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Introduccion

En 1932, Pio del Rio Hortega describi6 la microglia, siendo esta la tercera poblacion de
células gliales, junto a oligodendrocitos y astrocitos del sistema nervioso central, repre-

sentando el 10-15% de la poblacién total de células dentro del parénquima cerebral (3).

Las células microgliales son las células inmunes residentes en el SNC, dentro del paren-
quima detras de la barrera hematoencefalica. Se originan a partir de precursores hemato-
poyeticos mesodérmicos (4). Tienen la capacidad de modificar su comportamiento en res-
puesta a diversas senales de otras células en infinidad de condiciones experimentales y

enfermedades humanas, tanto agudas como crénicas.

Su transformacién desde el estado de reposo hacia células activadas esta regulada por
varios mecanismos de control y es acompafada por la secrecion de citoquinas, aminoaci-
dos y especies reactivas de oxigeno (ROS), mediante las cuales la microglia se relaciona

con otras células del cerebro y del sistema inmunologico.

Por lo tanto, representan un sistema de defensa y reparacién en el huésped, pudiendo ser
responsables ademas de la destruccion del tejido y de la muerte neuronal, en funcién del

equilibrio del “sistema” de activacion y las sefiales inhibidoras (5).
La microglia puede ser diferenciada morfolégicamente en dos estados:

Microglia “en reposo”: Posee una morfologia ramificada, un soma estatico, procesos
con alta motilidad y se encuentra en el cerebro adulto en condiciones normales. Esta
motilidad es necesaria en su busqueda constante de cambios patoldgicos o procesos in-

flamatorios.

Se pensaba anteriormente que las células microgliales eran inactivas e inmadviles en un
estado de reposo. Sin embargo, utilizando microscopia de dos fotones se demostro que

estas células estaban lejos de serlo(6,7).



Microglia activada: Se encuentra tanto durante el desarrollo embrionario temprano como
en estados de activacion donde adquiere una morfologia “ameboide” pudiendo migrar ha-
cia el lugar de la lesion liberando diversos compuestos neuroactivos induciendo neuropro-

teccion o en ultima instancia neurotoxicidad (4,8).

El grado de activacion de la microglia dependera de la intensidad del estimulo, pudiéndo-
se observar un gradiente de activacién microglial desde el epicentro de una lesion hasta
la periferia, siendo este estado reversible una vez el estimulo haya terminado.(9)
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Imagen1: Morfologia microglial del SNC de un humano
adulto(27).

Respuesta general de la microglia al daiio

La microglia, en el sistema nervioso central lesionado (SNC) puede contribuir en el proce-
so inflamatorio a inducir una lesion secundaria y a la recuperacion de esta después del
trauma. Si la respuesta de la microglia a la lesidén es beneficiosa o perjudicial es objeto de

debate, con un fuerte apoyo para una doble funcion(5).

Las células microgliales son células que se encuentran en continuo movimiento, respon-
diendo a sefales extracelulares y son responsables de la limpieza de los deshechos celu-
lares y de sustancias tdxicas por fagocitosis, manteniendo asi la homeostasis celular del

sistema nervioso central.



Para poder detectar los posibles estimulos nocivos, estas células expresan una gran va-
riedad de receptores entre los que se encuentran un conjunto de receptores denominados
“receptores de reconocimiento de patrén” (PRRs), a través de los cuales reconocen pe-
quefios motivos moleculares situados en la superficie de ciertos patégenos o factores
asociados con el dafo tisular.

Estos PRRs son capaces de reconocer:

PAMPs: Patrones moleculares exdégenos asociados a patdgenos.

DAMPs: Patrones moleculares asociados a peligros endégenos.

Ademas de los PRRs la células microgliales expresan receptores para ATP,
glutamato, factores de crecimiento y citoquinas, que son liberadas por las neuronas lesio-

nadas.

Aunque se han hecho avances significativos para identificar la contribucion de los agentes
citotéxicos liberados de la microglia al proceso neurodegenerativo, es poco clara y queda
por determinar qué factores desencadenan la activacidn microglial en estos diversos tras-

tornos.

En las enfermedades neurodegenerativas tales como la enfermedad de Alzheimer, por
ejemplo, los mediadores que participan en el proceso inflamatorio incluyen S100A9, los
péptidos beta-amiloide (AR), el factor estimulante de colonias y de fase aguda, proteinas
de macréfagos tales como la proteina C-reactiva, amiloide P y fosfolipasa secretada A2 -
[IA (sPLA2-11A), entre otros(10).



Fosfolipasas A:

Las fosfolipasas A2 son una familia de enzimas que hidrolizan los enlaces éster sn-2 de
los glicerofosfolipidos, liberando lisofosfolipidos y acidos grasos.

