monocromador de alta velocidad (Policromo 1V, Photonics, Hamamatsu,

Japon).

La emision de fluorescencia a 505 nm se controlé usando una camara
digital CCD refrigerada (CCD Hisca C-6790, Hamamatsu, Japén) y se registrd
mediante un software cualificado (AQUACOSMOS 2,5, Hamamatsu Photonics,
Hamamatsu, Japon). Bajo estas condiciones, la fluorescencia emitida por

Fura-2 reflejé los cambios en la [Caz"]C [Grynkiewicz et al., 1985].

Todas las mediciones de fluorescencia se realizaron a partir de areas
determinadas consideradas células individuales. Los estimulos se disolvieron
en tampon Na-Hepes extracelular y se aplicaron directamente a las células en
la camara de perfusiéon. En los experimentos en los que se emple6é un medio
libre de Ca?* se utilizd un medio extracelular sin Ca®* con EGTA 500 pM. Los
resultados se expresaron como el ratio de la fluorescencia emitida tras la
excitacion con ambas longitudes de onda (F340 / F380), previamente

normalizados con la fluorescencia de reposo.
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9. OBTENCION Y MANIPULACION DE PROTEINAS

9.1. EXTRACCION DE PROTEINAS

9.1.1. Extraccién de proteinas totales

Para obtener extractos celulares de proteinas totales, las células se lavaron
con PBS y se lisaron en tampon RIPA (dodecilsulfato sodico 1%, EDTA
10 mM, Triton Tx-100 1% v/v, NaCl 150 mM, Na,PO, 10 mM, pH 7.0),
suplementado con inhibidores de fosfatasas (NasVO, 1 mM, NaF 50 mM) y
proteasas (fluoruro de fenilmetilsulfonilo 100 pM, aprotinina 50 pg/ml,
leupeptina 50 pg/ml, pepstatina 50 ug/ml, anti-papaina 50 pg/ml, amastatina
50 pg/ml, bestatina 50 pg/ml, y el inhibidor de tripsina soybean) y se hirvieron
durante 5 minutos. Los extractos se centrifugaron a 13,000 x g durante 10

minutos y el sobrenadante se trasladé a un nuevo tubo.

9.1.2. Extraccion de proteinas citosdlicas y nucleares

La extracciéon se llevdé a cabo mediante una técnica de fraccionamiento
subcelular adaptada de otros autores [Zancai et al. 2005]. Se basa en el uso
de una solucion de lisis poco agresiva (tampodn citosolico), que fragmenta las
membranas celulares en una primera fase, pero mantiene los nucleos intactos,
que son lisados en una segunda fase con una soluciéon mas agresiva (tampon
nuclear) con el fin de obtener exclusivamente las proteinas nucleares

(ver Esquema V).

Para ello, las células se sembraron en placas de 60 cm® y se lavaron con
PBS suplementado con MgCl, frio. Posteriormente, se afiadid el tampon
citosolico (HEPES 10 mM, MgCl, 1.5 mM, KCI 10 mM, EDTA 1 mM, sacarosa
300 mM y NP-40 0,1% v/v, pH 7.9) suplementado con inhibidores de
fosfatasas y proteasas. A continuacion, se rasparon las células y se hicieron
pasar 15 veces a través de una micropipeta. Tras 30 minutos en hielo, se
centrifugaron los extractos a 830 x g durante 10 minutos a 4°C para separar

las dos fracciones. Por un lado, se retiraron los sobrenadantes (citoplasma) y
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se colocaron en un tubo nuevo. Finalmente, se hirvieron durante 5 minutos y

se congelaron a -80°C.

Por otro lado, los pellets (nucleos) se resuspendieron en tampoén nuclear,
(HEPES 50 mM, MgCl, 1.5 mM, KCI 10 mM, NaCl 0.5 mM, EDTA 1mM y NP-
40 1% v/v, pH 7.9) suplementado con inhibidores de fosfatasas y proteasas.
Seguidamente, se hicieron pasar 15 veces a través de una micropipeta y se
dejaron en hielo durante 30 minutos. Se agitaron en vortex 10 segundos, se
hirvieron 5 minutos, se sonicaron 5 minutos y se centrifugaron a 13,000 x g
durante 10 minutos a 4°C. Finalmente se congelaron los nucleos purificados a
-80°C.

15 x 10° células

l Anadir tampon citosolico

HOMOGENADO CELULAR

¢

ol '_:.:'- a
Centrifugar a 330x g (10 mina 42C)

l l

Sobrenadante Precipitado

30 min en hielo ==

Afiadir tampon nuclear
Hervir 3 min \ |/
Centrifugar a 13,000 xg ‘

l l l 30 min en hielo
— e
| Precipitado Hervir/Sonicar 5 min

| EXTRACTO CITOSOLICO (descartar) Centrifugar a 13,000 x g
| [sobrenadante) \ l l
v = ST—:—:;E’
| EXTRACTO NUCLEAR \ Precipitade (descartar)

(sobrenadante)

Esquema IV. Fraccionamiento subcelular. La obtencién de las fracciones citosélica y nuclear de
neuronas y astrocitos corticales se realizé por un procedimiento de centrifugacion diferencial. Para
ello, primero se lisaron las células con una solucién de lisis poco agresiva (tampon citosoélico) que
s6lo rompe membranas celulares. Tras centrifugar ese homogenado a 830 x g durante 10 minutos
a 4°C, se separ6 el sobrenadante (extracto citosoélico) del precipitado (extracto nuclear) que se
resuspendié con una solucién de lisis mas agresiva para romper los nucleos. Finalmente ambos

extractos se hirvieron y se centrifugaron a 13,000 x g para purificarlos.
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9.2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINAS

La concentracion de proteinas de las muestras se midié6 mediante el ensayo
del acido bicinconinico (BCA; Pierce,Thermo Fisher Scientific, lllinois, EE.UU.).
Este método se basa en la reduccion del Cu** (azul) a Cu® por parte de las
proteinas de la muestra, el cual es capaz de reaccionar con el BCA originando
una solucién morada que se midié espectrofotométricamente en el lector de
placas Multiskan Ascent (Thermo Electron Corp, Basingstoke, Reino Unido) a

562 nm (ver Esquema V).

También se utilizo el método de Lowry y colaboradores [Lowry et al., 1951],
que basicamente consiste en la formacion de un complejo de coordinacion
entre el cobre y el nitrégeno peptidico. En una segunda reaccion, se utiliza el
reactivo Folin-Ciocalteau (acido fosfomolibdotingstico), que se reduce por
medio de los grupos fenol de los aminoacidos aromaticos presentes en la
proteina (Tyr, Trp y Phe), a un complejo de color azul oscuro (Esquema V), el
cual se mide espectrofotométricamente a 750 nm (Uvikon, Microbeam S.A.,
Barcelona, Espana). Con ambos métodos se utilizd la albumina sérica bovina

(BSA) como estandar y todas las determinaciones se hicieron por triplicado.
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Esquema V. Métodos de determinacidn de la concentracion de proteinas. a) Método del acido

bicinconinico (BCA). b) Método de Lowry que usa el reactivo de Folin-Ciocalteau.
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9.3. ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN SDS-PAGE

La obtencion de extractos proteicos totales se realizé después de lavar las
células con PBS vy lisarlas con tampdn RIPA suplementado con los inhibidores
de fosfatasas y proteasas (ver Seccion 9.1.1.). Los extractos se recogieron en
hielo e inmediatamente se hirvieron durante 5 minutos y se centrifugaron a
13,000 x g durante 10 minutos. La concentracion de proteinas se determiné en
el sobrenadante mediante el método colorimétrico del BCA (Pierce, Rockford
IL, EEUU).

Las proteinas (10-100 pg) de los extractos obtenidos se separaron
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE (soluciéon de
acrilamida / bisacrilamida 29:1; BioRad Laboratories S.A., California, EE.UU.)
al 8, 10 6 12%, dependiendo del peso molecular de la proteina de interés. Para
identificar dichos pesos moleculares, se utilizé un marcador de peso molecular
(Page Ruler™ Plus Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific) o Dual
Colors® (BioRad Laboratories, California, EE.UU.). Las proteinas se separaron
utilizando un sistema de electroforesis vertical (MiniProtean-3®, BioRad
Laboratories, California, EE.UU.) y tampdén de electroforesis (Tris 25 mM,
glicina 200 mM y SDS al 0,1% p/v, pH 8.3).

Una vez finalizada la electroforesis, los geles se tiferon con azul de
Coomassie (ver composicion en la Secciéon 9.6), o bien se sometieron a

electrotransferencia e inmunodeteccion mediante la técnica de Western Blot.

9.4. INMUNODETECCION DE PROTEINAS POR WESTERN BLOT

Las proteinas separadas en geles de SDS-PAGE se transfirieron
electroforéticamente a membranas de nitrocelulosa (Hybond®, Amersham
Biosciences, Nueva Jersey, EE.UU.) utilizando el sistema Mini-Transblot
(BioRad) y tampon de transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM y metanol al
20% v/v, pH 8.3). A continuacion, se bloquearon las membranas durante 1 h
con leche (Sveltesse, Nestle) al 5% (p/v) en TTBS (Tris 20 mM, NaCl 500 mM,

Tween-20 al 0.1% v/v; pH 7.5) a temperatura ambiente. Las membranas se
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incubaron a 4 °C durante toda la noche en una solucion de TTBS
suplementado con BSA al 2 % (p/v), que contenia el anticuerpo deseado
(ver Tabla VII). Como control de carga, se utilizaron para extractos totales y
citosolicos, anti-GAPDH (Ambion, Austin, Texas, EEUU), anti-B-actina (Sigma-
Aldrich) o anti-gllI-Tubulina (Abcam; Cambridge, Reino Unido) y para extractos
nucleares, anti-Nup98 (Cell Signaling; Danvers, EE.UU.) y anti Lamin (Santa
Cruz Biotechnology; Heidelberg, Alemania). Al dia siguiente, las membranas
se lavaron 3 veces con TTBS y se incubaron con el anticuerpo secundario
correspondiente, conjugado con la peroxidasa de rabano (HRP), en TTBS con
leche al 2% durante una hora a temperatura ambiente. Tras lavar las
membranas 3 veces con TTBS, y una con TBS (TTBS sin Tween-20), las
membranas se incubaron, segun la proteina a detectar, con los reactivos de
quimioluminiscencia Super Signal West Dura (Pierce), Western Blotting
Luminol Reagent (Santa Cruz Biotechnology) e Immobilon Western
Chemiluminiscent HRP Substrate (Merck Millipore; Darmstadt, Alemania),
siguiendo las instrucciones de los fabricantes. Finalmente, las membranas se
expusieron a una pelicula de auto-radiografia (BioMax XAR film, Kodak) para

detectar la senal.
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ANTICUERPOS PRIMARIOS

Dilucion Casa

ESpRas [aplicacian) e Comercial
Gliceraldehido — 3 fosfato deshidrogenasa Ratan 1/40,000 Clon 8C5 Asnbion
(GAPDH) {monaclonal) (WH) (AMA300)
Bl fIIIURzEI?LI:mn ”(3\23?0 Clw‘:s SOE
Blll - Tubullna (pgl?-;gjr?a ) 101\!210)0 ab18207 Abcam
Nucleoporina 98 (NUPS8) (p;?;?:an 11:,@‘;';0]0 ClonPE71 (2292) g?‘:'r'mg
Lamina B (m;g':‘?;'nan 1/100 (WD) (;13}:’0:‘5]} Santa Cruz
Microtubule — Associated Protein 2 (MAP2) “o0% BT 20, Sigma
Glial Fibrilliary Acidic Protein (GFAF) (pgl'iZ::;:]al) MEE’OJ GaHY S
Nuciear Factor Ery'::l:li;)Z —related factor 2 (p._?ﬁi:)‘;:amj) 1/500 (WB) Elfgogl‘isfi Sanla Cruz
Kelch - like ECH-associated protein 1 Ratén 1/4,000 Clon BCO02030 |,
(KEAP1) (mmonoclonsl) (WE) (80027 1 1g)
Cullina 3 (CUL3) (mm‘i’; - “ﬁuvg;m C'“&Eggﬁw Abcam
Cyclin - Dependent Kinase 5 (CDK5) (DL:I'::IZ‘;I} 1/250 (WD) ‘(::1‘;:; Santa Gruz
Fosfoserina (p3er) (DLEZ:;” 1&;? (:Imi?G?—-:]};E:CI;, =1 lnvitrogen
p36 (p‘n:l'l'::zi:ql ) 1200 (WH) ?{:‘ ;;[:)9 Santa Gz
Green Fluorescent Protein (GFP] (nmiﬁl) 1&"‘2‘0’0 oG Abtam
Integrina B mmﬁﬁ(‘}?{'}‘m” 1/200 (CF) (ﬁﬁ?aﬂ?é; Affymetrix
Anti — 1gG (H+ L) deH{;u:Bju conjugado con o -;;;::tl}&;r:a , 1:(1;\: é};]l] <c-2004 Santa Cruz
Anti —igG (H+L) dces;c;i;;io conjugado con (p;‘ﬁ;’;’éfﬂj} 1500 (ICQ) 1 (T .f:l?;\ilsaoun
Anti — lg@ (H+L} de ratén conjugado con HRP (pf“i:’fmn 1""{1\33:’0 s5¢2302 Sartta Cruz
Anti — {gG (Fcy) de raton conjugado con Cy2 C_abra 1/500 (ICQ) 115-228-008 Jackson
IgG {policlunal) Irununio
Anti - IgG (H+L;?;;a:u1;s conjugado con (pu[lsil-ill-gr_]?mn 11500 (CI) 26150105 Abcam
Anti — igG (H+L] de cabra conjugado con HRP (p;‘;‘;& ) ”(L{\ing;m sc-2768 Santa Cruz

Tabla VII. Anticuerpos utilizados en esta memoria. En esta tabla se muestran los anticuerpos
primarios y secundarios utilizados para los estudios de expresioén proteica por transferencia de
Western Blot (WB), citometria de flujo (CF) e inmunocitoquimica (ICQ). Se especifican las

diluciones utilizadas, el clon, la referencia y la casa comercial de cada anticuerpo.

85



Regulacién de la respuesta antioxidante en sistema nervioso: funcién neuroprotectora de la via de
sefializacion NMDAR-CDK5-NRF2 en astrocitos

9.5. “STRIPPING” DE MEMBRANAS DE NITROCELULOSA

En ocasiones, las membranas de nitrocelulosa de los Western Blot se
reutilizaron y se incubaron de nuevo con un anticuerpo primario distinto al
inicial. Para ello, fue necesario realizar stripping de las mismas, que consiste
en incubar las membranas en un tampdn compuesto por Tris-HCI 62.5 mM pH
6.7, SDS al 2% (p/v) y B-mercaptoetanol 100 mM a 50°C durante 30 minutos.
Posteriormente, se lavaron 3 veces con TTBS a temperatura ambiente y se
volvié a bloquear la membrana con leche al 5% (p/v). A partir de este
momento, la incubaciéon de los anticuerpos y el revelado se realizé de igual

manera a la mencionada en la seccion anterior.

9.6. TINCION DE GELES SDS-PAGE CON AZUL DE COOMASSIE

Los geles de poliacrilamida se tifieron con solucion de azul de Coomassie
(azul de Coomassie al 0.1% p/v, metanol al 50% v/v y acido acético al 10% v/v)
durante 15 minutos en agitacién, a temperatura ambiente. A continuacion, se
destifieron en una solucién que contenia metanol al 20% v/v y acido acético al

10% v/v en agitacion, cambiando periédicamente dicha solucion.

Esta técnica se realiz6 para comprobar el porcentaje de proteinas que se
habian quedado en el gel y, por tanto, no se habian transferido a la membrana

de nitrocelulosa.

9.7. INMUNOPRECIPITACION DE PROTEINAS EN CONDICIONES
DESNATURALIZANTES

Los extractos proteicos (100 - 200 ug) obtenidos en tampdén RIPA (ver
Seccion 9.1.1.) se incubaron con 2 ug del anticuerpo anti-CDK5, 1 ug de anti-
NRF2 o 1 ug de p35 a 4°C con agitacion orbital, durante toda la noche. A
continuacioén, se afadieron 30 pl de proteina A-sefarosa (0.12 g/ml; GE
Healthcare Life Sciences, Uppsala, Suecia) a cada muestra y se incubd

durante 2 horas a 4°C. Las bolas de sefarosa, unidas a los inmunocomplejos,
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se centrifugaron durante 1 minuto a 4000 rpm y se lavaron 5 veces con 1 ml de
tampon RIPA. Finalmente, los inmunoprecipitados se detectaron por analisis
de Western Blot.

9.8. PURIFICACION DE PROTEINAS FUSIONADAS A GLUTATION-S-
TRANSFERASA (GST)

La produccion de las proteinas de fusion GST-NRF2 silvestre (NRF2-Wt) y
GST-NRF2 mutado o forma fosfodefectiva (NRF2-Mut) se realizé en 10 ml de
medio de cultivo de enterobacterias de Escherichia coli BL21. Para inducir la
expresion de la proteina, se afiadié isopropil p-D-tioglucopirandsido (IPTG, 500
MM; Sigma) al medio. Tras 4 horas de incubacion a 37°C, las células se
recogieron por centrifugacion (10.000 x g, 10 minutos) y se resuspendieron en
tampon de lisis (PBS, Triton X-100 al 1% v/v, lisozima 0.2 pyg/ml, DTT 2 mM y
los inhibidores de proteasas PMSF 1 mM, aprotinina 10 yg/ml y leupeptina 10
pg/ml). Tras la incubacién de la suspension celular a 4°C durante 30 minutos,
ésta se sonico (Misonic XL2010), y se centrifugé a 30.000 x g a 4°C durante

30 minutos.

Las proteinas se purificaron de los sobrenadantes con 200 ul de glutation-
sefarosa (GE Healthcare Life Sciences) a 4°C durante 2 horas. A continuacion,
se lavaron 5 veces con PBS (suplementado con inhibidores de proteasas).
Finalmente, la pureza de la proteina y el rendimiento del proceso se
comprobaron mediante electroforesis en gel de SDS-PAGE y posterior tincion

con azul de Coomassie (ver Figura V).

=

A
S
& BSA
m & é
(KD3) & & 025 05 1 15 g
130 — — — «— Nrf2/ GST (100+26)
100 —
70 — S e — —

Figura V. Representacion de un gel teflido con azul de Coomassie. Esta tincién nos permitié

comprobar, utilizando un patrén de BSA, la pureza y la concentracién de la proteina purificada.
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10. DETERMINACION DE LA APOPTOSIS NEURONAL

10.1. TINCION CON ANEXINA V / 7- AMINO - ACTINOMICINA D

La muerte celular por apoptosis se determind, mediante citometria de flujo,
tras incubar las células con anexina V, conjugada con el fluorocromo APC
(aloficocianina). El método consiste en la deteccion, mediante anexina V, de
fosfatidilserina que en las células apoptéticas se transloca del interior al
exterior de la membrana plasmatica. La anexina V es una proteina
anticoagulante vascular que posee una gran afinidad por la fosfatidilserina. Por
ello, unida a un fluorocromo adecuado, permite la identificacion de las células
apoptoticas tras su unién a la fosfatidilserina en la cara externa de la superficie

celular.

Sin embargo, la anexina V también es capaz de unirse a la fosfatidilserina
en el interior de aquellas células que no tienen intacta su membrana
plasmatica (consideradas como necréticas). Por ello, junto con la anexina V se
utilizd el colorante impermeable a la membrana plasmatica 7-amino-
actinomicina D (7-AAD) (BD Biosciences, Nueva Jersey, EE.UU.), que se une
especificamente al DNA de las células necréticas y que nos permitié identificar
exclusivamente las células apoptéticas. Asi, soélo aquéllas células
inmunorreactivas para la anexina V, que mostraron ser negativas para el 7-

AAD, se consideraron apoptéticas (ver Figura VI).

(=
Anexinav -/ AnexinaVv + /
ZAAD+ 7AAD+
=
"é_._
72_..
&
=< Anexinav -/ Anexinav +/
—~ 7AAD - 7AAD -
= . . ;
102 100 10z 103 109

AnexinaV-=s

Figura VI. Determinacién de la muerte celular por apoptosis. Se analizé la tincion con Anexina

V-APC y 7-AAD, considerandose apoptoticas las Anexina V-APC* y 7-AAD’ (cuadro rojo).

88



Material y Métodos

Las neuronas se tripsinizaron suavemente con EDTA tetrasédico 1 mM en
PBS (pH 7.4), y se incubaron con anexina V-APC y 7-AAD en tampon de
conjugacion (HEPES 100 mM, NaCl 140 mM, CacCl, 2.5 mM), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Tras 15 minutos de incubacion a temperatura
ambiente y en oscuridad, las sefales de la anexina V-APC y del 7-AAD se
analizaron en los canales FL4 Y FL3, respectivamente, de un citdbmetro de flujo
FACScalibur (BD Biosciences), equipado con un haz laser de argén de 15 mW
sintonizado a 488 nm, utilizando los programas CellQuest™ y Paint-A-Gate™
PRO (BD Biosciences). ElI umbral del analizador se ajusté en el canal
correspondiente del citdbmetro de flujo para excluir la mayoria de los restos
subcelulares o agregados celulares. Con ello, se estimé el ruido de fondo
debido a la ruptura de neuritas y extensiones celulares, y a los dobletes o
tripletes formados por uniones intercelulares. Para el andlisis citométrico, se

seleccionaron 10° células en triplicado y por condicion.

11. DETECCION DE MAP2 Y GFAP POR CITOMETRIA DE FLUJO

Para caracterizar los cultivos primarios de neuronas y determinar la
contaminacion por otros tipos celulares como los astrocitos, se determind por
citometria de flujo el porcentaje de neuronas (células MAP2") y de astrocitos
(células GFAP™).

A los 6 DIV las neuronas se tripsinizaron suavemente con EDTA tetrasddico
1 mM en PBS (pH 7.4) y se resuspendieron en un tampén de fijacion y
permeabilizacion (BD Cytofix / Cytoperm Buffer) para favorecer la penetracion
de los anticuerpos en el interior celular. Posteriormente, se incubaron las
células durante 30 minutos en hielo. Finalmente, se lavaron una vez con BD
Wash / Perm Buffer (soluciéon de lavado) y se centrifugaron a 700 x g 3
minutos. Los pellets de células se resuspendieron en 500 ul de PBS con la
dilucién correspondiente de los anticuerpos MAP2 y GFAP (ver Tabla VIl) y se
incubaron toda la noche a 4°C en agitacién orbital. Al dia siguiente, se lavaron
las células una vez para eliminar el exceso de anticuerpo primario y se

incubaron con los anticuerpos secundarios conjugados con Cy2 y Cy3
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(Jackson Inmuno) durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacion orbital y

en oscuridad.

Mediante los dos tipos de fluoréforos conjugados fuimos capaces de
distinguir el marcaje de los dos tipos celulares, neuronas y astrocitos
(ver Figura VII). La fluorescencia de Cy2 (células MAP2") se analiz6 en el
canal FL1 y la de Cy3 (células GFAP") en el canal FL3 del citémetro de flujo.
Los resultados se expresaron como porcentaje de células inmunorreactivas
para MAP2 y para GFAP.
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Figura VII. Deteccién y cuantificacion del marcaje de MAP2 y GFAP por citometria de flujo.
(a) En este registro se puede observar el marcaje de MAP2-Cy2 (marcador neuronal en verde) y
de GFAP-Cy3 (marcador actrocitico en rojo). (b) Se observa la cuantificacién en porcentaje de
células de las dos subpoblaciones diferenciadas. Esta técnica nos permitié caracterizar de forma

fina los cultivos primarios de neuronas corticales.
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12. DETERMINACION DEL POTENCIAL DE MEMBRANA (Ay,,)
COMO iNDICE DE INTEGRIDAD MITOCONDRIAL.

La evaluacion del potencial de membrana (Ay,,) se realizé por citometria de
flujo, siguiendo las instrucciones del sistema comercial MitoProbe™ DilC;

Assay Kit for Flow Citometry (Life Technologies).

Las neuronas se incubaron con la sonda DilC, (1,1', 3, 3, 3, 3' -
hexametilindodicarbo-yoduro de cianina) a una concentracién de 10 uM a 37°C
durante 15 minutos. Esta sonda, dado su caracter catiénico, se acumula en las
mitocondrias polarizadas, por lo que su pérdida es un indice de

despolarizacion mitocondrial (ver Figura VIII).

Tras la incubacion con la sonda, se centrifugaron a 700 x g durante 3
minutos y los pellets se resuspendieron en 500 ul de PBS. Los valores de Ay,
se expresaron en unidades arbitrarias (u.a.) usando el desacoplador
mitocondrial carbonil cianuro 3-clorofenilhridrazona (CCCP, 50 uM) durante 15
minutos para definir el valor 0 de Ay,. En el analisis citométrico se utilizaron
10° células por triplicado y por condicion, y la sefial de fluorescencia se analizé

en el canal FL4 del citémetro de flujo FACScalibur.
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Figura VIII. Determinacion del potencial de membrana mitocondrial utilizando la sonda DilC;.
a) Registro de la fluorescencia de la sonda catiénica DilC; sin el desacoplador mitocondrial CCCP
(azul) y después de anadirlo para despolarizar completamente la mitocondria (gris). b) Estructura
de la sonda DilC; apta para atravesar las membranas mitocondriales debido a su alta
hidrofobicidad
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13. INMUNOCITOQUIMICA Y MICROSCOPIA DE
EPIFLUORESCENCIA

Para los ensayos de inmunocitoquimica, las neuronas y los astrocitos se
crecieron en cubreobjetos de cristal esterilizados al fuego y tratados con una

solucion de poli-L-ornitina 15 pyg/ml (Sigma) y fibronectina 1 pg/ml (Sigma).

A los 6 DIV las neuronas se lavaron con PBS, se fijaron con
paraformaldehido al 4% (v/v) en PBS durante 20 minutos y se permeabilizaron
con Triton X-100 al 0.2% (v/v) en PBS durante 5 minutos. A continuacién, se
incubaron en la solucion de bloqueo (Triton X-100 al 0.2% v/v, BSA al 1% vy
suero de cabra al 5% v/v en PBS) a temperatura ambiente durante 1 hora.
Seguidamente, se incubaron con los anticuerpos anti-MAP2 y anti-GFAP en
suero de cabra al 2%, BSA al 1%, PBS-Triton X-100 al 0.2% durante toda la
noche a 4°C. Al dia siguiente, se lavaron 3 veces con PBS-Triton X-100 al
0.2% y se incubaron con los anticuerpos secundarios anti IgG de ratén
conjugado con Cy2 y anti IgG de conejo conjugado con Cy3 (Jackson, ver
Tabla VII) y con el marcador nuclear DAPI 30 uM (Sigma) en suero de cabra al
2%, BSA al 1%, PBS-Triton X-100 al 0.2%, durante 1 hora a temperatura

ambiente y en oscuridad.

Por otro lado, los astrocitos a los 15 DIV se transfectaron durante 24 horas
con el cDNA de las formas silvestre, fosfodefectiva y fosfomimética de NRF2
fusionado al de la GFP, se fijaron con paraformaldehido al 4% (v/v) en PBS

durante 20 minutos y se incubaron con DAPI 30 uM durante 10 minutos.

Los cubreobjetos de ambos tipos celulares, se lavaron dos veces con PBS
y una vez con agua estéril, tras lo cual se montaron sobre portaobjetos
utilizando el reactivo SlowFadeGold® (Molecular Probes, Oregon, USA) para
evitar la pérdida de fluorescencia. La visualizacién y adquisicion de
microfotografias se llevé a cabo utilizando una magnificacion de 40X en un
microscopio invertido Nikon Eclipse Ti-E (Nikon, Tokio, Japén) y las imagenes
se procesaron con el software Photoshop cs2.
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14. OBTENCION Y MANIPULACION DEL RNA

14.1. EXTRACCION DE RNA

La extraccion de RNA se llevdé a cabo con el kit comercial Genelute™
Mammalian Total RNA Kit (Sigma-Aldrich).

Las neuronas a los 6 DIV y los astrocitos a los 15 DIV se lisaron con una
mezcla de [B-mercaptoetanol:Lysis Solution en proporcién 1:100 (v/v). Los
lisados se filtraron con Genelute Filtration Column para eliminar los restos
celulares y desechar el DNA, haciéndolos pasar por una columna con filtro y
centrifugandolos a 16,000 x g. Posteriormente, se afadid un volumen
equivalente de etanol al 70% en agua DEPC (Di-etil-piro-carbonato) libre de
RNasas y se vorted hasta mezclar completamente. A continuacion, se pasoé la
mezcla por Genelute Binding Column, donde se adherié el RNA. Se elimino el
filtrado y nos quedamos con la columna que se lavé una vez con Wash

Solution 1.

Una vez separado el RNA, se tratdé la columna con 100 U de DNAsa |
(DNAse I, RNAse-free, Roche) durante 15 minutos a temperatura ambiente en
un tampoén compuesto por Tris-HCI 400 mM, NaCl 100 mM, MgCl, 60 mM y
CaCl, 10 mM; pH 7.9. Tras la incubacién, para eliminar todos los restos de
DNA vy evitar la amplificacion de DNA gendmico, se lavaron las columnas tres
veces, una con Wash Solution 1 y otra con Wash Solution 2
Concentrate/ethanol, que nos permitié un secado completo de la columna.
Finalmente, se eluyé en un eppendorf nuevo el contenido de la columna con

50 ul de Elution Solution mediante centrifugado a 16,000 x g durante 1 minuto.

El RNA purificado quedé en el filtrado y se midié la concentraciéon con un
espectrofotometro UV-Vis Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). El ratio de
absorbancia de 260 frente a 280 nm (A0 / Azg0), que determina la pureza del
RNA, fue de 1.8 - 2. Para corroborar la calidad e integridad del RNA extraido,
se corri6 un gel de agarosa al 0.8% y se observaron dos bandas
caracteristicas a 5.3 y 2.0 Kb correspondientes a los RNA ribosomales 28S y

188S, respectivamente (ver Figura IX).
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Figura IX. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% del RNA total purificado. En esta figura se
observa claramente dos bandas caracteristicas a 5.3 y 2.0 Kb correspondientes a los RNA

ribosomales 28S y 18S que verifican una buena calidad e integridad del RNA.

14.2. RETROTRANSCRIPCION (RT)

La retrotranscripciéon del RNA se realizé mediante el uso de cebadores
aleatorios (“random primers”) y oligo dT (DNA sintético de 15 nucleétidos con
base timina complementario a la terminacién poliadenilada presente en el
mMmRNA).

Se incubd, en primer lugar, 1 ug de RNA total extraido junto con 0,5 ug de
oligo dT en 10 pl de agua DEPC durante 10 minutos a 70°C. A continuacion,
se dej6é 1 minuto en hielo y se incubd, en segundo lugar, con 1 pl de la
transcriptasa reversa (AMV Reverse Transcriptase 40 U / yl, Promega), 2 pl
del correspondiente tampdn 10X (suplementado con MgCl, 25 mM), 1 ul de la
mezcla de desoxirribonucleétidos trifosfato (ANTPs 10 Mm, Roche), y 1 ul de
un inhibidor de RNasas, en un volumen final de 20 pl, durante 50 minutos
a 48°C.
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14.3. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
SEMICUANTITATIVA

Para las reacciones de PCR semicuantitativas se utilizé el kit comercial
AmpliTaq Gold® DNA Polymerase, LD. (Applied Biosystems). El producto de la
retrotranscripcién (cDNA 10-100 ng) se incubd en 50 ul de mezcla de reaccion
(PCR Master MIX) que contenia: 1.25 U de DNA polimerasa Taq Gold, dNTPs
(dATP 200 mM, dCTP 200 mM, dGTP 200 mM y dTTP 200 mM), en un tampon
PCR Gold Buffer 10X (Tris-HCL 150 mM, KCI 500 mM, pH 8.0).
Posteriormente, se afiadié 1 pl de los oligonucledtidos (Eurofins Biopharma,
Barcelona, Espafa) sentido y antisentido (primers forward y reverse) de cada

uno de los genes de interés (ver Tabla VIII) a una concentracion final de 1 uM.