Los estudios recientes en el SNC se han centrado en:

La fosfolipasa A: citosdlica dependiente de calcio (cPLAz del grupo IV ).

La fosfolipasa A2 independiente de calcio (iPLA2 del grupo VI).

La fosfolipasa A2 secretada (sPLA2 del grupo [IA) (11).

sPLA2-11A

La sPLA2 representa una familia de 11 proteinas lipoliticas de bajo peso molecular (14-19
kDa) con una estructura terciaria rigida, que tiene de cinco a ocho enlaces disulfuro, que
probablemente le confieren resistencia a la proteolisis y a la desnaturalizacion térmica,

poseyendo ademas una zona de union a calcio (12).

Estas enzimas catalizan la hidrdlisis de los enlaces éster sn-2 de los glicerofosfolipidos
presentes en las membranas celulares, que son esenciales para formar las estructuras
senalizadoras de la célula, dando como resultado un acido graso y un lisofosfolipido (12).
Las PLAZ2 secretadas se descubrieron por primera vez en el veneno de serpiente, jugos
pancreaticos y en tejidos, y se encuentra distribuidas ampliamente por los diferentes teji-
dos humanos, incluyendo el cerebro.

La sPLA2-IIA es segregada por el tejido sinovial o inflamatorio y ademas de su reconocida
funcion enzimatica, se sabe que las sPLA2-IIA interaccionan con receptores especificos
de membrana, que participan en sus actividades bioldgicas. El receptor M es la diana fi-
siologica de las sPLA2-1IA, se encuentra en la membrana celular y esta implicado en gran
parte de los efectos bioldgicos de esta molécula, incluidas, la migracion celular, la libera-

cion de eicosanoides y el shock séptico(13,14).



LPS

El lipopolisacarido (LPS) es el componente mayoritario de la membrana externa de las
bacterias Gram negativas siendo el antigeno superficial mas importante de estos microor-
ganismos. El LPS esta compuesto por una regién lipidica y una glicosidica con funciones
separadas y/o sinérgicas lo que hace de esta molécula uno de los factores de virulencia
mas complejos de comprende(3). EI LPS es ampliamente usado como una herramienta
para activar la microglia y las células del sistema inmune periférico. EI LPS activa la libe-

racion de factores neurotroficos por la microglia, que producen la muerte neuronal.

ElI LPS es un ligando especifico del receptor TLR4 y se ha convertido en un método muy
popular para investigar las respuestas de las células gliales a estimulos neuroinflamato-

rios, simulando el entorno neuronal en diferentes trastornos el sistema nervioso central.

(15)

Los receptores (TLR4) son receptores de reconocimiento de patrones que se unen a pa-
trones moleculares asociados a patégenos en LPS e inician una cascada de sefializacion

a través del factor nuclear kappa B (NF-kB) (16).

Los receptores (TLR4) después de interaccionar con su ligando, dimerizan y sufren un
cambio conformacional, requerido para el reclutamiento moléculas de senalizacion, como
las moléculas adaptadoras MyD88, TIRAP/MAL, TRIF y TRAM, kinasas asociadas con el
receptor de IL-1 (IRAK), kinasas activadas por el factor transformante de crecimiento beta/
TGF-B (TAK1), proteinas de union a TAK1 (TAB1),TAB 2 y el factor 6 asociado con el re-
ceptor de TNF (TRAFG).

Cada molécula adaptadora induce vias de sefalizacion intracelular distintas que promue-
ven la transcripcion de genes de citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas y moléculas

coestimuladoras(28).



Inflamasoma

Los inflamosomas son plataformas de sefalizacién que detectan los microorganismos pa-
tégenos y factores de estrés, activando las citoquinas pro- inflamatorias, interleucina - 13
(IL- 18 ) y IL- 18.

La activacion del inflamasoma es esencial para defender al organismo frente a patégenos,
pero participa ademas de forma muy activa en la fisiopatologia de muchas enfermeda-
des, especialmente aquellas con componente inflamatorio, como arteriosclerosis o diabe-
tes tipo 2 (17,18).

Ademas, se han descrito muchos sindromes autoinflamatorios, también conocidos como
sindromes asociados a NLPR3, en los que la alteracion en los mecanismos de regulacion
promueve una respuesta inflamatoria cronica y descontrolada (39,40). También se ha
descrito que el inflamasoma NLRP3 puede ser activado directamente por virus o por sus

productos(21).

Los inflamasomas se organizan de forma sencilla. Las moléculas sensoras del inflama-
soma(NLR) se conectan a la caspasa1 a través de ASC; que actua como adaptador de
proteinas. ASC se compone de dos dominios death-fold e interactian con las moléculas
sensoras del inflamasoma a través de su dominio pirina 5. Esta interaccion desencadena
el ensamblaje de ASC en una proteina constituida principalmente por multiples dimeros
de ASC.