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 10 minutos a 95°C, 28 6
35 ciclos de 15 segundos a 95°C (desnaturalizacién), 30 segundos a 55°C
(anillamiento de oligonucledtidos) y 30 segundos a 72°C (elongacién) y una
extension final durante 10 minutos a 72°C. En ningun caso se detectd banda
por PCR en aquellas muestras sin transcriptasa reversa, utilizadas como
controles negativos para corroborar que no teniamos contaminacion de DNA

genomico.
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. ; i N Tm
OLIGONUCLEOTIDO SECUENCIAS > 3 AMPLICON (T2 Melting)
Nrf2 Forward 5'-GCAGGACATGCGATTTGATTGA-3' B5.0°C
{Nuclear Factor Erythroid 2- T3pb
related factar-2) Reverse 8 -GTCAAACACTTCTCGACTTAC-3 55.8°C
Forward 5 -GGAGCAATAAGAAATGCTTGCCA-3 58.8°C
culz 83pb
[Cullina-3)
Reverse5 -GCAGCCTCAAAATCTTCCTCATA-3" 58.9°C
Hout Forward 5 -AGCACAGGGTGACAGAAGAG-3 53.4°C
(Hemooxlgenasa-1) 108pb
Reverses -GAGGGACTCTGGTCTTTGTG 3 59.4°C
Gele Forward5' -GGCACAAGGACGTGCTCAAGT-3’ B89.8°C
(glutamato cisteina ligasa, 118pb
subunidad catalitica) Reverse5 -TGCAGAGTTTCAAGAACATLG-3 55.5°C
Ngo-1 Forward 5 -GGGGACATGAACGTCATTCTCT-3 56.1°C
(NADPH deshidrogenasa 68pb
gulna Reverse5 -AAGACCTGGAAGCCACAGAAGC-3 59.1°C
Forward5' -ACCAGCAGTTTCAGGAACCATTT-¥ 57.49%C
Cop9s5 9%0b
|subunidad 5 signalosemal P
Reverse5 -GCGCCAAGATTCACCTTCCCT-3 59.5°C
cand1 Forward5’ -GCTTTCTGACAAGGAGCAGCTTC-3 585°C
{Gullin-Assaclated And 84pb
Neddylation Dissociated)  Rgyg/5¢ 5 -CCACTGGAAGCTGGAGGGAGTT-3" §0.2°C
~ Gapdh Forward5' -GGGTGTGAACCACGAGAAAT-3 E4.B°C
[Gliceraldehide- 3 fosfato 120pb
deshidrogenasa) P
Reverse5 -CCTTCCACGATGCCAAAGTT-3 55.4°C

(Housekeeping)

Tabla VIII. Oligonucleétidos empleados en esta memoria para RT-PCR semicuantitativay a
tiempo real (q-PCR). En esta tabla se muestran todos los genes analizados por RT-PCR y qPCR,
asi como las secuencias de los oligonucledtidos disefiados para la especie de Rattus norvergicus,
el tamarfio del amplicon que generan y su temperatura de Melting, importante para determinar la

temperatura de anillamiento de los oligonucledtidos al cDNA.

de PCR se

electroforesis en geles de agarosa al 2% (Seakem®, Lonza) como se describe

Posteriormente, los productos separaron mediante

en la Seccién 14.5.
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14.4. REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA A TIEMPO
REAL O CUANTITATIVA (qPCR)

Mediante esta técnica analizamos la expresion de multiples genes
(ver Tabla VIII) que cuantificamos de forma relativa respecto a un control

interno (Housekeeping) que fue la GAPDH.

En la PCR a tiempo real los procesos de amplificacién y deteccién se
producen de manera simultanea, gracias a la emision de fluorescencia por
parte del SYBR Green (Fermentas Life Sciences), fluorocromo que se intercala
entre las hebras de DNA. Al intercalarse solamente en el DNA bicatenario, la
fluorescencia es proporcional a la cantidad de producto de PCR amplificado

(amplicén).

Antes de analizar la expresion de los diferentes genes, se puso a punto la
concentraciéon de cada oligonucleétido y se calcularon las eficiencias de
amplificacion de los mismos utilizando diluciones seriadas de RNA
(ver Tabla IX). Este paso es de gran importancia para poder comparar la

expresion de los diferentes genes con respecto al control interno.

OLIGONUCLEOTIDO CONCENTRACION EFICIENCIA

NRF2 0.4 uM 94.91%
cuL3 0.3 pM 90.2%
HO-1 0.4 pM 102%
GCL. 0.4puM BT 59%
NQO-1 0.3uM 87.27%

COPS5 0.3uM 88.55%

CAND1 0.3 pM 100,2%

GAPDH 0.3 M 89.74%

(Housekeeping)

Tabla IX. Optimizacién de la concentraciéon de oligonucleétidos. En esta tabla se muestran
las concentraciones optimizadas para la gqPCR de cada uno de los oligonucleétidos empleados en

esta memoria junto con el calculo de las eficiencias para cada gen de estudio.
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Para la realizacién de la gPCR se utilizé el kit comercial Power SYBR®
Green RNA-to-C;" 1-Step Kit (Applied Biosystems), que consiste en realizar la
retrotranscripcion y la PCR en un Unico paso. Una vez comprobada la
especificidad de los oligonucleétidos por PCR semicuantitativa, se procedio a
realizar la qPCR para cuantificar los niveles de mRNA de cada uno de los
genes de estudio en los diferentes tipos de células. Se partié de 200 ng de
RNA y el volumen final por reaccién fue de 20 ul (RT Enzyme Mix 125X, RT-
PCR Mix 2X, forward y reverse oligonucleétidos y agua libre de nucleasas).
Los oligonucleotidos empleados fueron los mismos que en el caso de la PCR
semicuantitativa y que se detallan en la Tabla VIIl. Todas las reacciones se
hicieron por triplicado utilizando el termociclador Mastercycler ep Realplex
(Eppendorf).

El perfil de cada reaccion fue el siguiente: un ciclo de 30 minutos a 48°C
(etapa de retrotranscripcion), un ciclo de 10 minutos a 95°C (activacién de la
enzima Hot Start Tag DNA polimerasa), 40 ciclos de 15 segundos a 95°C

(desnaturalizacion) y 1 minuto a 55°C (anillamiento y elongacion).

El valor que se obtuvo por cada reaccion fue el Ct (threshold cycle), que es
el ciclo en el que la fluorescencia emitida por el SYBR Green es detectable
dentro de la fase lineal (ver Figura X). Se obtiene asi el Ct para cada uno de
los genes de estudio y para el housekeeping. El incremento de Ct (ACt) es la
diferencia entre el Ct de cada gen y el Ct de la GAPDH, que se tomé como

referencia o control interno.

La relaciéon en el numero de copias que se obtiene al final de una reaccién

-AACt - ACtcalibrador)

optimizada es de 2 que es igual a 2 TACtmuesta e igual a

2 - [(Ctmuestra — CtGAPDH) - (Ctcalibrador — CtGAPDH)] Consideramos calibrador la

condicién sobre la que se compara la expresién y sobre la que se relativiza los
resultados dandole el valor de 1. Niveles de expresion igual a 1 indican que la
muestra problema presenta la misma expresién de un determinado gen que el
control. Niveles >1 indican que hay un incremento de expresion con respecto
al control, y niveles <1 indican que la expresién disminuye con respecto al

control.
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Los resultados se mostraron en unidades arbitrarias de expresion (fold o
n°® de veces de expresion) entre la muestra problema y un calibrador o control

(cuantificacion relativa).

Intensidad Fluorescencia

N° Ciclos

Figura X. Registro de un ensayo de qPCR. En esta figura se observan los picos de fluorescencia
emitida por el SYBR Green en diferentes muestras de estudio. El Ct es el primer ciclo de la PCR
en el que la fluorescencia emitida por el SYBR Green es detectable en la fase lineal (supera el

umbral de deteccion). El Ct es inversamente proporcional a la cantidad de RNA o DNA de partida.

14.5. ELECTROFORESIS DE DNA EN GELES HORIZONTALES DE
AGAROSA

Esta técnica se utilizé tanto para separar los productos de PCR
amplificados, como para separar los productos de la digestion realizada con
enzimas de restriccion y asi poder distinguir diferentes fragmentos de DNA en

funcion de su tamano.

Antes de la electroforesis, se afadié a las muestras tampdn de carga (azul

de bromofenol al 0.25%, xileno cianol al 0.25% vy ficol al 15%). La electroforesis
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se realizd en geles de agarosa inmersos en una solucion TAE 1X (TAE 50X;
Tris-acético 2 M, EDTA 0.05 M, acético glacial al 10%, pH 8.0), a voltaje
constante de 90V durante 1 hora. Para calcular el tamafio de las bandas
obtenidas, se incluyeron en los geles el marcador de peso molecular de 1 Kb
Ladder Marker (Biotools, Madrid, Espafia), que presenta un patrén de bandas
que oscila de 0.25 a 10 Kb, o el marcador DNA Weight Marker Xlll (50 pb
ladder, Roche) cuyo patron de bandas oscila de 50 a 2642 pb.

Para la realizacion de los geles se utilizd agarosa (Seakem® LE Agarose,
Lonza) de baja electroendosmosis (menor numero de grupos acidos cargados
a pH basico), para incrementar la movilidad electroforética del DNA, a una

concentracion variable 0.8 - 2% en funcion del tamafio de la banda de interés.

A los geles se les afiadié Midori Green DNA Stain (Nippon Genetics Europe
GmbH, Dueren, Alemania), que es una sonda fluorescente que se excita a
350 nm emitiendo luz verde a 540 nm cuando se intercala en la doble hebra
del DNA. Para la visualizacion de las bandas se expuso el gel a un
transiluminador de luz UV (Bio-Rad) y, para el posterior analisis de las
imagenes, se utilizd el sistema digital Gel Doc (Bio-Rad, Hercules, CA,
EE.UU.).

15. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE GLUTATION

Para determinar la concentracion de glutation, las células se lavaron con
PBS frio y se recolectaron rapidamente con acido sulfosalicilico (ASS) al 1%
(p/v) con la ayuda de un raspador. Los lisados celulares se centrifugaron a
13.000 x g durante 5 min y el contenido de glutation total, que es igual a la
suma del glutation reducido mas dos veces el oxidado (GSx = GSH + 2GSSG),
se analizé en los sobrenadantes segun el método descrito por [Tietze, 1969].
Este método estd basado en la oxidacion del GSH (glutation reducido) a
expensas del DTNB (5,5-ditio-bis-acido 2-nitrobenzoico; Sigma-Aldrich), que
es reducido a TNB (Ay,x=405 nm). El recién formado GSSG (glutation oxidado)

es regenerado a GSH mediante la actividad de la glutation reductasa, que
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requiere como cofactor NADPH (H"). Esta es, por tanto, una reaccion ciclica
(ver Esquema VI), cuya velocidad es directamente proporcional a la

concentracion de glutation total (GSx).

Esta determinacion se realizd en placas de 96 pocillos donde se mezclaron
10 pl de muestra, 90 pl de H,O y 100 pl de la mezcla de reaccion (EDTA 1
mM, DTNB 0.3 mM, NADPH 0.4 mM y 1 U/ml de glutation reductasa en
tampon fosfato sédico 0.1 mM, pH 7.5). Los incrementos de absorbancia, tras
la reaccion del GSH con el DTNB, se monitorizaron en un espectrofotdmetro
de placas Multiskan Ascent (Thermo Electron Corp, Basingstoke, Reino Unido)

a 405 nm, a intervalos de 15 segundos durante 2.5 min.

Paralelamente, se llevé a cabo una recta patron a partir de soluciones
estandar de GSSG de concentraciones de 0 a 50 uM. La concentracion de
GSx (nmol / mg proteina) se calcul6 a partir de las pendientes obtenidas en las

muestras, extrapolandolas a las obtenidas en la recta patrén.

2 GSH
DTNB NADP
Glutation reductasa
2 NADPH
A =405 nm GSSG
m:\;jﬁ::’:vmd + ng Sig \,'Nc - s < { n e <_§
2 6GSH + DTNB — 2

Esquema VI. Determinacion enzimatica de GSx. La reduccioén del DTNB paralela a la oxidacion
del glutation permite determinar su concentraciéon a 405 nm. Todo el glutatién oxidado (GSSG) es

de nuevo reducido a GSH por la glutatién reductasa usando como cofactor el NADPH.
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16. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LAS KINASAS
DEPENDIENTES DE CICLINAS

16.1. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD KINASICA CDK5

CDKS5 se aislé de los astrocitos mediante inmunoprecipitacion, como se
describe en la Seccion 9.7. Tras lavar 5 veces con tampodn de lisis (Tris-HCI
50 mM, NaCl 150 mM, EDTA 2 mM, NP-40 al 1%, pH 7.6 y suplementado con
inhibidores de proteasas y fosfatasas), el inmunoprecipitado se resuspendié en
80 ul de dicho tampdn. A 4 del volumen se le afadié tampdn de carga, y se

utilizé como control de carga de CDK5.

El resto del inmunoprecipitado se lavé 2 veces con 500 pl de tampodn
kinasa (HEPES 50 mM, MgCl, 10 mM, DTT 1 mM e inhibidores de proteasas y
fosfatasas, pH 7.5). Se aspird todo el sobrenadante y el pellet se resuspendio
en 25 ul de tampon kinasa en presencia de ATP 50 uM, 2 uCi de [y-*P]-ATP y
de histona H1 (1 mg/ml; Calbiochem), que se utilizé como sustrato de la
reaccion [Wang, et al., 2003]. A continuacién, se incub6 a 30°C durante 30

minutos en agitacion (Thermomixer, Eppendorf).

Finalmente, la reaccion se par6 afiadiendo tampdn de carga e hirviendo las
muestras a 95°C, durante 5 minutos. Las proteinas se separaron mediante
SDS-PAGE (ver Seccion 9.3) y, a continuacion, el gel se tifid con azul de
Coomassie y se sec6 a 80°C durante 1 hora con un secador de geles
Gel Dryer (Bio-Rad).

La incorporacion de *P se visualizdé mediante la exposicion del gel
radiactivo a peliculas de autorradiografia (BioMax XAR film, Kodak) o a una
placa de fosforo fotoestimulable (PSP), también conocida como placa de
imagen (IP: Imaging Plate) o placa radioluminiscente. Esta se coloca encima
del gel radiactivo durante 1 noche en oscuridad (cassete) y, al dia siguiente, se
introduce en un scanner de alta definicion image plate o phosphorimager
(Personal Molecular Imager™PMI System, Bio-Rad), que produce una imagen

digital que se analiza con el software Gel Doc (Bio-Rad).
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16.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD KINASICA DE CDK5
SOBRE NRF2

Las proteinas de fusion GST-NRF2 (silvestre y fosfodefectiva), purificadas a
partir de E. coli (ver Seccién 9.8), se utilizaron como sustratos de la reaccion
catalizada por CDK5. Asi, 10 ug de las proteinas de fusién se lavaron 2 veces
con 500 pl de tampdn kinasa y se resuspendieron en el mismo tampon
(volumen = n°® reacciones x 10 + 15 pl) que contenia, ademas, ATP 50 uM,
2 uCi de [y-*P]-ATP y 100 ng de p35/CDK5 (Upstate, Temecula, CA, EE.UU).
La mezcla se incubé a 30°C durante 30 minutos y la reaccion se detuvo con
tampoén de carga e hirviendo las muestras a 95°C durante 5 minutos. A
continuacion, las proteinas se separaron mediante SDS-PAGE vy el gel se tifid
con azul de Coomassie (control de carga) y se sec6 a 80°C durante 1 hora con
un secador de geles. Finalmente, la incorporacion de *2p se visualizo mediante
la exposicion del gel radiactivo a peliculas de autorradiografia (BioMax XAR
film de Kodak) o a una placa de imagen que posteriormente se escaned con un

phosphorimager.

17. ENSAYO REPORTERO DE LA LUCIFERASA

Este ensayo consiste en utilizar el cDNA de la luciferasa de luciérnaga
contenido en el plasmido pGL4.12 [luc2CP] (ver Secciéon 3.4) como gen
reportero para monitorizar la actividad promotora de ARE (Antioxidant
Response Element) en el control de la expresiébn de los genes diana
antioxidantes de NRF2, tales como la Ho-1, Gclc o Nqo-1.

Para ello, primero se fusioné la secuencia consenso del promotor ARE en
el extremo N-terminal del gen reportero de la luciferasa en el plasmido

pGL4.12 [luc2CP] como se muestra en la Seccién 3.4.