ASC se ancla a los mondmeros de pro-caspasa 1 a través de CARD, iniciando la autoes-
cision de la caspasa y convirtiéndose en caspasa 1 heterotrimérica (22).

Esta es ya proteoliticamente activa para inducir la activacion de numerosas proteinas
como lalLIB-proy IL 18 y favorecer su secrecion a través de la via de sefalizacion no
clasica.

La transcripcion de pro-IL-1B es inducida por la activacién del factor de transcripcion nu-
clear-kB (NF-kB), mientras que pro-IL-18 se expresa constitutivamente y su expresién se

incrementa después de la activacion celular.



La caspasa 1 mediada por la activacién de los miembros de la familia de las citoquinas IL-
18 conduce al reclutamiento y la activacién de otras células inmunes, tales como los neu-

trofilos, en el sitio de la infeccion y / o dafos en los tejidos(2).

Muchas moléculas sensoras del inflamasoma pueden desencadenar su formacion y sa-
bemos que la mayoria de los inflamasomas que han sido descritos hasta ahora, contienen
unas moléculas receptoras NOD-Like (NLR) denominadas NLRP1 ( contiene el dominio
1), NLRP3, NLRP6, NLRP7, NLRP12 o NLRC4.

Canonical inflammasomes
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Imagen 2: Composicion candnica del inflamasoma NLRP3 (2).

La activacion del inflamasoma tiene como resultado final la liberacion de las interleuqui-
nas IL-18 e IL-18 y se produce en dos fases. La primera sefial es mediada por la estimu-
lacion de los PRRs a través de los PAMPs o los DAMPs ( inductores de la PKC y de la
senalizacion dependiente de MAPK, tales como acetato de forbol miristato (PMA) se han
utilizado como primeras sefiales para la activacion in vitro del inflamasoma (23,24); la in-
duccion de los PRRs finaliza en la activacién de la via NF-kB para la expresiéon de la pro-

IL-1b y de los genes asociados a las proteinas del inflamasoma. La segunda sefal puede

ser producida por:

a) Flujo de potasio, debido a la estimulacion del canal P2X7 sensible a ATP, o por la
formacion de poros por toxinas bacterianas

b) desintegracion lisosomal, que conduce a la salida de catepsina B en el citosol

c) la generacion intracelular de especies reactivas de oxigeno (ROS): Esta senal
ademas es requerida para el ensamblaje del inflamasoma, que da como resultado la
maduracion de las interleuquinas IL-13 e IL-18 por la enzima caspasa-1, mediante el

procesamiento proteolitico, induciendo muerte celular inflamatoria (piroptosis).



La mitocondria de la célula cumple una funcion muy importante en la activacion del infla-
masoma NLRP3, y se organiza en dos categorias. La primera es que la mitocondria es el
andamiaje sobre el cual se ensambla el complejo molecular denominado inflamasoma
NLRP3. La segunda es que la proteina NLRP3 se activa por distintas moléculas efectoras
producidas o liberadas por la mitocondria tales como: las especies reactivas de oxigeno

mitocondrial, el ADN mitocondrial y el fosfolipido cardiolipina (2).

Active
IL-1B
+ .
DAMP/PAMP L Particulate
A K" & K DAMP/PAMP
‘e *
TRTRNARRRRNRES RN RN AR RRRRRRRARRRRRS IE TRTRRNRRRRRRRNRRRRNS * 2322 aadl
wossccevecdd e voecofocsscsorcovessocssee h..db.&b..dhnd“b.db.', ".b.dob éé
cytosol e Lele

' o
u”':'
ess

ROS Protein ROS/proteases
e

ASC

Phagocytosis

mitochondria Lysosome

Priming

NLRP3/IL-1 Active
IL-1B

Nucleus

imagen 3: modelo de activaciéon del inflamasoma por la formacién de NLRP3(1).

Sabemos que las especies reactivas de oxigeno (ROS) sirven como sefiales de activa-
cion del inflamasoma. ROS activa inflamasoma a través de proteinas quinasas activadas
por mitégenos (MAPK) y por proteinas quinasas 1y 2, reguladas por sefales extracelula-
res(ERK1 / 2). En la diabetes, la inhibicion de la autofagia con la acumulacion resultante
de las mitocondrias disfuncionales conduce a la activacion del inflamasomas y a la pro-
duccion de ROS (25)

Ademas, esta descrito que PKC gamma puede fosforilar directamente la serina 533 que
controla la activacion de NLRP4 y que utilizando el inhibido DPP-4 se suprime la activa-

cion del inflamasoma inhibiendo la activacién de la PKC (1).