Una vez obtenida la construccién, las neuronas se sembraron en placas de
12 pocillos (3.14 cm? cada pocillo) a una densidad de 250.000 células / cm?. A
los 5 DIV se transfectaron con la construccion pGL4.12 [luc2CP]-ARE y con el

plasmido vacio sin ARE (control negativo), utilizando el reactivo catidnico
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Lipofectamine LTX con Plus Reagent™. Al dia siguiente, se lavaron las células
2 veces con 1 ml de PBS. En el segundo lavado se despegaron las células en

telilla y se trasvasaron a un eppendorf.

A continuacion, se centrifugaron a 700 x g durante 5 minutos a temperatura
ambiente y se elimin6é el sobrenadante. Los pellets se lisaron con 70 ul de
tampon de lisis 1X (Reporter Lysis Buffer-RLB 5X, Promega). Se mezclaron
bien con vértex y se realizé un ciclo de congelacion/descongelacion rapido con
nitrégeno liquido para favorecer el lisado celular y evitar la pérdida de actividad
luciferasica. Finalmente, se centrifugaron a 12,000 x g durante 3 minutos a 4°C
y se recopilaron los sobrenadantes para realizar el ensayo. Para cada reaccion
se utilizaron 20 ul de lisado celular y 100 ul de mezcla de reaccion (Luciferase
Assay Reagent, Promega), que contiene el sustrato de la luciferasa, luciferina.
El ensayo se realizé en placas de 96 pocillos con, al menos, triplicados por
cada condicion, en un luminémetro de placa Variokan Flash (Thermo Fischer,
Vantaa, Finlandia). Se analiz6 la intensidad de luz emitida por la luciferasa,
que en nuestro estudio era directamente proporcional a la actividad del
promotor ARE (ver Esquema VII). Este ensayo nos permiti6 determinar, de
forma indirecta en las neuronas corticales, la actividad transcripcional de NRF2

tras su unién al promotor ARE.

RMA palimerasa Mref2

- YU
Promotor Luciferasa .. Sen Reporters

Transcripcidn

mRMA Luciferaza  aasa,

Traduccidn

t

e

O/ATP §

Luz

Esquema VII. Fundamento del ensayo reportero de la luciferasa. En este esquema se puede
observar como la intensidad de luz emitida por la reaccion de la luciferasa es directamente
proporcional a la actividad transcripcional del promotor ARE y, por tanto, es un método indirecto

para analizar la respuesta antioxidante mediada por NRF2, tras su unién a ARE.
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18. CELL SORTING DE ASTROCITOS Y NEURONAS

Las neuronas corticales en cultivo primario se sembraron en placas de 145
cm® (Nunc; Roskilde, Dinamarca). A los 6DIV las células se trataron con el
inhibidor del proteasoma MG-132 (Calbiochem) durante 2 horas, y las células
control con el correspondiente vehiculo (DMSO; Sigma). Posteriormente, se
tripsinizaron suavemente con EDTA tetrasddico 1mM en PBS (pH 7.4) y, tras
centrifugarlas a 500 x g durante 5 minutos, se incubaron con el anticuerpo
anti-integrina B5 (marcador especifico de la membrana plasmatica de los
astrocitos) [Foo, 2013] en PBS a 4°C durante toda la noche en agitacion orbital
y a la dilucién que se muestra en la Tabla VII. Al dia siguiente, se lavaron 2
veces con PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario anti-lgG (H+L) de
ratén, conjugado con el fluoréforo Alexa 488, en PBS durante 1 hora a
temperatura ambiente, en agitacion orbital y en oscuridad. Transcurrido ese
tiempo se lavaron 2 veces y se resuspendieron en 500 yl de PBS. Mediante
citometria de flujo con cell sorter FACSAria™ IlI (BD Biosciences; Laboratorio
de Biologia Molecular del Centro de Investigacion del Cancer, Universidad de
Salamanca), se separaron las células positivas para integrina 5 (astrocitos y
células gliales) de las células integrina B5 negativas (neuronas), como se
muestra en la Figura Xl. Tras la separacion de las dos subpoblaciones
celulares, se centrifugaron a 500 x g y los pellets se lisaron en tampoén RIPA

para su posterior analisis por Western Blot.
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Figura Xl: Separacién de astrocitos y neuronas mediante Cell Sorting. a) En estos registros
se observa la separacion realizada entre las células integrina 85 , correspondientes a las neuronas

(en negro) y las células integrina p5°, correspondientes a los astrocitos (en rojo). b) Tras la
separacion de las dos subpoblaciones se realizaron los registros de pureza de cada una de ellas

para corroborar la eficiencia del proceso.

19. ANALISIS ESTADISTICO

Todas las determinaciones en células en cultivo fueron realizadas, al
menos, por triplicado. Los valores se expresaron como medias + S.E.M. (error
estandar de la media) en, al menos, tres experimentos independientes. La
significatividad se determiné mediante analisis de la varianza (ANOVA),
seguido del test de Bonferroni (para comparaciones multiples) o el test de la
t de Student (para comparaciones entre dos unicos grupos de valores). En
todos los casos, un valor de p < 0,05 se consideré estadisticamente

significativo.
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Resultados

1. EXPRESION DIFERENCIAL DE LOS COMPONENTES DE LA
ViA DE SENALIZACION ANTIOXIDANTE NRF2-KEAP1-CUL3
EN NEURONAS Y ASTROCITOS.

Para entender el mecanismo molecular responsable de la baja capacidad
antioxidante de las neuronas, cuando se compara con la de los astrocitos, se
analiz6 mediante RT-gPCR la abundancia del mRNA de Nrf2. Este factor de
transcripcion es el responsable de coordinar transcripcionalmente Ila
magquinaria antioxidante celular frente al estrés oxidativo y nitrosativo. Como se
muestra en la Figura 1a, los niveles del mMRNA de Nrf2 fueron ~1600 veces
mas elevados en los astrocitos que en las neuronas de corteza de rata. En
coherencia con estos resultados los analisis mediante Western Blot revelaron
que la abundancia de la proteina NRF2 era considerablemente mas baja en las
neuronas que en los astrocitos (Figura 1b). Sin embargo, los niveles de las
proteinas CUL3 y KEAP1, encargadas de la poliubiquitinacion de NRF2 para
su posterior degradacién en el proteasoma, eran notablemente mas altos en

las neuronas que en los astrocitos.

Analizando también los niveles del mMRNA de Cul3 mediante RT-qPCR en
ambos tipos celulares, se evidencié un incremento de un ~ 30% en las
neuronas en relacion a los astrocitos (Figura 1c¢), explicando, probablemente,
la baja abundancia de la proteina CUL3 en los astrocitos. Estos resultados
sugieren que la via de degradacion de NRF2 en las neuronas esta claramente
acentuada en relacién con la de los astrocitos, afectando a la estabilidad y a la
vida media de la proteina. Este hecho podria dar cuenta de la reducida
capacidad antioxidante que presentan las neuronas si la comparamos con la

de los astrocitos.
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Figura 1. Expresion diferencial de NRF2, KEAP1 y CUL3 en neuronas y astrocitos. (a)
Analisis mediante gPCR de la abundancia relativa del mRNA de Nrf2 en neuronas y astrocitos
primarios corticales de rata. El mRNA de la Gapdh se us6 como housekeeping o gen de referencia
para la normalizacion de los resultados, y los datos de los astrocitos se expresaron como un
cambio en el numero de veces de expresion del transcrito, relativo a la expresion en neuronas. Los
resultados revelaron un nivel de expresion del mRNA de Nrf2 de ~1600 veces mas alto en los
astrocitos en comparacién con las neuronas. (b) El analisis mediante Western blot indic6 una
menor abundancia de la proteina NRF2 y una mayor abundancia de las proteinas CUL3 y KEAP1
en las neuronas cuando se comparé con los astrocitos. Los niveles de las proteinas MAP2 y GFAP
indicaron la pureza de los cultivos de neuronas y astrocitos, respectivamente. La GAPDH se utilizé
como control de carga. (c) Los niveles del mRNA de Cul3 fueron ~30% mas bajos en astrocitos
que en neuronas. Los datos son expresados como la media +S.E.M, * p<0.05 (test t-Student; n=3

experimentos independientes).

2. EXPRESION DE Cop9s5 Y Candl EN NEURONAS Y
ASTROCITOS.

Puesto que el complejo KEAP1-CUL3-Rbx E3-ubiquitina ligasa esta
regulado post-traduccionalmente por ciclos de neddilacion/deneddilacion vy
ciclos de ensamblaje/desensamblaje a través del complejo multiproteico
denominado signalosoma (CSN) y del factor de ensamblaje CANDA1,
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respectivamente, se analizaron, por RT-gPCR, los niveles de mRNA de la

subunidad catalitica del CSN (Cop9s5) y de Cand1 en neuronas y astrocitos.

Dado que los niveles de mRNA de Cop9s5 y Cand1 fueron similares en
ambos tipos celulares (Figura 2a, b), seria poco probable que una expresion
diferencial del signalosoma, explicase las diferencias existentes en los niveles
de mRNA y de proteina de CUL3 entre las neuronas y los astrocitos,

observados anteriormente (Figura 1b, c).
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Figura 2. Expresion similar de Cop9s5 y Candl en neuronas y astrocitos. (a) Analisis
mediante qPCR de la abundancia relativa de mRNA de Cop9s5 en neuronas y astrocitos. Los
niveles de mRNA de Cop9s5 en astrocitos son similares a los de las neuronas. (b) Los niveles de
mRNA de Cand1 en astrocitos son semejantes a los encontrados en las neuronas. El mRNA de la
Gapdh se usé como housekeeping o gen de referencia para la normalizacion de los resultados.
Los datos son expresados como la media +S.E.M, * p<0.05 (test t-Student; n=3 experimentos

independientes).
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3. EFECTO DEL SILENCIAMIENTO DE CUL3 SOBRE LA
ESTABILIZACION DE NRF2 EN NEURONAS Y ASTROCITOS.

Para investigar si los altos niveles observados de CUL3 podrian explicar la
escasa concentracion de NRF2 en las neuronas, se disefid¢ un RNA de
interferencia frente al gen Cul3 de Rattus norvergicus (siCul3). La transfeccion
de neuronas y astrocitos primarios con el siCul3 disminuy6 sustancialmente la
abundancia de la proteina después de 3 dias, conduciendo a una
estabilizaciéon y acumulacion de NRF2, tanto en los astrocitos (Figura 3a)
como en las neuronas (Figura 3b). Estos resultados sugieren que, a pesar de
los bajos niveles de mRNA de Nrf2, las neuronas son capaces de traducir la
proteina y posteriormente degradarla mediante la actividad E3-ubiquitina ligasa
de CUL3.

Astrocitos Neuronas
E o S siCul3
PM 8§ 3 v 5 M)
(kDa) 5 5 kDa) 5 2 8
100—| = "8 | Nrf2 100— | q Nrf2
1OO_ECU|3 100 - ——— - | Cul3
37 — | === Gapdh 37 — | > | Gapdh

Figura 3. Efecto del silenciamiento de Cul3 sobre la estabilizaci6n de NRF2 en neuronas y
astrocitos. (a) El uso de un RNA de interferencia frente al gen Cul3 (siCul3, 66 nM) durante 72
horas, condujo a la disminucién de la proteina CUL3 y a la acumulacién de NRF2 en los astrocitos.
(b) El tratamiento con siCul3 de manera dosis-dependiente (33-66 nM), incrementé la abundancia
de NRF2 en las neuronas. En ambos casos, se utiliz6 como siControl (66 nM), un RNA de

interferencia frente al gen de la luciferasa. La GAPDH se usé como control de carga.
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4. EXPRESION DIFERENCIAL DE DOS DE LOS GENES DIANA
DE NRF2, GCLc Y HO-1, EN NEURONAS Y ASTROCITOS.

Para dilucidar si la modulacion de NRF2 podria dar cuenta de la expresién
de los genes antioxidantes regulados por este factor de transcripcién, se
analizaron, mediante RT-qPCR, los niveles de mRNA de dos de los genes
diana de NRF2, la subunidad catalitica de la glutamato-cisteina ligasa (Gclc) y
la hemo-oxigenasa-1 (Ho-1). Los niveles de expresion relativa de la Gcelc y de
la Ho-1, utilizando como housekeeping el mMRNA de la Gapdh, fueron de ~6 a
40 veces mas bajos, respectivamente, en las neuronas que en los astrocitos
en condiciones basales (Figura 4a, b). Estos resultados indican que la
respuesta antioxidante de los astrocitos es sustancialmente mas robusta que la

de las neuronas.

b
mRNA Gclc mRNA Ho-1

71 X 5071 —
61 40

2 01 8 a0

g 41 g 30

o gf s 20-
0:e~|‘5:| 0° 0_e.= (o
O Qo

Wi e

Figura 4. Expresion diferencial de los genes antioxidantes Gclc y Ho-1 en neuronas y
astrocitos. El analisis mediante gPCR de dos de los genes diana de NRF2, la subunidad catalitica
de la glutamato-cisteina ligasa (a) y la hemo-oxigenasa-1 (b), revelé unos niveles de expresion de
6-40 veces mas bajos, respectivamente, en las neuronas en relacion a los astrocitos. EIl mRNA de
la Gapdh se usé como housekeeping o gen de referencia para normalizar los datos. Los datos son

expresados como la media +S.E.M, * p<0.05 (test t-Student; n=3 experimentos independientes).
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El silenciamiento de Cul3 en las neuronas indujo una acumulacion de NRF2
alcanzando niveles similares a los encontrados en los astrocitos en
condiciones basales. (Figura 5a). A pesar de esta acumulacion de NRF2, los
niveles de mRNA de los genes antioxidantes, Ho-7 y Gclc, no cambiaron,
manteniéndose en torno al 10-20% respectivamente, a los encontrados en los
astrocitos (Figura 5b). Por lo tanto, se puede deducir que la respuesta
antioxidante de las neuronas, aun silenciando Cul3, es insuficiente para

alcanzar la de los astrocitos.
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Figura 5. El efecto del silenciamiento de Cul3 en las neuronas es insuficiente para alcanzar
la respuesta antioxidante de los astrocitos. (a) E/ siCul3 (66 nM) en las neuronas incremento la
proteina NRF2 a niveles similares a aquellos encontrados en los astrocitos. La GAPDH se usé6
como control de carga. (b) Los niveles del mRNA de los genes antioxidantes Ho-1 y Gclc en las
neuronas silenciadas con siCul33 (66 nM) fueron de ~ 10-20% respectivamente, a los encontrados
en astrocitos en estado basal. EI mRNA de la Gapdh se usé como housekeeping o gen de
referencia para normalizar los resultados de la gPCR. Los datos son expresados como la media

+S.E.M, *p<0.05 (test t-Student; n=3 experimentos independientes).
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5. REGULACION POST-TRADUCCIONAL DE NRF2 MEDIADA
POR DEGRADACION EN NEURONAS Y ASTROCITOS.

Con el fin de investigar si la proteina NRF2 en las neuronas es susceptible
de regulacion, se utilizé el inhibidor del proteasoma, MG-132. Tanto en
astrocitos como en neuronas, la inhibicion de la maquinaria de degradacién de
proteinas, durante 2 horas de tratamiento con MG-132, condujo a la

estabilizaciéon y acumulacion de NRF2 (Figura 6a, b).

Para confirmar este resultado, se transfectaron las neuronas con el cDNA
de Nrf2, fusionado al de la proteina verde fluorescente (GFP). Usando el
anticuerpo monoclonal anti-GFP, se observo, mediante Western Blot, la
acumulaciéon de la proteina de fusién NRF2-GFP tras el tratamiento con
MG-132 (Figura 6c¢).

Por otro lado, realizando RT-gPCR, se observé que el tratamiento con MG-
132 en neuronas no alteré los niveles del mRNA de Nrf2, a menos que
estuviera presente el inhibidor de la transcripcion Actinomicina D, que
disminuyé el transcrito de Nrf2 ~50% (Figura 6d). Sin embargo, la
acumulacién de la proteina NRF2 promovida por MG-132 no se vio alterada

con la Actinomicina D (Figura 6e).