En resumen , las moléculas sensoras del inflamasoma pueden detectar una amplia gama
de sefales moleculares para responder a diferentes microorganismos o al estrés del teji-
do, desencadenando una repuesta inflamatoria a través de la activaciéon de las caspasas

inflamatorias. (22)
Antecedentes

Estudios previos del laboratorio han demostrado que la sPLA2- |IA aumenta la prolifera-
cion y la capacidad fagocitica de la microglia (ref de nuestro paper). En estos estudios se
observo que las acciones de la sPLA2-1IA se producen a través de la transactivacion del

EGFR que da lugar a la fosforilacion de proteinas como ER, p70S6K y rS6 (Imagen 4)

Asimismo, en células de microglia, el LPS también es capaz de inducir la transactivacion
del EGFR (resultados sometidos a publicacién) y este mecanismo esta implicado en la

modulacién de la fagocitosis inducida por el LPS.

En base a estos estudios, en esta memoria se ha continuado con la caracterizaciéon de la
sefalizacion inducida por estos estimulos proinflamatorios en las celulas de microglia BV-
2
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Imagen4: Representacion esquematica de los mecanismos de
sefializacion en la activacion inducida en células BV-2
inducidas por sPLA2(10).



Objetivos

1. Efecto de agonistas inflamatorios en la expresién del inflamasoma NLRP3 en células
de microglia BV-2.

2. Caracterizacion de las vias de sefalizacion implicadas en la regulacién del inflama-

soma en células de microglia activada.

Materiales.

Tubos tipo eppendorf
Tubos falcon de 25 ml

Tubos falcon de 50 ml

Tubos de citometro

Tubos de criocongelacion
Raspadores de placas de cultivo

Puntas de pipetas para cargar geles “ flat tips”

© N o g s~ wDdhd =

Puntas de pipeta

9. Portaobjetos

10. Placas de cultivo de 4 pocillos.

11. Placas de cultivo de 30 y 60cm de diametro
12. Pipetas esteriles de 5, 10 y 25 ml

13. Pinzas

14. Peliculas de autorradiografia Hyperfilm ECL
15. Papel de filtro Watman P81

16. Membranas de nitrocelulosa 0,45um

17. Membranas Inmobilon de polivinilfluoruro ( PVDF), 45 um
18. Frascos para cultivos de células adherentes
19. Cubreobjetos de 12mm de diametro.

20. jeringa de plastico 1 ml

21.Flask T25y T75

22. Vasos de precipitados.

23. Probetas de100ml, 200 ml 'y 1000



METODOS

Cultivos Celulares

Las células BV-2 de microglia , fue un regalo del Dr. JR Bethea ( Universidad de Miami,
Escuela de Medicina, Miami, Florida, EEUU.), se cultivaron a 37° C en DMEM de alta
glucosa, complementado con 100 U de penicilina/ ml, estreptomicina 100mg/ml, glutamina
2mM, y 10% de suero de ternera fetal inactivado con calor (FCS) en una atmdsfera humi-
dificada de CO2 al 5%

Las células de la microglia inmortalizadas fueron privadas de suero 24 h antes de los ex-
perimentos, siendo estimuladas a diferentes tiempos, por los distintos agonistas, en au-

sencia o presencia de inhibidos indicados

OBTENCON DE LISADOS CELULARES Y ANALISAS MEDIANTE WESTERN BLOT

Las células BV2 se cultivaron en en placas p60 hasta que alcanzaron una confluencia del
80%. Tras ser estimuladas a 37°C durante diferentes tiempos y con los tratamientos indi-
cados, las células se lavaron dos veces con tampoén PBS (137mM NacCl, 2.7mM KCI, 10.1
mM NazHPO, 1.8mM kn2pros) a 4°C y se recogieron en 150ul de buffer de Laemly 3X(0.5M
Tris PH 6.8, 35% glicerol, SDS 65 mg/L , azul de bromofenol , 6% DTT). Las muestras se
hirvieron a 100°C durante 5-10 minutos, para asegurar que la desnaturalizacion/reduccién

es total, y se congelaron a -20°C hasta su uso.

Las proteinas de los lisados celulares (~ 50 ug) se separaron por electroforesis utilizando
geles de poliacrilamida con SDS al 10%.

Para determinar la evolucién de la electroforesis asi como para estimar el peso molecular
de las bandas de proteinas se emplearon marcadores de peso molecular preteridos con

colorantes especificos.

La electroforesis se llevo a cabo en tampdn de electroforesis hasta que el frente o el mar-

cador de peso molecular mas proximo a la proteina de interés alcanzé el final del gel.



A continuacion, las proteinas del gel se transfirieron a una membrana de PVDF, en una
cubeta de electroforesis BioRad (1 hora, 100V). El tampdn de transferencia fue 256mM
Tris, 0.2M Glicina 'y 20% (v/v) de metanol.