Estos resultados revelan que la abundancia de la proteina NRF2,
normalmente muy baja en las neuronas en comparacion con los astrocitos, es
probablemente debida a una mayor tasa de desestabilizacién de la proteina.
Por lo tanto, esta pequena cantidad de NRF2 en las neuronas es claramente
susceptible a regulacién post-traduccional, tanto por el silenciamiento de Cul3

como por la inhibicién del proteasoma.
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Figura 6. NRF2 esta sujeto a una fuerte regulacién post-traduccional por degradaciéon a
través de la via ubiquitina-proteasoma. (a) El inhibidor del proteasoma, MG132 (20 uM, 2 horas)
incrementé la abundancia de la proteina NRF2 en los astrocitos. (b) El MG132 incrementé también
la abundancia de NRF2 en las neuronas. (c) La transfeccion de las neuronas con el cDNA
completo que codifica la proteina de fusién NRF2-GFP, seguida por el tratamiento con MG132,
provocé la acumulacion de la proteina de fusion NRF2-GFP. (d) El MG132 no incrementé los
niveles del mRNA de NRF2 en las neuronas y el inhibidor transcripcional, actinomicina D (Act.D;
100 ng/ml) disminuyé los niveles del mRNA de NRF2. (e) La acumulacion de la proteina NRF2 en
neuronas, mediada por el MG132, no se vio alterada por la actinomicina D. En todos los casos, se
usé6 la Gapdh como control de carga para los Western Blot y como housekeeping o gen de
referencia para los analisis de gPCR. Los datos son expresados como la media +S.E.M, * p<0.05

(test t-Student; n=3 experimentos independientes).

Asimismo, las neuronas incubadas previamente durante 2 horas con
MG-132 también mostraron un incremento significativo de los niveles de los
mMRNA de tres de los genes diana de NRF2, Gcle, Ho-1y Nqo-1, aumentando
de 1.5 a 2.5 veces con respecto a las neuronas en condiciones basales

(Figura 7). Estos datos indican que la acumulacion de NRF2 estimulada por la
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inhibicién del proteasoma, tiene un significado funcional afiadido, ya que es

capaz de reactivar la respuesta antioxidante neuronal.

mRNA en neuronas Figura 7. La acumulacion de NRF2
31 * . o
= * DControl activa la respuesta antioxidante neuronal.

BEMG132 La incubacién de las neuronas con MG132

incrementd la expresion de tres de los genes

mediada por la inhibicion del proteasoma

[\
L
*

antioxidantes regulados por NRF2, Gclc,
Ho-1 y Ngo-1. Los datos son expresados
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n°® veces

—
L

t-Student; n=3 experimentos independientes).
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6. DETERMINACION DE LA EXISTENCIA DE NRF2 EN LAS
NEURONAS.

Dado que las neuronas corticales en cultivo primario contienen,
probablemente, trazas de astrocitos, y la abundancia de la proteina NRF2 es
considerablemente mayor en los astrocitos que en las neuronas, nos
preguntamos si la sefial de NRF2 en los cultivos primarios neuronales podria
deberse a la contribucion de los astrocitos. Para abordar este asunto, primero
se caracterizaron los cultivos primarios neuronales por citometria de flujo. Este
analisis reveld un enriquecimiento del 96% de células MAP2" (neuronas) y un
4% de células GFAP™ (astrocitos), como se muestra en el Apartado 11 de
Material y Métodos. A continuacién, se realizé el Western Blot con 50 ug de
extractos de proteinas obtenidos a partir de las neuronas tratadas
previamente, o no, con MG-132, y se comparé la abundancia de NRF2 con la
observada en los 2, 10 y 50 pg de extractos de proteinas obtenidos a partir de
astrocitos, tratados del mismo modo. Como se observa en la Figura 8a, NRF2
se expreso en los 50 yg de neuronas pero no se detectd ni en los 2 ni en los

10 pg de astrocitos (que representan un 4-20% respectivamente de éstos en
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los cultivos de neuronas. Por lo tanto, una contribucién del 4% de astrocitos en
los cultivos neuronales no da cuenta de la sefal de la proteina NRF2 en las

neuronas.

Para refinar la contribucion astrocitaria, en cuanto a la abundancia de
NRF2 en los cultivos neuronales, se realizé6 Western Blot en el que se comparé
la intensidad de la banda de NRF2 en 50 ug de extractos proteicos de
neuronas con la obtenida en 1, 2 y 4 ug de extractos proteicos de astrocitos.
Como se muestra en la Figura 8b, no se detectdé banda de NRF2 en astrocitos
no tratados a ninguna de las concentraciones de extracto de proteina cargada,
mientras que las neuronas mostraron una clara banda de NRF2.
Curiosamente, la incubacién de los astrocitos con MG-132 no fue suficiente
para revelar la aparicion de NRF2 en 2 ug de astrocitos (Figura 8b). Por lo
tanto, una contaminacion de los astrocitos del 4% no justifica la abundancia de
la proteina NRF2 que se encuentra en las neuronas en cultivo primario, ya sea

en situacion basal o después del tratamiento con MG-132.

Para corroborar estos resultados, se purificaron neuronas por Cell Sorting
mediante citometria de flujo utilizando un anticuerpo contra la integrina-p5,
que es un marcador especifico de la membrana plasmatica de los astrocitos
(Apartado 18 de Material y Métodos). El analisis de las células integrina-p5,
es decir, de la fraccion de neuronas libre de astrocitos, mediante Western Blot,
reveld una fraccion celular especifica neuronal, que expresaba Blll-tubulina, en
la que la proteina NRF2 se vio incrementada con el tratamiento de MG-132
(Figura 8c). Estos resultados confirman la existencia de NRF2 en las
neuronas, a pesar de la contaminacién de los astrocitos en los cultivos

primarios neuronales.
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Figura 8. La acumulacion de NRF2 por MG132, observada en cultivos primarios de
neuronas, es debida a la presencia de NRF2 en las neuronas y no a la contaminacién de los
astrocitos. (a) La abundancia de NRF2 en 50 ug de extracto de proteina obtenido a partir de las
neuronas tratadas previamente (o no) con MG-132 se compard, mediante transferencia de
Western, con la abundancia de NRF2 observada en 2, 10 o 50 ug de extractos de proteinas
obtenidos a partir de astrocitos, tratados de de la misma manera. Mientras que NRF2 se observo
en las neuronas, NRF2 no era detectable ni en 2 ni en 10 ug de astrocitos; solo 50 ug de extracto
de proteina de astrocitos revelé una sefial de NRF2. GFAP fue utilizado como un marcador de
astrocitos, y B-actina como control de carga. (b) La intensidad de la banda de NRF2 en 50 ug de
extracto de proteina neuronal se comparé con la obtenida en 1, 2 y 4 ug de extractos de proteinas
de astrocitos. NRF2 no se detecto en los astrocitos no tratados en ninguna de las cantidades de
extracto de proteina cargadas, mientras que las neuronas mostraron una banda clara de NRF2. La
incubacién de los astrocitos con MG-132 no fue suficiente para revelar NRF2 en 2 ug de extracto
de proteina (4% de contaminacion). (c) Las células integrina 5 negativas (neuronas purificadas)
se obtuvieron por cell sorting a partir de cultivos primarios de neuronas, y sus extractos de
proteinas se sometieron a Western Blot, que revelé una banda de expresion de plll tubulina
(especifica de las neuronas). El tratamiento de las neuronas con MG132 incrementé la abundancia
de NRF2.
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7. RESPUESTA NEURONAL A ESTIMULOS QUE MIMETIZAN
ESTRES OXIDATIVO.

Posteriormente, se propuso investigar si NRF2 en las neuronas podia ser
objeto de regulacion por parte de los tratamientos que inducen estrés
oxidativo, y que son capaces de oxidar residuos clave de Cys en la proteina
KEAP1, conduciendo a la estabilizacion del factor de transcripcion. La
incubacion de las neuronas con t-BHQ, un conocido y potente oxidante,
durante 4 horas, promovio la estabilizaciéon y translocaciéon nuclear de NRF2
(Figura 9a) y el incremento de 1.7 veces en la transcripcion del gen
antioxidante, Gclc (Figura 9b). Ademas la incubacién de las neuronas con un
conocido estimulo excitotoxico (glutamato 100 uM), durante 15 minutos, y tras
4 horas post-estimulacion, también condujo a una moderada estabilizacion y

translocacion nuclear de NRF2 (Figura 9c).
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Figura 9. NRF2 experimenta una translocaci6én nuclear que promueve su activacion
transcripcional bajo estimulos pro-oxidantes. (a) Las neuronas tratadas con tert-
butilhidroquinona (tBHQ, 20 uM, durante 4 horas) incrementé la cantidad de NRF2 en los
compartimentos citosélico y nuclear. (b) La tBHQ incrementé los niveles del mRNA de la Gclc en
las neuronas. (c) El dafio excitotoxico (glutamato 100 uM durante 15 minutos) incrementé en las
neuronas, modestamente, la abundancia de la proteina NRF2 en los compartimentos citosélico y
nuclear después de 4 horas post-incubaciéon. La GAPDH se usé como marcador citosélico y

NUP98 como marcador nuclear.

120



Resultados

Para corroborar la actividad transcripcional de NRF2 frente a estos mismos
estimulos, se analizdé la actividad del elemento de respuesta antioxidante
(ARE) en las neuronas, utilizando el gen reportero de la luciferasa.
Inesperadamente, se encontré que las neuronas transfectadas con el siRNA
control (siControl) mostraron un incremento significativo de 2 veces en la
actividad del promotor ARE (Figura 10a) y en la abundancia de la proteina
NRF2, como mostré el analisis mediante Western Blot, (Figura 10b) con
respecto a las neuronas sin transfectar, probablemente debido al estrés
generado en las células tras el proceso de transfeccion. De hecho, tanto t-BHQ
como el glutamato a concentraciones excitotoxicas, estimularon eficientemente
la actividad del promotor de los genes diana de NRF2 en las neuronas no

transfectadas, efecto que fue abolido por MK801 (Figura 10a).
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Figura 10. Efecto de la transfeccion con siRNA sobre la respuesta antioxidante neuronal
mediada por la actividad del promotor ARE. (a) Las neuronas transfectadas con siRNA
(siControl; 100 nM, durante 72 horas) y tratadas con tBHQ (20 uM, durante 4 horas) o glutamato
(100 uM/15 minutos, a continuacion, 4 horas en DMEM), mostraron un aumento de ~ 2 veces en la
actividad del promotor ARE; el antagonista de los NMDARs, MK801 (10 uM), previno este aumento
en la actividad del promotor ARE inducido por el glutamato. (b) Las neuronas transfectadas con
siControl aumentaron la cantidad de la proteina NRF2. Los datos son expresados como la media

+S.E.M, *p<0.05 (ANOVA seguido del test de Bonferroni; n=3 experimentos independientes).
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A pesar de que el silenciamiento de Cul3 no fue suficiente para
desencadenar la expresion de los genes diana de NRF2, como se muestra en
la Figura 5b, si que sensibilizé a las neuronas frente a la t-BHQ y al glutamato,
mostrando una mayor actividad del promotor ARE (Figura 11a). Sin embargo
estos estimulos pro-oxidantes no tuvieron efecto en las neuronas transfectadas

con el siControl.
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Para confirmar que la actividad del promotor ARE, tras el tratamiento con
glutamato, en neuronas silenciadas en Cul3, estaba mediada por NRF2, se
cotransfectaron las neuronas con un siRNA disefiado frente al gen Nrf2 (siNrf2)
de Rattus norvergicus (Figura 12a). La disminucion de los niveles de la
proteina NRF2 revirti6 el incremento de la actividad del promotor ARE causado
por el glutamato (Figura 12b). Todos estos resultados sugieren que a pesar de
que las neuronas estan equipadas con un discreto sistema antioxidante
regulado por NRF2, la eficacia de su respuesta es probablemente muy débil a
menos que estas células sean sometidas a insultos patolégicos que imitan al
estrés oxidativo, tales como la oxidacién por t-BHQ o la excitotoxicidad

mediada por glutamato.
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Figura 12. La actividad del promotor ARE esta regulada por la interaccién del factor de
transcripcion NRF2. (a) EI RNA de interferencia frente a Nrf2 (siNrf2; 100 nM, durante 72 horas)
disminuyd los niveles de la proteina NRF2 en las neuronas. (b) La actividad del promotor ARE en
las neuronas silenciadas en Cul3, segun el ensayo del gen reportero de la luciferasa, aumento
significativamente tras un dafio excitotoxico (glutamato 100 uM/15 minutos, seguido de 4 horas
post-estimulacion); el siNrf2 abolié el incremento en la actividad del promotor ARE, tras el dafio
excitotoxico. Los datos son expresados como la media +S.E.M, *p<0.05 (ANOVA seguido del test

de Bonferroni; n=3 experimentos independientes).

8. EFECTO DE LA ESTIMULACION DE RECEPTORES NMDA
SOBRE LA CONCENTRACION DE Ca* INTRACELULAR EN
NEURONAS Y ASTROCITOS.

Durante la neurotransmision fisiolégica, las neuronas estan sometidas
continuamente a cambios en los niveles de Ca?* intracelular que aumentan las
ROS mitocondriales. A la vista de nuestros resultados, parece poco probable
que la débil via de senalizacién mediada por NRF2 en las neuronas, descrita
en el presente documento, pueda satisfacer plenamente sus requerimientos
antioxidantes. Sin embargo, se sabe que la sefalizacion mediada por los
receptores ionotropicos de glutamato del tipo NMDA en las neuronas, aumenta

la inactivacion del gen diana de FOXO, Txnip (inhibidor de la tiorredoxina)
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[Papadia et al., 2008]. Si bien este mecanismo intrinseco explica
plausiblemente la autoproteccion neuronal contra el estrés oxidativo durante la
actividad sinaptica fisiolégica, sigue siendo dificil de dilucidar la contribucion de
los astrocitos para mantener una capacidad antioxidante eficiente en las
neuronas durante la neurotransmision [Haskew-Layton et al., 2010; Bell
et al., 2011]. Se ha considerado que el proceso de la neurotransmisiéon podria
iniciar una cascada de eventos que satisfagan las necesidades antioxidantes
de las neuronas. Para comprobar esta hipétesis, se incubaron las neuronas en
presencia del agonista del receptor ionotropico de glutamato, N-metil-D-
aspartato (NMDA). Como se observa en la Figura 13, la concentracion de Ca**
intracelular se incrementd notablemente tras la incubacion de las neuronas con
NMDA (20 puM), es decir, una concentracion compatible con la

neurotransmision glutamatérgica fisiolégica, no excitotéxica.
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Figura 13. La estimulacion de NMDARs conlleva a un incremento en la concentracion de
ca*" citosolico libre. Los registros de las concentraciones de Ca** citosélico libre ([Caz‘]c) usando
la sonda fluorescente Fura-2, revelaron un incrementado ratio de fluorescencia dependiente de
Fura-2 (510 nm), en neuronas, obtenida tras la excitaciéon a 340 / 380 nm, que evidencié un
incremento en la [Ca®'], tras la incubacion con NMDA a 20 uM. Este incremento en la [Ca’’], fue
revertido con el tratamiento previo de MK801 10 uM. La incubacién de las neuronas con tampoén
libre de Ca**, que contenia 1 mM de EDTA, previno completamente los cambios en las emisiones
a 510 nM tras la adicion de NMDA. El ruido de fondo se determiné a partir de los valores obtenidos

de las células incubadas sin Fura-2, solo con el vehiculo DMSO.
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In vivo, los astrocitos son capaces de retirar el glutamato de la hendidura
sinaptica gracias a sus transportadores GLAST y GLT1 [Rothstein et al., 1996].
Por lo tanto, al igual que las neuronas post-sinapticas, los astrocitos también
estan expuestos a la misma concentracion del neurotransmisor. En vista de las
investigaciones previas que han reportado la existencia de NMDARs en los
astrocitos [Verkhratsky et al., 2007], se plante6 examinar si el NMDA podria
desencadenar un incremento en la concentracién de Ca** intracelular en estas
células. De hecho, observamos que el NMDA, de manera dosis-dependiente
(1-100 pM), indujo ondas intracelulares de Ca” sostenidas en los astrocitos,
tal y como se observo en las células individuales, conllevando a un incremento
de la concentracion de Ca?* intracelular dependiente del tiempo (Figura 14).
Puesto que a partir de 50 uM, el NMDA se considera neurotoxico [Papadia et
al., 2008; Wroge et al., 2012], decidimos utilizar la concentracion de 20 uM
para el resto de experimentos, ya que provocd una respuesta parecida y esta

concentracion se considera fisioldgica, no excitotdxica.
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Figura 14. El N-metil-D-aspartato (NMDA), de manera dosis-dependiente, causa un sostenido
incremento de Ca* citosélico libre en los astrocitos. E/ NMDA, de forma dosis-dependiente,
indujo un retrasado y sostenido incremento en la concentracion de ca” citosolico libre ([Ca”]c) en

los astrocitos individuales. Para estos registros se usé la sonda fluorescente Fura-2.
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9. LA ESTIMULACION DE RECEPTORES NMDA PROMUEVE
LA ACTIVACION FUNCIONAL DE NRF2 EN NEURONAS Y
ASTROCITOS.

Para demostrar si la estimulacion sostenida de NMDARs era capaz de
activar la respuesta antioxidante mediada por NRF2, observamos que la
expresibn de los genes antioxidantes, Gclc, Ho-1 y Ngo-1, estaba
incrementada tanto en los astrocitos (Figura 15a) como en las neuronas
(Figura 15b). Asimismo, este efecto estaba mediado por los NMDARs, ya que
el tratamiento previo con el antagonista selectivo de estos receptores, MK801,

abolié por completo esta respuesta antioxidante en los astrocitos (Figura 15a).
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Figura 15. La activacion fisiolégica de NMDARs desencadend la activacion funcional de
NRF2 en astrocitos y neuronas. La incubacién de los astrocitos (a) y de las neuronas (b) con
NMDA 20 uM durante 8 horas, incrementé los niveles del mRNA de la Gclc, Ho-1 y Nqo-1, efecto
que fue abolido por el MK801 (10 uM). Los datos son expresados como la media +S.E.M,
*p<0.05 (ANOVA seguido del test de Bonferroni; n=3 experimentos independientes para el panel

a y test t-Student; n=3 experimentos independientes para el panel b).
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Por otro lado, se demostré que la respuesta antioxidante mediada por
NMDARSs, era dependiente de NRF2, ya que silenciando Nrf2 (Figura 16a, b)
en los astrocitos, no se produjo incremento en la transcripcion de los genes

antioxidantes tras la estimulacion con NMDA (Figura 16c¢).
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Figura 16. NRF2 regula la respuesta antioxidante activada por los NMDARs en los
astrocitos. (ay b) El siNrf2 (100 nM, durante 72 horas) disminuyé los niveles del mRNA de Nrf2 y
la cantidad de proteina segun los analisis de qPCR y Western Blot, respectivamente. Se usé como
siControl (100 nM) un siRNA frente a la luciferasa. (c) El siNrf2 previno el incremento en los
niveles de expresion de Gclc, Ho-1 y Nqo-1 en los astrocitos, inducido por NMDA (20 uM, durante
8 horas). Los datos son expresados como la media +S.E.M, * p<0.05 (test t-Student; n=3
experimentos independientes para el panel a y ANOVA seguido del test de Bonferroni; n=3

experimentos independientes para el panel c).
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10. LA ESTIMULACION DE RECEPTORES NMDA AFECTA A LA
ABUNDANCIA Y LOCALIZACION SUBCELULAR DE NRF2
EN NEURONAS Y ASTROCITOS.

Con objeto de confirmar que la estimulaciéon sostenida de receptores
glutamatérgicos de NMDA, era capaz de regular la abundancia de NRF2 y su
localizacion subcelular, se trataron las neuronas y los astrocitos primarios con
concentraciones fisiolégicas de NMDA. Como se observa en los experimentos
de Western Blot (Figura 17a, b), existe un incremento sustancial en la
abundancia de NRF2, tanto en las neuronas como en los astrocitos
respectivamente, asi como una translocacion nuclear de esta proteina en

ambos tipos celulares (Figura 17¢, d).

a
Neuronas Astrocitos
NMDA
o 8h 24 h
-+
(kDa) NMDA iy % 24 b
100 — |« == Nrf2 (kDa) 2 - +MK801
— Nrf2
37— o] Gapa 100
37— [#======] Gapdh
¢ . Neurons d Astrocitos
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Figura 17. La activacion fisiolégica de NMDARs promueve la estabilizacion y translocacion
nuclear de NRF2 en neuronas y astrocitos. (a) El NMDA (20 uM, 8 horas) incremento la
cantidad de NRF2 en neuronas. (b) El NMDA (20 uM, 8 o 24 horas) incrementé la cantidad de
NRF2 en astrocitos, y el MK801 abolié este efecto. (c) La incubacién de las neuronas con NMDA
(20 uM, 8 horas) promovié la acumulacién de NRF2 en el nucleo. (d) El NMDA (20 uM, 8 o 24
horas) increment6 los niveles endégenos de NRF2 en el nicleo de astrocitos. La GAPDH se us6

como control de carga y marcador de citosoles y la lamina B como marcador de nucleos.
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Estos resultados indican que la activaciéon de los NMDARSs, a dosis sutiles,
compatibles con la neurotransmision fisiologica, desencadena una respuesta

antioxidante funcional mediada por NRF2 en ambos tipos celulares.

11. FOSFORILACION DE NRF2 POR CDK5 MEDIADA POR
ACTIVACION FISIOLOGICA DE RECEPTORES NMDA EN
NEURONAS Y ASTROCITOS.

A continuacion nos propusimos entender los eventos moleculares
responsables de la activacion de la via de sefializacion de NRF2 dependiente
de los NMDARs. Teniendo en cuenta que NRF2 contiene muchos sitios
consenso, de fosforilacién potencial por multiples proteinas quinasas (base de
datos Scansite, http://scansite.mit.edu/), hipotetizamos si la actividad de los
NMDARSs podria desencadenar la fosforilacion de NRF2. Para responder a
esta hipotesis, se inmunoprecipito la proteina NRF2 y, mediante Western Blot
utilizando un anticuerpo anti-fosfoserina, se analizé el estado de fosforilacion
de la proteina. Este experimento reveld la existencia de fosforilacion de NRF2
por la activacion de los receptores glutamatérgicos de NMDA, tanto en las
neuronas como en los astrocitos (Figura 18a, c¢). Conjuntamente, la
fosforilacién de la proteina fue claramente prevenida con el antagonista de los
NMDARs, MK801 (Figura 18b, c).

Estos resultados confirman que la activacion fisiolégica y continuada de

NMDARs conduce a la fosforilacion del factor de transcripciéon NRF2 tanto en

neuronas como en astrocitos corticales de rata.
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Figura 18. La activacion fisiolégica y sostenida de NMDARs promueve fosforilacién de
NRF2. (a) Las neuronas se incubaron con NMDA (10 uM durante 24 horas, o 20 uM durante 8 y 24
horas), NRF2 se inmunoprecipitd y por analisis de transferencia de Western, usando un anticuerpo
anti-fosfoserina, se observé una banda incrementada de NRF2 fosforilado tanto con NMDA a 10
UM como a 20 uM. (b) El aumento de la fosforilacion de NRF2 promovido por NMDA (20 uM, 8
horas) en las neuronas, fue prevenido por MK-801 (10 uM).(c) La inmunoprecipitacion de NRF2 en
astrocitos, seguida por analisis de Western Blot usando anti-fosfoserina, revelé un incremento de
la fosforilacién de NRF2 mediada por NMDA (20 uM durante 8 horas). La fosforilaciéon de NRF2 fue
prevenida por el MK-801(10 uM), por quelacién de Ca® extracelular con EGTA (100 uM en DMEM
libre de Ca®*), por quelacion de Ca®* intracelular con BAPTA (10 uM en DMEM libre de Ca®') y por
el inhibidor general de CDKs, roscovitina (10 uM).

Como se describié previamente en nuestro laboratorio, la estimulacion
excitotoxica de los NMDARs en las neuronas provoca la activaciéon de CDK5
de manera dependiente de ca* [Maestre et al., 2008]. Por este motivo, se
realizaron busquedas de dominios consenso en la secuencia de NRF2
potencialmente fosforilables por CDK5, y encontramos, al menos, tres posibles
residuos con alta probabilidad de ser fosforilados por CDK5: la Thr395
(VKQNGPKTPVHSSGD), Ser433 (PEKELPVSPGHRKTP) y Thr439
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(VSPGHRKTPFTKDKH), segun la base de datos Scansite. Con estos
hallazgos se planted la hipétesis de si CDK5 podria ser la responsable de la
fosforilacion de NRF2 bajo la estimulacion de NMDARs. Se observé que el
secuestro intracelular y extracelular de Ca’* con BAPTA y EGTA
respectivamente, y la inhibiciéon de las CDK(s) con roscovitina, abolieron
completamente la fosforilacion de NRF2 en astrocitos (Figura 18c) y en
neuronas (Figura 19a, b), asi como la transcripcion de los genes diana de

NRF2 en los astrocitos (Figura 19¢).
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Figura 19. La quelacién de Ca®" y la inhibicion de CDKs abolen la respuesta antioxidante
mediada por NMDA. (a) La incubacién de las neuronas con roscovitina (10 uM) previno la
fosforilacion de Nrf2 endégeno, mediada por NMDA (20 uM, 8 horas). (b) La incubacién de las
neuronas, previamente transfectadas con la proteina de fusion NRF2-GFP, con NMDA (20 uM,
8 horas), seguida de la inmunoprecipitacion de GFP, revel6 que la co-incubacién con roscovitina
(10 uM) abolia la fosforilacion de NRF2 mediada por NMDA. (c) El EGTA (100 uM), el BAPTA
(10 uM) y la roscovitina (10 uM) previnieron el incremento en los niveles de mRNA de los genes
Gcle, Ho-1 y Nqo-1 mediado por NMDA en astrocitos. Los datos son expresados como la media

+S.E.M, *p<0.05 (ANOVA seguido del test de Bonferroni; n=3 experimentos independientes).
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Para corroborar que CDKS5 regulaba la estabilizacion y fosforilacién de
NRF2, se disefid un RNA de interferencia frente al gen Cdk5 (siCdk5; 66nM,
72 horas) de Rattus norvergicus. Tras el silenciamiento de Cdk5 en los
astrocitos, se observd mediante Western Blot que se prevenia el incremento
en los niveles de NRF2 mediado por activacion de NMDARs (Figura 20a).
Asimismo, la fosforilacion de NRF2 también disminuyo tras el silenciamiento de
Cdk5, tanto en los astrocitos (Figura 20b) como en las neuronas
(Figura 20c, d).
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Figura 20. La estimulacion de NMDARs promueve fosforilacion de NRF2 mediada por
CDKS5. (a) El siCdk5 previene el aumento en la abundancia de la proteina NRF2 mediado por
NMDA (20 uM, 8 horas) en los astrocitos. (b) La fosforilacion de NRF2 inducida por NMDA (20 uM,
8 horas) es prevenida por el siCdk5 en los astrocitos. (c) La transfeccion de las neuronas con el
SsiRNA frente a Cdkb (siCdk5) provocod una disminuciéon en la abundancia de la proteina CDK5
después de 72 horas. (d) El tratamiento de las neuronas con el siCdk5 redujo los niveles de la

fosforilacion en residuos de serinas de Nrf2 en extractos de la proteina inmunoprecipitada.
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Finalmente, se observé que la disminucién de la actividad de CDKS5 tras el
silenciamiento de la misma, revirtié6 completamente el aumento de la expresion
de los genes diana de NRF2 en los astrocitos (Figura 21). Estos resultados
revelan que la activacion fisiolégica de los NMDARs en los astrocitos
promueve la fosforilacion de NRF2 mediada por CDKS5, provocando su

activacion transcripcional.
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Figura 21. La estimulacion de NMDARs promueve la activacién transcripcional de Nrf2
mediada por CDK5 en los astrocitos. El silenciamiento de Cdk5 abolié el incremento mediado
por NMDA de los niveles de mRNA de los genes diana de NRF2, Gclc, Ho-1 y Nqo-1, en los
astrocitos. Los datos son expresados como la media +S.E.M, * p<0.05 (ANOVA seguido del test

de Bonferroni; n=3 experimentos independientes).

12. MECANISMO DE ACTIVACION DE CDK5 MEDIADO POR LA
ESTIMULACION DE LOS RECEPTORES NMDA EN
NEURONAS Y ASTROCITOS.

Con el objeto de conocer el mecanismo por el cual la activaciéon de los
NMDARs es capaz de activar CDK5, conduciendo a la fosforilacion de NRF2
en neuronas y astrocitos, se evalud la posible conversién del cofactor de
CDK5, p35, en p25. A pesar de que este fendmeno ya se describid
previamente en nuestro laboratorio en neuronas tratadas con concentraciones

excitotoxicas de NMDA [Maestre et al., 2008], en condiciones fisiolégicas de
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neurotransmision (NMDA, 20 uM), no se indujo la conversién de p35 a p25 ni
en astrocitos (Figura 22a) ni en neuronas (Figura 22b). De acuerdo con estos
resultados, el MDL, un inhibidor de la calpainas responsables de la protedlisis
de p35 para dar lugar a p25 [Kusakawa et al., 2000], no evito la fosforilacion de
NRF2 mediada por la activacién de NMDARSs, ni en astrocitos (Figura 22c¢), ni
en neuronas (Figura 22d). Por lo tanto, se confirma que la estimulacion
fisiologica de los NMDARs no promueve la activacion de p25/CDK5, que
unicamente tiene lugar durante procesos de excitotoxicidad [Maestre et al.,
2008].
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Figura 22. La estimulacion fisiolégica de los NMDARs no promueve la conversion del
cofactor p35 a p25 ni en astrocitos ni en neuronas. (a) El tratamiento con NMDA (20 uM, 8
horas) no alteré los niveles de la proteina p35 ni promovié la aparicién de p25 en los astrocitos. (b)
El tratamiento con NMDA (20 uM, 8 horas) no alteré los niveles de la proteina p35 ni promovié la
aparicion de p25, independientemente de la presencia del inhibidor de calpaina MDL (100 uM) en
neuronas. (c) La incubacién de los astrocitos con MDL (100 uM) durante la estimulacién con
NMDA (20 uM, 8 horas), no previno el incremento de la fosforilacién de Nrf2 mediado por NMDA.
(d) El tratamiento con MDL en las neuronas, no impidié el incremento de la fosforilacién, en

residuos de serina de Nrf2, tras el tratamiento con NMDA (20 uM, 8 horas).
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Para determinar si CDK5 era activa en astrocitos tratados con
concentraciones fisiolégicas de NMDA, se realizd un fraccionamiento
subcelular para aislar los nucleos de los citosoles y se inmunoprecipitod la
proteina CDK5 de ambos compartimentos. Finalmente se realizé un ensayo de
actividad kinasica in vitro, incubando la proteina CDK5 inmunoprecipitada de
cada compartimento en presencia del sustrato histona H1. Como se muestra
en la Figura 23a, solo la proteina CDK5 inmunoprecipitada de los extractos
citosolicos (pero no de los extractos nucleares) fue capaz de fosforilar la
histona H1. Estos resultados confirman que CDK5 permanece activa en el
citosol incrementando considerablemente su actividad tras la estimulacion con
NMDA, y son consistentes con la actividad fisiolégica y citosdlica de p35/CDK5
[Hisanaga et al., 2010].

Astrocitos
PM Cit. Nucl. Figura 23. La activacién fisiolégica de
(kDa] - + - + NMDA NMDARs potencia la actividad citosolica
de CDKS5 en astrocitos. E/l NMDA (20 uM, 8
horas) incrementé la fosforilacién de la H1 (P-
35— | - - P-H1 ) (

H1) solo en los extractos citosélicos de
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35— | ee—— Cdk5 inmunoprecipitados con un anticuerpo anti-
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13. LA FOSFORILACION DE NRF2 POR p35/CDK5 REGULA SU
LOCALIZACION SUBCELULAR Y SU ACTIVIDAD
TRANSCRIPCIONAL EN ASTROCITOS.

A continuacion se realizé un ensayo de fosforilacion in vitro para demostrar
que p35/CDKS5 era capaz de fosforilar a NRF2. Para ello, se utilizé la forma
silvestre de la proteina NRF2, previamente purificada como se detalla en el

Apartado 9.8 de Material y Métodos, y una forma mutada de NRF2 en los
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tres sitios potencialmente fosforilables por CDK5 que se mencionaron
anteriormente (T395A / S433A / T439A). Como se muestra en la Figura 24a,
p35/CDKS5 fue capaz de fosforilar la forma silvestre de NRF2 y, muy sutilmente,
la forma mutada. Por lo tanto, con estos resultados no solo demostramos que
NRF2 es un sustrato de p35/CDKS5, sino que detallamos tres residuos putativos

de fosforilacion por esta kinasa en la secuencia de NRF2.