La membrana se tifid con ponceau S para visualizar la eficacia en la transferencia de la
proteinas. Después, para bloquear las uniones inespecificas, la membrana se incubé du-
rante 2 horas a temperatura ambiente en TTBS (20mM Tris, pH 7.6, 135mM NaCl y 0,1%
(v/v) Tween20) con 5% (p/v) de leche desnatada o BSA. La membrana se incubo con los
anticuerpos primarios de interés diluidos apropiadamente en TTBS toda la noche a 4°C.
Tras 3 lavados de 10min. con TTBS y las membranas se incubaron con el anticuerpo se-
cundarios conjugados con peroxidasa (HRP) y diluidos en TTBS. durante 45 minutos a
temperatura ambiente. Por ultimo las membranas se lavaron tres veces durante 10 minu-
tos con TTBS y la deteccién se realizé mediante el sistema de aumento de quimioluminis-

cencia ECL.

Anticuerpos utilizados:

- anti-B- Actina Sigma ( A5441) 1:3000

- anti- p65 nFKB Cell signaling (#3031) 1:100
- anti- NLRP3 R&D Systems MAB7578) 1:500




Analisis mediante Citometria de flujo

Las células de microglia BV-2 se cultivaron en frascos T25 hasta que alcanzaron una

confluencia del 80%, y se trataron con 0.1ug/ml de LPS o 1ug/ml de sPLA2-IIA durante 4

horas. Una vez pasado el tiempo de estimulacion, las células se lavaron dos veces con-
PBS ( 137mM NaCl, 2.7mM KCI, 10.1 mM Na2HPO, 1.8mM KH2P0O4) a 4°C. A continua-

cion las células se recogieron y se fijaron/permeabilizaron con 100ul de PFA 4% + TRI-
TON-X100 0.2% durante 10 min. Tras un lavado con 600 ul de PBS, se centrifugaron a
4°c durante 7 minutos a 1200 rpm y se resuspendieron en 100ul de PBS-0,1% BSA donde
se pusieron 5 ul del anticuerpo anti-NLRP3/NALP3 (7683199); dejandose incubar a tem-

peratura ambiente durante 45 minutos en balancin a temperatura ambiente.

Cuando se completo el periodo de incubacion, las células se lavaron con 600 ul de
PBS-0.1% BSA, se centrifugaron durante 7 minutos a 4°C y 1200 rpm, se resuspendieron
en 100 ul de un anticuerpo secundario Anti-IgG-FITC producido en la rata a una concen-
tracion de 1:320 y se incubaron en un balancin durante 30 minutos en la oscuridad.

Por ultimo las células se lavaron nuevamente con 600 ul de PBS- 0.1% BSA, se centrifu-
garon 7 minutos a 1200 rpm a 4°C, se resuspendieron en 500 ul de PBS-0.1% BSA vy se

analizaron por citometria de flujo (Gallios™; Beckman Coulter, USA). Los datos se anali-

zaron usando el software KALUZA.




Inmunocitoquimica

Las células BV2 (75000 células) se resuspendieron en 100 ul de medio DMEM completo y
se sembraron en placas de 4 pocillos con cubres de 12mm de diametro. Después de de-
jarlas pegarse al cristal durante 4 horas en el incubador a 37°C, se afadieron otros 400l
de medio/pocillo para dejarlas en un volumen final de 500ul/pocillo. Cuando las células
alcanzaron el 70% de confluencia se cambio el medio completo por medio sin suero y se
dejaron toda la noche en estas condiciones. A continuacién, se estimularon con 0.1 ug/ml
de LPS 6 1 yg/ml de sPLA2-11A'y se incubaron a 372C durante 4 horas.

Cuando finaliz6 el periodo de incubacion, se retiro el medio y se realizaron 2 lavados con
500pl/pocillo de PBS-0.1% BSA , dejando durante 10 minutos a temperatura ambiente el
segundo lavado bloqueando. A continuacién las células se fijaron con paraformaldehido
al 4% durante 15 minutos y tras un lavadero anti o con PBS, se permeabilizaron con TRI-
TON X-100 al 0.3% durante 5 minutos. Después se lavaron con PBS y se incubaron du-
rante 45 minutos con el anticuerpo anti-NLRP3/NALP3 antibody (7683199) 0.5 mg/ml di-
luidos en PBS- 0.1% BSA . Una vez transcurrido el periodo de incubacion se realizaron 3
lavados de 5 minutos a temperatura ambiente con 500 pl de PBS-0.1% BSAy se incuba-
ron 30 minutos en oscuridad y a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario
(Anti Rat FITC 1:320).

Cuando se recogieron las muestras después de los 30 minutos hicimos 2 lavados con 500

ul de PBS-0,1% BSA y marcamos con DAPI; dejandolo incubar durante 10 minutos.
Por ultimo, se lavaron las muestras 3 veces con 500 ul de PBS-BSA DURANTE 5 minu-

tos y una con 500 ul de agua M.Q. y se procedio al montaje de las muestras mediante

GELVATOL para su futura observacion en el Microscopio Confocal.



RESULTADOS

sPLA2-1IA y LPS INDUCEN LA EXPRESION DE NLRP3 EN CELULAS BV-2

La linea celular inmortalizada de microglia murina BV - 2 se utiliz6 como un modelo in vi-

tro para estudiar la activacion microglial observada en los trastornos neurodegenerativos

Se ha demostrado que estas células pueden reproducir perfectamente el comportamiento

de la microglia primaria y no expresan la proteina enddégena sPLA2 - I[IA

Las células BV -2 privadas de suero se estimularon durante 4 h con las concentraciones

indicadas de sPLAZ2 -lIA y LPS y a continuacién se trataron 30 minutos con ATP, y su

efecto sobre la expresion de la proteina NLRP3 se evalué mediante la técnica de western

blot.

NLRP3

Actina

0.1 ug/mlLPS 1 pug/ml sPLA2-II1A
C -+ + - o+ 5 mMATP

— e —

Fligural: Western blot de células BV2 estimuladas 4 horas con LPS(0,1ug/
ul) o sPLA2-1IA (1ug/ul) en presencia y ausencia d ATP(5mM).n=3.

Como podemos ver en la figura 1A, la estimulacién de las células con sPLA2-IIA y LPS,

en presencia o ausencia de ATP, produce un incremento en la expresion de la proteina

NLRP3



CONTROL
INESPECIFIC CONTROL

Figura2: Inmunocitoquimica de células BV2 sin estimulo y
estimuladas 4 horas con LPS(0,1ug/ul)(C)( o sPLA2-1IA (1ug/ul)
(D) se marcaron

con o el anticuerpo anti-NLRP3/NALP3 Y Anti-igG-FITC.

A) El control inespecifico fue marcado Unicamente con el Ab.
secundario.n=1.

La figura 2 demuestra que las células estimuladas con con LPS(0,1ug/ul) o sPLA2-1IA (1ug/ul)

aumentan considerablemente la expresidn de la proteina NLRP3, corroborado los datos obtenidos
mediante la técnica de western blot.
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Figura3: Analisis de citometria de flujo de células BV-2
estimuladas 4 horas con LPS(0,1ug/ul) o sPLA2-IIA (1ug/ul)
tenidas con el anticuerpo anti-NLRP3/NALP3 Anti-igG-
FITC.n=1.

El andlisis de citometria de flujo no nos dio los resultados esperados (Figura3), Este experimento
solo ha sido reproducido una vez por problemas de contaminacion del cultivo celular, por lo tanto

los resultados no son concluyentes. El experimento requiere una puesta a punto desde el punto



de vista metodologico: por ejemplo dosis del anticuerpo, condiciones de fijacion/ permeabilizacion

celular o bloqueo de uniones inespecificas.

Efecto de la inhibicién de metaloproteasas en la expresion de proteinas senalizado-

ras del inflamasoma inducidas por sPLA2-lIAy LPS en células BV-2

Estudios preliminares del laboratorio demostraron la implicacidén de la transactivacion del

receptor del EGF (EGFR) en la sefalizacion inducida por la sPLA2-1I1A'y el LPS en las cé-
lulas de microglia BV2. Con el fin de evaluar si esta ruta de senalizacion esta implicada en
la sobreexpresion de la proteina NLRP3, las células se estimularon con los agonistas LPS
o sPLAZ2-1lA en presencia, o ausencia, del inhibidor de gamma secretasas y ADAMs TAPI-
1y del inhibidor general de metaloproteasas GM 6001. Se emplearon diferentes dosis de

inhibidores que previamente habian demostrado bloquear la activacion del EGFR (6).

Las células BV-2 se pretrataron con diferentes dosis del inhibidor de metaloproteasas
GM6001 durante 30 minutos. A continuacion las células se estimularon con LPS durante 4
horas y la expresion de la proteina NLRP3 se evalud western blot.

En la figura 4, se muestra como la presencia del inhibidor GM6001 no afecta al incremen-

to de la expresidon de NLRP3 inducida por LPS.

LPS y GM6001

Control 0.1 ug/ml LPS
0 25 10 0 25 50 mM GM6001

p-p65 —— —

NLRP3 .