Fosforilacion de
Nrf2 in vitro

(kDa) - + -+ p35/Cdk5

1o R

Figura 24. p35/CDK5 fosforila a Nrf2 en los residuos Thr-395, Ser-433 y Thr-439. El ensayo

de fosforilacion “in vitro” de NRF2 revelé una acentuada fosforilacioén de la forma silvestre de NRF2
(Wt; wild type), mediada por p35/CDK5 y una sutil fosforilacién de la forma mutada de NRF2 (Mut)
T395A/S433A/T439A.

A continuacion, quisimos averiguar si la fosforilacion de NRF2 por
p35/CDKS5, tras la estimulacion de los NMDARSs, era capaz de regular su
localizacion subcelular en los astrocitos. Para ello, éstos se transfectaron con
las formas silvestre y mutada (T395A / S433A / T439A) de NRF2, fusionadas a
la GFP, durante 24 horas. Por un lado, se realizé el Western Blot con los
lisados totales observandose que el tratamiento fisiolégico con NMDA,
mantenido durante 8 horas, provocd la acumulacion exclusivamente de la
forma silvestre y no de la forma mutada de la proteina de fusion NRF2-GFP
(Figura 25a). Por otro lado, se fracciond citosol y nucleo de las células
transfectadas con cada una de las formas (silvestre y mutada) de la proteina
de fusion NRF2-GFP, y se analizé su expresion. En este experimento se pudo
comprobar como la forma silvestre de NRF2 se acumulé en el citosol y en el

nucleo tras el tratamiento fisioldgico con NMDA, mientras que la forma mutada
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de NRF2 no lo hizo (Figura 25b). Ademdas en ausencia de NMDA la forma
fosfomimética de NRF2 (T395D / S433D / T439D) se acumuld en el citosol y
en el nucleo de los astrocitos mimetizando el efecto del NMDA sobre la forma
silvestre de NRF2 (Figura 25b).
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Figura 25. La fosforilacion de NRF2 por p35/CDKS5 tras la estimulacién fisiolégica de los
NMDARs, conduce a su estabilizacion y acumulacién nuclear. (a) La transfeccion de los
astrocitos con la forma silvestre (Wt) o la forma mutada T395A/S433A/T439A (Mut) de NRF2
fusionadas a la GFP, seguida del tratamiento con NMDA (20 uM, 8 horas), mostré que el NMDA
inducia la acumulacion de la forma silvestre pero no de la forma mutada de NRF2-GFP. (b) La
transfeccion de los astrocitos con la forma silvestre (Wt) o la forma mutada T395A/S433A/T439A
(Mut) de NRF2 fusionadas a la GFP, seguida del tratamiento con NMDA (20 uM, 8 horas), revel6
que el NMDA promovia la acumulacion citosélica y nuclear de la forma silvestre (Wt) de NRF2,
pero no de la forma mutada T395A/S433A/T439A (Mut). Un mayor tiempo de exposicion de la
pelicula (alta exp.) mostr6 NRF2 en el nicleo. La transfeccién de los astrocitos con la forma
fosfomimética T395D/S433D/T439D (P-min) de NRF2 provocé la acumulacion citosélica y nuclear
de NRf2 en ausencia de NMDA, mimetizando el efecto del NMDA sobre la forma silvestre de

NRF2. La GAPDH se us6 como marcador citosolico y la lamina B como marcador nuclear.

El analisis de inmunofluorescencia con GFP confirmé estos mismos efectos

observados mediante Western Blot (Figura 26).
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Figura 26. El andlisis de inmunofluorescencia con GFP revela una acumulacién nuclear de
Nrf2 tras la activacion fisiolégica y mantenida de los NMDARs en los astrocitos. La
transfecciéon de los astrocitos con la forma silvestre (NRF2 Wf) o la forma mutada
T395A/S433A/T439A (NRF2 Mut) de NRF2 fusionadas a la GFP, seguida del tratamiento con
NMDA (20 uM, 8 horas) y del analisis de inmunofluorescencia con GFP, mostré que el NMDA
inducia la acumulacion de la forma silvestre de NRF2 pero no de la forma mutada. La transfeccion
de los astrocitos con la forma fosfomimética T395D/S433D/T439D (NRF2 P-min) de NRF2 provocé
la acumulacion nuclear de NRf2 en ausencia de NMDA, mimetizando el efecto del NMDA sobre la
forma silvestre de NRF2. La cuantificacién de la proporcion de astrocitos con colocalizacion de
GFP-DAPI se realiz6 en ~150 células y los resultados son mostrados. Los datos se expresan como
la media +S.E.M, * p<0.05 (ANOVA seguido del test de Bonferroni; n=3 experimentos

independientes).
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Todos estos resultados muestran que la senfalizacion mantenida, de los
NMDARs en astrocitos promueve la fosforilacion de NRF2 mediada por

p35/CDK5 y su translocacion al nucleo.

14. REGULACION DE LA ACTIVIDAD p35/CDK5 A TRAVES DE
LA ViA DE SENALIZACION PLC-PKC3 EN ASTROCITOS.

Seguidamente, se intenté desentrafiar la via de sefalizaciéon responsable
de la activacion de p35/CDKS5 tras la activacion de NMDARSs en los astrocitos.
En vista de que la proteina quinasa C delta (PKC3) fosforila a p35
manteniendo su estabilidad [Zhao et al. 2009], se utilizé el compuesto U73122
(y su isémero inactivo, U73343) [Agarwal et al, 1993; Jin et al, 1994] para
inhibir la actividad de la fosfolipasa C (PLC), aguas arriba de la PKC3, vy la
rottlerina para inhibir selectivamente la PKC8 [Gschwendt et al, 1994; Susarla
& Robinson, 2003]. Mediante inmunoprecipitacién y Western Blot se determiné
el estado de fosforilacion y la estabilidad de p35. Se evidencié que tanto la
fosforilacién de p35 mediada por la activacion de los NMDARs (Figura 27a)

como su estabilidad (Figura 27b), disminuyeron con U73122 y con rottlerina.

Estos resultados sugieren que la presencia de NMDA, desencadena la
activacion de PKC3 dependiente de la PLC en los astrocitos, lo que conduce a
la fosforilacion de p35 para coactivar a CDK5 en el citosol. De acuerdo con
estos resultados, el inhibidor U73122 (pero no su analogo inactivo, U73343),
asi como rottlerina, previnieron también la fosforilacion de NRF2 (Figura 27c¢),
lo que indica la participacion de la via de sefalizacion PLC-PKC&en la

cascada de activacion de NRF2 en los astrocitos.
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Figura 27. EI NMDA activa la via de sefializacion PLC-PKCéen los astrocitos, que media la
fosforilacion y estabilizacion de p35 y la fosforilacion de NRF2. (a) E/ NMDA (20 uM, 8 horas)
incrementé la fosforilacion de p35 segin el ensayo de inmunotransferencia utilizando un
anticuerpo anti-fosfoserina en extractos de inmunoprecipitados de p35. El antagonista inactivo de
la PLC, U73433 (10 nM), no previno la fosforilacién de p35. Sin embargo, el antagonista activo de
la PLC, U73122 (10 nM) si previno la fosforilaciéon de p35. El inhibidor de la PKC¢, rottlerina
(25 uM), tanto sola como en combinacion con el U73122, abolié el incremento de fosfo-p35. (b) El
antagonista inactivo de la PLC, U73433 (10 nM), no disminuyé los niveles de p35 en astrocitos
tratados con NMDA (20 uM, 8 horas). Sin embargo, el antagonista activo de la PLC, U73122
(10 nM) disminuyé la abundancia de p35, y el inhibidor de la PKCS, rottlerina (25 uM), tanto sola
como en combinacion con el U73122, indujo una pérdida total de la proteina p35. (c) El incremento
de la fosforilacion de NRF2, segun el ensayo de inmunotransferencia utilizando un anticuerpo anti-
fosfoserina en extractos de inmunoprecipitados de NRF2 de astrocitos tratados con NMDA (20 uM,
8 horas), se previno con U73122 (pero no con U73433) y con rottlerina, tanto sola como en

combinacioén con U73122.
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15. IMPORTANCIA DEL Ca* EN LA REGULACION DE LA
ACTIVIDAD p35/CDK5 EN ASTROCITOS.

Con objeto de investigar el papel que desempefia el Ca® en este
mecanismo de regulacion, se registraron las ondas de Ca®* citosdlicas ([Caz+]c)
tras la activaciéon de los NMDARs en los astrocitos corticales individuales.
Como se muestra en la Figura 28a, el antagonista inactivo de la PLC, U73343,
fue incapaz de alterar el incremento en las [Caz"]C mediado por NMDA. Sin
embargo, el antagonista activo de la PLC, U73122, previno completamente el
incremento en las [Caz"]C mediado por NMDA (Figura 28b). En vista de estos
resultados y teniendo en cuenta que el ca” juega un papel crucial en este
mecanismo de regulacion, se quiso analizar la contribucion del reticulo
endoplasmico en los cambios de las [Ca2+]c. Para este analisis, se incubaron
los astrocitos con NMDA en ausencia de Ca** extracelular ([Ca2+]e,c,=0). Como
se muestra en la Figura 28c, el NMDA incremento6 las [CazJ']C durante un
periodo limitado, después del cual el inhibidor de la bomba Ca®"-ATPasa del
reticulo sarcoplasmico, tapsigargina, no tuvo efecto. Sin embargo, la
incubacion de los astrocitos bajo [Ca2+]e,c,=0 con tapsigargina y en ausencia de
NMDA incremento las [Ca®*], de forma transitoria. Después de este periodo, la
adicion de NMDA (20 pM) no tuvo efecto sobre las [Ca*]. (Figura 28d). Por lo
tanto, la aparicion de las [CazJ']C en los astrocitos tratados con NMDA tiene su
origen en el reticulo endopldsmico. Todos estos resultados revelan la
participacion de la PLC en la via de sefalizacién mediada por NMDARs y el
posible papel del Ca® en el mantenimiento de la actividad de la via PLC-
PKCs.
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Figura 28. La activacion de la PLC por estimulacion fisiolégica de NMDARs desencadena la
liberacién de Ca” desde el reticulo endoplasmico. (a) Los cambios en la concentracion de Ca**
citosélico ([Ca®'].), seguidos del tratamiento con NMDA (20 uM) en astrocitos individuales, revelé
que el inhibidor inactivo de la PLC, U73343, era incapaz de alterar los incrementos en la [Ca”]c
mediados por NMDA. (b) El inhibidor activo de la PLC, U73122, aboli6 el incremento en la [Ca®'],
inducido por NMDA (20 uM). (c) Los astrocitos incubados con NMDA (20 uM) en ausencia de Ca®*
extracelular ([Ca*'],.=0), presentaron un incremento en la [Ca®'], durante un periodo limitado,
después del cual, el inhibidor de la bomba Ca**-ATPasa del reticulo sarcoplasmico, tapsigargina
(Tps, 1 uM), no tuvo efecto. (d) La incubacion de los astrocitos con Tps incrementé la [Ca*'],
transitoriamente. Después de este periodo, la adicion del NMDA (20 uM) no tuvo efecto sobre la
[ca™]..
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16. LA VIA ANTIOXIDANTE NRF2 MEDIADA POR NMDA EN
ASTROCITOS PROTEGE A LAS NEURONAS FRENTE A
ESTRES.

Para determinar las implicaciones fisioldgicas de nuestros resultados, nos
propusimos investigar si la activacion de la respuesta antioxidante de NRF2
mediada por NMDA desencadenaba proteccion neuronal. La incubacién de las
neuronas con 20 yM de NMDA durante 8 h no alteré6 su concentracion de
glutation (GSH) como se indica en la Figura 29a. Esto sugiere que la
estimulacion de la via de NRF2 en neuronas es insuficiente para mejorar su
estatus antioxidante. Sin embargo, el NMDA, afadido en las mismas
condiciones, si incrementd la concentracion de GSH en los astrocitos
(Figura 29b).

Trabajos publicados con anterioridad [Bolafios et al., 1996; Dringen et al,
1999b; Diaz-Hernandez et al, 2005], han demostrado que los astrocitos
suministran precursores del GSH (glutamina, cisteina y glicina) a las neuronas
para su biosintesis de novo. Por lo tanto, nos planteamos la posibilidad de que
la activacion de la via CDK5-NRF2, descrita en este trabajo, mediada por la
sefalizacion de NMDARs en los astrocitos, pudiera satisfacer las demandas
neuronales de glutation durante la neurotransmision. Para abordar esta
hipétesis, se realizaron co-cultivos de astrocitos y neuronas que se incubaron
en presencia de NMDA 20 uM. Después de 8 horas de incubacion, las
neuronas se separaron de los astrocitos y se analizaron. Como se observa en
la Figura 29c, la concentracion de GSH en las neuronas, después de estar en
contacto con los astrocitos, fue ~ 3 veces mayor en comparacion con la de las
neuronas incubadas sin astrocitos (Figura 29a). Curiosamente, el tratamiento
con NMDA, que en las neuronas solas no alter6é las concentracién de GSH
(Figura 29a), promovidé un incremento de ~ 2 veces de la concentracion de
GSH neuronal en co-cultivo con astrocitos (Figura 29c). Este efecto fue
dependiente de CDKs, ya que la roscovitina previno el incremento en los
niveles de GSH neuronal mediado por NMDA (Figura 29c). Ademas el
tratamiento con acivicina, un inhibidor especifico de la y-glutamiltranspeptidasa
[Stole & Meister, 1991; Dringen et al., 1997a)], responsable de la liberacién de

los precursores de GSH desde los astrocitos, previno el incremento de la
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concentracion de GSH mediado por NMDA en las neuronas en cocultivo
(Figura 29d). Por lo tanto, la sefalizacion de NMDARs en los astrocitos
desencadena la liberacion de los precursores de GSH, lo que conduce a un

incremento de la concentracion del antioxidante en las neuronas adyacentes.
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Figura 29. La activacion de la via CDK5-NRF2 mediada por NMDA en los astrocitos
incrementa la concentracion de GSH en las neuronas co-cultivadas. (a) EI NMDA (20 uM,
8 horas) no alteré la concentracién de GSH en las neuronas. (b) EI NMDA (20 uM, 8 horas)
incrementé significativamente la concentracién de GSH en los astrocitos. (c) La incubacion de las
neuronas con astrocitos en co-cultivo durante 8 horas, incrementé la concentracion de GSH
neuronal ~3 veces en comparacioén con las neuronas cultivadas solas (panel a). La incubacién de
los co-cultivos de neuronas y astrocitos con NMDA (20 uM, 8 horas) incrementé en ~1.7 veces la
concentracién de GSH en las neuronas, un efecto que se previno con la roscovitina (10 uM). (d) La
incubacién de los co-cultivos de neuronas y astrocitos con acivicina (100 uM) previno el
incremento de la concentracién de GSH neuronal mediado por NMDA (20 uM, 8 horas). Los datos
se expresan como la media +S.E.M, * p<0.05 (test t-Student para paneles a, b, c y ANOVA

seguido del test de Bonferroni para panel d; n=3 experimentos independientes).
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A continuaciéon, nos propusimos de determinar si el suministro de los
precursores de GSH desde los astrocitos hacia las neuronas afectaba a la
vulnerabilidad neuronal frente a estrés oxidativo. Como se muestra en la
Figura 30a, la incubacion de las neuronas con H,O, (400 uM) durante 1 hora,
tras ser co-cultivadas con astrocitos, promovié muerte neuronal por apoptosis.
Sin embargo, la apoptosis fue abolida por la presencia de NMDA durante el co-
cultivo, efecto que fue rescatado por la acivicina (Figura 30a). Por lo tanto, la
disponibilidad del GSH y la supervivencia neuronal, tras la sefalizacién de
NMDARs en los astrocitos, dependen del suministro de los precursores de