ACING e

FIGURA 4: Western blot de células BV2 estimula-
das 4 horas con LPS(0,1ug/ul) en presencia y au-
sencia del inhibidor GM6001. n=3




También estudiamos la modulacién de la activacion de NFkB, mediante la valoracion de la
presencia de la subunidad p65 fosforilada (p-p65). En la figura 4, se muestra como la

presencia del inhibidor GM6001 no afecta la fosforilacién de p65 inducida por LPS.

En la figura 5 y 6, se muestra como la presencia del inhibidos TAPI no afecta al incremen-

to de la expresion de NLRP3 inducido por los estimulos LPS y sPLA2-11A.

Control 0.1 pg/ml LPS Control 1 ug/ml sPLA2-11A
0O 10 20 0 10 20 uM TAPI 0O 10 20 0 10 20 uM TAPI
p-p65 e e — p-p65 : — T — —
NLRP3 - —— NLRP3 PRp—
NG e e es—— Acting o m——

FIGURA 5: Western blot de células BV2 estimu-
ladas 4 horas con LPS(0,1ug/ul) en presencia y
ausencia del inhibidor TAPI. n=3

FIGURA 6: Western blot de células BV2 estimula-
das 4 horas con sPLA2-11A (1ug/ul) en presencia y
ausencia del inhibidor TAPI. n=2

También estudiamos la modulacién de la activacion de NFkB, mediante la valoracion de la

presencia de la subunidad p65 fosforilada (p-p65).

Efecto de la Inhibicién de proteinas PKC en la expresion de proteinas seinalizado-

ras del inflamasoma inducidas por sPLA2-llAy LPS en células BV-2

Con el fin de valorar el papel de las proteinas quinasas C (PKC) en la modulacién de la
expresion del inflamasoma se emplearon los inbibidores GF109203X (inhibidor de PKC
clasicas) y Rottlerina (inhibidor de PKCJd)



a) Las células BV2 fueron pretratadas durante 30 minutos con las concentraciones indi-
cadas de Rottlerina y a continuacion estimuladas con LPS o sPLA2-IIA durante 4 horas.

Los resultados del experimento se evaluaron mediante la tecnica de western blot.

Control 1 ug/ml sPLA2-IIA

Control 0.1 pug/ml LPS 0 1 5 0 1 5 uMRotlerina
0 1 5 0 1 5 uM Rottlerin
P-PE5 | i i e — p-p65 g
NLRP3 - .
NLRP3 i
ACtina .—..--
Actina T —— ———

FIGURA 7: Western blot de células
BV2 estimuladas 4 horas con sPLA2-IIA
(1ug/ul) en presencia y ausencia del
inhibidor Rottlerinal n=3

FIGURA 6: Western blot de célu-
las BV2 estimuladas 4 horas con
LPS(0,1ug/ul) en presencia y au-
sencia del inhibidor Rottlerina.
n=3

Como se muestra en la figura 6 y 7 el inhibidor de PKC delta, Rottlerin, disminuye la ex-
presion de NLRP3, en las células BV-2 de una forma dependiente de la dosis tanto en las
células estimuladas con LPS, como en las estimuladas con sPLA2-IIA.

También estudiamos la modulacién de a activacion de NFKB, mediante la valoracién e la

presencia de la subunidad p65 fosforilada (p-p65).

b) Las células BV2 fueron pretratadas durante 30 minutos con las concentraciones indi-
cadas del inhibidor GF109203X y a continuacion se estimularon con LPS o sPLAZ-IIA
durante 4 horas. Los resultados del experimento se evaluaron mediante la técnica de

western blot.



La figura 8 nos muestra como el GF109203X inhibe a concentraciones altas (10uM) la
expresion de NLRP3 cuando las células han sido estimuladas con LPS. Los estudios con

la sPLA2-1lA estan en curso

Control 0.1 ug/ml LPS
o 1 10 0 1 10 uM GF

NLRP3 —

FIGURA 8: Western blot de células BV2
estimuladas 4 horas con LPS(0,1ug/ul) en
presencia y ausencia del inhibidor GF109203X
n=3.

Efecto de la Inhibiciéon de ROS por NAC en la expresion de proteinas senalizadoras

del inflamasoma inducidas por sPLA2-IIAy LPS en células BV-2

Para evaluar el efecto la produccion de ROS en la sobreexpresion del inflamasoma NLR-
P3, las células BV-2 se trataron con las dosis indicadas del inhibidor NAC, durante 30 mi-

nutos y a continuacion se estimularon con LPS Y sPLA2-IlA durante 4 horas.

Control 0.1 ug/ml LPS
0 20 0 5 10 20 mMNAC
: , Control 1 ng/ml sPLA2-11A
p-p65 — ho
0 20 0 5 10 20 mM NAC
———
NLRP3 - T -— N LRP 3
ACING | e —— FIGURA 10: Western blot de células BV2
estimuladas 4 horas con sPLA2 (1ug/ul) en
FIGURA 9: Western blot de células BV2 presencia y ausencia del inhibidor NAC. n=1.

estimuladas 4 horas con LPS(0,1ug/ul) en
presencia y ausencia del inhibidor NAC.n=3.