GSH desde los astrocitos hacia las neuronas.
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Figura 30. El suministro de los precursores del GSH desde los astrocitos, mediado por
NMDA, proporciona una mayor supervivencia neuronal frente a estrés oxidativo. La
incubacién de las neuronas con H;O, (400 uM, 1 hora), tras un periodo de 8 horas de co-
incubacién con astrocitos, incrementé significativamente la muerte neuronal por apoptosis. La
presencia de NMDA (20 uM) durante la co-incubacion, dio lugar a neuronas mas resistentes a la
agresion del H,O,. Sin embargo, esta resistencia se perdié con la presencia de acivicina. Los datos

se expresan como la media +S.E.M, * p<0.05 (test t-Student; n=3 experimentos independientes)
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Para evaluar si la proteccion neuronal mediada por la sefializacién de
NMDARs en los astrocitos dependia de la via de transduccién CDK5-NRF2, se
silencié Nrf2 (Figura 16a y b) o Cdk5 (Figura 20a) en los astrocitos antes de
que fueran co-cultivados con las neuronas. Como se muestra en las
Figuras 31a y b, el silenciamiento, tanto de Nrf2 como de Cdk5, abolio el
efecto neuroprotector de la sefalizacion de NMDARs.
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Figura 31. La activacion de la via de transduccion CDK5-NRF2 mediada por la estimulacion
de NMDARs en los astrocitos incrementa la supervivencia neuronal frente a estrés
oxidativo. La incubacién de las neuronas con H,O, (400 uM, 1 hora), tras un periodo de 8 horas
de co-incubacién con astrocitos, incrementé la apoptosis neuronal si los astrocitos en co-cultivo
eran transfectados con siControl, pero la presencia de NMDA (20 uM) durante el co-cultivo previno
este efecto. Sin embargo, el silenciamiento de Nrf2 (siNrf2, panel a) o el de Cdk5 (siCdk5, panel
b) en astrocitos antes del co-cultivo, fue incapaz de prevenir la apoptosis neuronal inducida por
H,0,, independientemente de la presencia de NMDA durante el co-cultivo. Los datos se expresan

como la media +S.E.M, * p<0.05 (test t-Student; n=3 experimentos independientes).
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La presencia de H,O, causd una disminucién del Ay,, neuronal después de
que las neuronas fuesen cocultivadas con los astrocitos. Sin embargo, este
efecto fue abolido si el co-cultivo de astrocitos y neuronas era tratado

previamente con NMDA (Figura 32).
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Figura 32. La estimulacion fisiolégica y sostenida de NMDARs en cocultivos de neuronas y
astrocitos revirtié el Ay, neuronal tras el estimulo pro-oxidante de H,O,. La incubacién de las
neuronas con H,0, (400 uM, 1 hora), tras un periodo de 8 horas de co-incubacién con astrocitos,
disminuyé sustancialmente el potencial de membrana interna mitocondrial (Ay,) neuronal, efecto
que fue abolido si el NMDA (20 uM) estaba presente durante el periodo de co-incubacién. Los
datos se expresan como la media *S.E.M, * p<0.05 (test t-Student; n=3 experimentos

independientes).

Finalmente, se observd mediante el ensayo de Amplex Red, que el
incremento en la formacién de H,O, desencadenado por el estimulo
excitotoxico (glutamato 100 yM / 15 minutos) sobre las neuronas, se previno
con el tratamiento de NMDA (20 uM, 8 horas) en el co-cultivo de neuronas y
astrocitos. Sin embargo, ni el silenciamiento de Nrf2, o de Cdk5 en los
astrocitos, previo al co-cultivo con las neuronas, fue capaz de rescatar la
proteccion neuronal, mediada por NMDA frente a la formacion de H,O,
inducida por glutamato. Por lo tanto, la via de transduccion CDK5-NRF2
durante la senalizacion de NMDARs en los astrocitos mantiene la proteccion

antioxidante y la supervivencia de las neuronas.
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Figura 33. La activacion de la via de transduccién CDK5-NRF2 mediada por la estimulacion
de NMDARSs en los astrocitos reduce la formacién de ROS en las neuronas. Tras 8 horas de
incubacién de las neuronas con los astrocitos en co-cultivo (ya sea en ausencia o presencia de
NMDA 20 uM), los astrocitos se retiraron y las neuronas se incubaron adicionalmente (o no) con
glutamato (100 uM/15 minutos, seguido de 1 hora en DMEM) (post-tratamiento con un estimulo
excitotéxico). Este estimulo excitotoxico incrementé la formacion de H,0, efecto que fue
prevenido si el NMDA estaba presente durante el periodo de co-cultivo. Sin embargo, el NMDA fue
incapaz de impedir el incremento de H,O; inducido por glutamato si Nrf2 o Cdk5 eran silenciados
(siNrf2 o siCdk5) en los astrocitos antes de ser co-cultivados con las neuronas. Los datos se
expresan como la media +S.E.M, * p<0.05 (ANOVA seguido del test de Bonferroni; n=3
experimentos independientes).
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1. LA INSUFICIENTE RESPUESTA ANTIOXIDANTE NEURONAL
SE DEBE A LA CONTINUA DESESTABILIZACION DE NRF2 Y
A LA BAJA DISPONIBILIDAD DE PRECURSORES DE GSH

A pesar de que el sistema antioxidante mediado por NRF2 se expresa en
neuronas, donde es susceptible a la regulacién dependiente de NMDARSs,
nuestros datos demuestran que es claramente insuficiente para
proporcionarles proteccién antioxidante, incluso en presencia de los astrocitos.
Por lo tanto, nuestros resultados podrian explicar el enigma de la débil
capacidad antioxidante de las neuronas en comparacion con los astrocitos.
Esto puede deberse a la estricta regulacion negativa a la que esta sometido el

factor de transcripcién NRF2 en las neuronas.

Por otro lado, cabe mencionar que, a pesar de que las neuronas disponen
de toda la maquinaria para sintetizar glutatién, carecen de los precursores
(GIn, Gly y Cys) necesarios para la sintesis del tripéptido [Sagara et al., 1996;
Dringen, 2000; Bolafios & Heales, 2010] Asi, los astrocitos aportan una funcién
esencial en el mantenimiento de la respuesta antioxidante neuronal. Aunque
Cul3 se silencio en las neuronas y se consiguieron niveles de NRF2 muy
similares a los de astrocitos, su respuesta antioxidante siguid siendo
insuficiente. Por consiguiente, la limitacion tanto del suministro de los
precursores del GSH como de la capacidad de las neuronas para usarlos,
provoca estrés oxidativo y, eventualmente, neurodegeneracion [Jenner et al.,
1992; Liu et al., 2004; Perry et al., 1982].

Es interesante resaltar que la proteina E3-ubiquitina ligasa CUL3 no es solo
importante para la regulacion de la respuesta antioxidante celular mediada por
NRF2, sino que es imprescindible en la regulaciéon de la arborizacion dendritica
neuronal y diferenciacion neuronal [Djagaeva & Doronkin, 2009; Sobieszczuk,
2012]. Es posible que la elevada expresion de CUL3 en neuronas contribuya
decisivamente al mantenimiento del estado altamente diferenciado que
caracteriza a estas células. De ser asi, la continua desestabilizacion de NRF2
por CUL3 podria interpretarse como un indeseable, a la vez que necesario,

efecto secundario de la elevada especializacién neuronal.
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2. LA ESTIMULACION FISIOLOGICA Y SOSTENIDA DE NMDAR
EN LOS ASTROCITOS INCREMENTA LA ACTIVIDAD DE
p35/CDKS5 EN EL CITOSOL

El mecanismo de regulacion de NRF2 aqui descrito no implica la
conversion del cofactor p35 a p25, un fendmeno que ya se describid
previamente en nuestro laboratorio en neuronas tratadas con concentraciones
excitotoxicas de NMDA [Maestre et al., 2008]. Bajo nuestras condiciones, la
moderada entrada de Ca?* a través de los NMDARs no parece que active a las
calpainas responsables de la protedlisis de p35 a p25 en neuronas o
astrocitos. Ademas, cuando se realiz6 el ensayo de actividad de CDK5 en los
compartimentos citosélico y nuclear, unicamente se observé fosforilacion de
H1 en el compartimento citosdlico. Por ello, deducimos que es la forma
citosdlica de CDK5 (p35/CDKS5) la responsable de la poli-fosforilacién de
NRF2, que desencadena su translocacion nuclear para la activacion de la
respuesta antioxidante. Estos datos son compatibles con la actividad fisiologica
y citosolica de p35/CDKS5 [Lee, 1996; Zhu, 2005; Hisanaga, 2010], que se la ha

relacionado con la supervivencia neuronal [Endo et al., 2009].

Dado que la PKC38 es insensible a ca® [Kikkawa et al., 2002], y puesto que
este cation es imprescindible en el mecanismo de activacion transcripcional de
NRF2 segun lo detallado en este trabajo, no podemos descartar un mecanismo
adicional de activacion de p35/CDKS5 independiente de la via PLC-PKCS3. Asi,
de acuerdo a trabajos anteriores [Dhavan et al., 2002; He et al., 2008], la
proteina kinasa Il dependiente de Ca®- Calmodulina (CAMKII) es capaz de
interactuar, de manera dependiente de Ca*, con p35, regulando su
estabilidad. Ademas esta interaccidn se potencia tras la activaciéon de
NMDARs. Este mecanismo de regulacion de la estabilidad de p35 podria ser
compatible y simultaneo con el mediado por la via de sefalizacion PLC-PKC3
descrita en este trabajo, de forma que ambos mantendrian el complejo

p35/CDKS5 activo en el citosol para fosforilar y activar NRF2.
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3. EL Ca** ES IMPRESCINDIBLE PARA LA ACTIVACION Y
MANTENIMIENTO DE LA VIA NMDAR-PLC-PKCSEN LOS
ASTROCITOS

El mecanismo molecular especifico que integra la actividad del receptor de
NMDA con la via PLC-PKCS en los astrocitos queda aun por dilucidar.
Nuestros resultados muestran que el NMDA desata la activacion de PLC
dependiente de Ca®", efecto que ya ha sido reportado anteriormente en las
neuronas [Nagasawa et al., 2004]. En astrocitos, nuestros datos muestran que
la PLC promueve la liberaciéon del cation desde el reticulo sarcoplasmico a
través de canales dependientes de IP;, como demuestran los experimentos
con el inhibidor de las bombas SERCA, tapsigargina. Este fenémeno es
compatible con el efecto observado en las neuronas [Young ef al., 2004],
donde el Ca** liberado desde el reticulo impulsa la activacion de PLC en un
ciclo de retroalimentacién positiva. Esta via de transduccion de senales podria
ser activada por la entrada de Ca® a través de los receptores ionotrépicos de
NMDA en los astrocitos, mientras que el feedback entre el ca”, procedente
del reticulo, y la PLC, serian responsables de la estimulacién mantenida de la
PKCs.

4. LOS DIFERENTES MECANISMOS DE REGULACION POST-
TRADUCCIONAL DE NRF2 GARANTIZAN UNA RESPUESTA
ANTIOXIDANTE CELULAR MAS EFICIENTE

Se sabe que NRF2 se fosforila en la Ser40 por la PKCS3 [Niture et al., 2009;
Bloom et al., 2003], lo que constituye un paso necesario, pero no suficiente,
para desencadenar la translocacion nuclear de NRF2. Nuestros datos resaltan
el critico papel que desempefia, en los astrocitos, la PKC& en la respuesta
antioxidante mediada por NRF2. Esta kinasa es capaz de coordinar, por un
lado, la fosforilacion directa de la Ser40 de NRF2 [Niture et al., 2009; Bloom
et al., 2003], y por el otro, la triple fosforilaciéon de los residuos Thr395, Ser433
y Thr439, mediada por p35/CDK5 (este trabajo). Cabe destacar que estos

residuos de NRF2 no parecen ser los unicos fosforilados por p35/CDK5, ya
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que al realizar el ensayo de fosforilacion in vitro, se observé que la forma
fosfodefectiva de NRF2 en estos tres residuos aun presentaba una ligera
fosforilacion. Esto sugiere la existencia de algun otro residuo en la secuencia
de NRF2 susceptible a la fosforilacion por esta Ser/Thr kinasa. Ademas, se
sabe que el mecanismo de acetilacién/desacetilacion también es capaz de
regular la actividad transcripcional de NRF2, permitiendo su translocacion
nuclear [Kawai et al., 2010]. Esta compleja regulacion de NRF2 puede
proporcionar multiples oportunidades de amplificacion de la sefal, lo que
representa una gran ventaja para garantizar una respuesta antioxidante mas

eficiente que conlleve a la supervivencia neuronal.

5. FUNCION DE LOS NMDARs EN ASTROCITOS.

Nuestros resultados apoyan la idea de que los astrocitos desempefian un
papel activo e imprescindible durante la neurotransmision [Perea & Araque,
2005]. A través de sus NMDARs, los astrocitos detectan la actividad
glutamatérgica y responden a ella sustentando la proteccién antioxidante de
las neuronas (este trabajo). Asi, esta nueva via de transducciéon de sefiales
podria revelar una funcién concreta de los NMDARSs en los astrocitos [Schipke
et al., 2001]. Por otro lado, seria interesante determinar si el mecanismo
molecular descrito en este trabajo explica el efecto neuroprotector del pre-
condicionamiento isquémico [Bell et al, 2011]. Dado que este pre-
condicionamiento isquémico depende de la actividad transcripcional de NRF2
en los astrocitos [Bell et al., 2011], nuestros datos apoyarian fuertemente esta

idea.

Finalmente, con este trabajo se resalta la importancia de los NMDARs de
los astrocitos en procesos clave para el funcionamiento del SNC, tales como
neurotransmision o plasticidad sinaptica. Un conocimiento exhaustivo de estos
receptores en los astrocitos nos ayudaria a encontrar nuevas dianas
terapéuticas frente a las numerosas patologias cerebrales graves en las que

estan implicados.
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6. POSIBLE IMPLICACION DE LA VIA DE TRANSDUCCION
CDK5-NRF2 EN CANCER

Nuestros resultados sugieren que p35/CDK5 podria colaborar en multiples
funciones adicionales ademas de la proteccién antioxidante como, por ejemplo,
la regulacion de la proliferacion, elongacioén, alargamiento y migracion de los
procesos astrociticos para la formacién de la conocida cicatriz glial, producida
tras una lesién mecanica. El complejo p35/CDK5 se sobre-expresa en los
astrocitos tras una lesion producida mecanicamente por raspado, y co-localiza
con las proteinas GFAP y tubulina para controlar la morfologia de estas células
gliales [He et al., 2007]. No obstante, estas posibles funciones deben

investigarse especificamente.

La via de sefializacion CDK5-NRF2 que aqui describimos parece ser
ubicua, dado que se observa al menos en dos tipos celulares. Puesto que
NRF2 es una proteina que se encuentra incrementada en muchos tipos de
células cancerosas [Hayes & McMahon, 2009; DeNicola et al., 2011; Jaramillo
& Zhang 2013], se podria especular que CDK5, que contribuye a la progresion
del céncer [Liang et al., 2013], podria mantener la actividad antioxidante de
NRF2 y la supervivencia de estas células. Ademas, NRF2 presenta un papel
crucial en cancer ya que protege a las células cancerosas frente a agentes
quimio y radioterapéuticos, favoreciendo la progresion de la enfermedad [Singh
et al. 2006; Zhang et al. 2010]. La posible implicaciéon de esta via de
sefalizacion en cancer la convierte en una potencial diana terapéutica para

combatir esta enfermedad.
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Conclusiones

A la vista de los resultados presentados en este trabajo, se obtuvieron las

siguientes conclusiones:

1. El factor de transcripcion NRF2 se degrada continuamente en neuronas
por accion de CUL3, lo que explica la débil expresiéon de NRF2 y
capacidad antioxidante de las neuronas en comparacion con los

astrocitos.

2. La activacion fisiolégica de los receptores de NMDA en astrocitos
desencadena una via de transduccion de sefial que conduce a la
translocaciéon de NRF2 al nucleo, donde promueve la expresion de genes

antioxidantes.

3. El mecanismo molecular responsable de la activacion de NRF2 por
estimulacién de receptores de NMDA en astrocitos implica la activacion,
ca” dependiente, de PLC que activa PKC5, la cual mantiene a p35
fosforilado y unido a CDK5 en el citosol. EI complejo p35/CDK5 activo
fosforila NRF2 en los residuos Thr-395, Ser-433 y Thr-439, lo que

contribuye a su translocacion al nucleo.

4. La estimulacion de receptores de NMDA en astrocitos mediante la
activacién de la via de sefalizacion descrita suministra precursores de
glutation a las neuronas adyacentes, a las que protege frente al dafio

oxidativo.
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