En la figura 9 se muestra como la expresion de NLRP3 inducida por LPS disminuye a
medida que aumentamos la concentracion de NAC. Un efecto similar fue observado en la
presencia de p-p65. Sin embargo, como se muestra en la figura 10, la presencia de NAC,

no afecto la respuesta inducida por la sPLA2-11A

Control 0.1 ug/ml LPS
0 10 20 0 10 20 mMPP2

p-p65 o —

NLRP3 *

ACHNE e m———

FIGURA11: Western blot de células BV2
estimuladas 4 horas con LPS(0,1ug/ul) en
presencia y ausencia del inhibidos PP2.n=3.

Efecto de la inhibicién de SRC kinasa en la expresion de proteinas senalizadoras
del inflamasoma inducidas por sPLA2-llIAy LPS en células BV-2

Para poder estudiar este efecto las células BV-2 se pretrartaron con diferentes dosis del
inhibidor selectivo de kinasas de la familia Src PP2, durante 30 minutos. A continuacion,
se estimularon con LPS durante 4 horas. La expresion de la proteina NLRP3 y p-p65 se

evaludé mediante western blot.

La figura 11 nos muestra como el inhibidor de proteinas kinasas especifico de la familia
Src; PP2 no afecta a la expresion de las proteinas NLRP3 ni a la expresion de p-p65 (NF-
kB) , cuando son las células son estimuladas con LPS. Los estudios con la sPLA2-IIA es-

tan en curso.



Discusion

La microglia constituye la principal fuente de mediadores inflamatorios en el sistema ner-
vioso central, actuando ademas como diana de alguno de ellos.

Estas células contribuyen tanto a la neurodegeneracién como a la neuroproteccion, por lo
tanto es fundamental identificar los mecanismos de activacion del inflamasoma NLRP3 y

caracterizar las vias de sefalizacion implicadas en la regulacion de este.

La expresion del inflamasoma NLRP3 y del factor de transcripcion nuclear (NF-kB) induci-

da por sPLA2-1IA es independiente de la transactivacion del EGFR(figura 4).

Sin embargo sPLA2-IIA utiliza la via de sefalizacion de la PKc para inducir la produccion

de NLRP3 y del factor de transcripcion nuclear (NF-kB) (figura 6).

Por otro lado, el LPS favorece la expresion de NLRP3, y del factor de transcripcion nu-
clear (NF-kB) independientemente de la transactivacion del EGFR (figuras 2 y 3), siendo

sensible a inhibidores de la ruta de la PKc ( figura 5y 7).

Ademas, hemos comprobado que es indispensable la produccion de ROS para inducir la
expresion de NLRP3 y del factor de transcripcion nuclear (NF-kB) a través del estimulo
LPS (Figura 8), y sin embargo sPLA2 no requiere de ROS para inducir la generacion del
inflamasoma NLRP3 (9).

Por ultimo podemos afirmar que LPS no induce la expresion del inflamasoma, ni del factor
de transcripcion nuclear a través de la accion de proteinas kinasas de la familia Src (Figu-
ra 10).



HB-EGF

TAPI
| BN

SPLA 1A GE00 7

GF109203X

ROTERI
GF109203X x P AKT <7 MEK
——
ROTTLERIN i i
PK } * ERK
ROS mTOR P70S6K 4~
| o) i
»
P70S6K l (S6
| sis \4 \4 \4
NLRP3 Y \ : Y NLRP3  pgroureranion Puacocyrosis
PRrOUFERATION Puacocyross
Imagen5. Representacion esquematica de los mecanismos de Imagen6. Representacion esquematica de los mecanismos de
sefializacion inducidos por LPS en BV-2. sefializacion inducidos por sPLAz en BV-2.
Conclusiones

1.La estimulacion de células de microglia por la fosfolipasa A2 —IlAy LPS induce la
sobreexpresion de NLRP3

2.La estimulacién de células de microglia por la fosfolipasa A2 —IlA y LPS induce la
activacion del factor NFkB

3.La sobre-expresion de NLRP3 es independiente de la ruta de sefalizacion que
promueve la transactivacion del EGFR

4.La sobre-expresion de NLRP3 inducida por la fosfolipasa A2 —IIAy LPS es de-
pendiente de la activacion de PKC

5.La sobre-expresion de NLRP3 inducida LPS es dependiente de la producion de
ROS. Imagen5: Representacion esquematitica del mecanismo de sefalizacion in-
ducido por LPS en BV-2
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