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RESUMEN

Durante el siglo pasado las neurociencias se enfocaron en el estudio de la neurona, su
dinamica y funcionamiento. Sin embargo, en los ultimos afos, ha ido en aumento el
interés por el estudio de las células gliales, las cuales se pensaba que servian solo de
soporte estructural y trofico para las neuronas. Recientemente se ha reportado que
estas células aportan a las neuronas y al medio extracelular diferentes moléculas
indispensables para mantener la homeostasis en el SN, como sustratos enegéticos,
antioxidantes, precursores de neurotransmisores, etc. Estos estudios se han realizado
principalmente usando astrocitos aislados de roedores neonatos, sin embargo es
importante considerar que muchas patologias del SN se presentan en individuos
adultos, por lo que trabajar con células gliales aisladas de animales adultos podria dar
resultados novedosos y podria representar un modelo que aporte mas informacion y
permita comprender mejor estas enfermedades. Por otro lado, uno de los datos mas
conocidos acerca del metabolismo energético de astrocitos es su gran dependencia de
la glucdlisis, pero no se ha abundado en el estudio de las caracteristicas de las
mitocondrias que poseen.

OBJETIVO: Desarrollar un método de aislamiento de astrocitos a partir de rata adulta,
para determinar la actividad y nivel de proteina de los complejos de la CTE, asi como el
efecto de la administracién de algunos inhibidores de CI (rotenona, 6-OHDA) y ClI
(3-NP, acido maldnico) sobre la viabilidad celular.

METODO: Se disefid un método para el aislamiento de astrocitos de cerebros de rata
adulta de tres regiones cerebrales: corteza, estriado e hipocampo, que se mantuvieron
en cultivo durante 23 dias. Se realizaron cultivos de HyE, inmunocitoquimica, western
blot, medicion de actividad de los complejos mitocondriales y ensayos de viabilidad
celular en presencia de inhibidores de la CTE.

RESULTADOS: Se comprobd la identidad de los astrocitos mediante la expresion de
GFAP y la morfologia poligonal fusiforme caracteristica de astrocitos. En el analisis por
WB, se detectd claramente la presencia de la subunidad de complejo V (ATP5A) y la
del complejo Il (UQCRC2), pero no fue posible detectar las subunidades del complejo
IV (MTCO1), complejo Il (SDHB) y complejo | (NDUFB8). En cuanto a la actividad de los
complejos mitocondriales, se logro detectar la actividad de los complejos |, Il y IV, pero
no del complejo Il. El tratamiento de los astrocitos con rotenona disminuyd la viabilidad
celular en astrocitos aislados de corteza y estriado sélo en la concentraciéon de 10 uM,
mientras que el tratamiento con 6-OHDA no tuvo efecto. El tratamiento de los astrocitos
con inhibidores de CIl (3-NP y malonato) disminuyd la viabilidad celular en las tres
regiones estudiadas.
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ANTECEDENTES

Sistema Nervioso

El sistema nervioso (SN) controla y regula el funcionamiento de los diversos 6rganos y
sistemas, coordinando su interrelacion y la relacion del organismo con el medio externo.
Anatébmicamente, se divide en sistema nervioso central (SNC) y sistema nervioso
periférico (SNP).

EI SNC comprende el cerebro y la médula espinal, mientras que el SNP se compone de
nervios provenientes del cerebro (nervios craneales) y de la médula espinal (nervios
espinales). Los nervios periféricos (craneales y espinales) transmiten mensajes
neurales de los 6rganos y receptores sensoriales en el organismo al SNC y del SNC
hacia los musculos vy las glandulas del cuerpo.

La constitucion del tejido que conforma el SNC es compleja, por lo que para su estudio,
se ha subdividido en materia gris y materia blanca. La materia gris se compone de
cuerpos celulares, dendritas, terminales nerviosas, sinapsis y células gliales (astrocitos
protoplasmicos, microglia) y esta altamente vascularizada. La materia blanca esta
constituida por los axones, que se encuentran en su mayoria mielinizados por
oligodendrocitos, astrocitos fibrosos, carece de cuerpos celulares y la vascularizacion
es menor a la de la materia gris’.

Como se menciond anteriormente, el SNP esta constituido por conjuntos de cuerpos
neuronales asociados a nervios periféricos. Cada fibra nerviosa del SNP esta
compuesta por tres elementos: axones, células de Schwann y vainas de mielina’.

Células nerviosas

La neurona se ha considerado durante muchos afos la unidad anatomica y funcional
del SN. Las neuronas reciben estimulos provenientes de otras células, transmiten
rapidamente la excitacion resultante y tienen influencia sobre células musculares,
células glandulares y otras neuronas. Son células altamente especializadas, no tienen
capacidad proliferativa y pierden su viabilidad si se exponen a condiciones hipoxicas
durante periodos de tiempo cortos”.

La neurona esta constituida estructuralmente por tres regiones definidas: (1) cuerpo
celular (soma), (2) un numero variable de dendritas, y (3) un axon simple. El cuerpo
celular es el centro gendmico y metabdlico de la neurona. Las dendritas son los
principales receptores de sefiales ambientales y neuronales; reciben las sefiales y las
transmiten al soma. Los axones transmiten informacidén del soma a la terminal nerviosa,
en donde la sefial es recibida por otra neurona o un tejido no neuronal’.
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Células gliales (glia)

Las células gliales son células de soporte que envuelven el cuerpo celular, las dendritas
y los axones de las neuronas en el SNC y el SNP. La glia se caracterizd originalmente
como un conjunto de células con un papel pasivo y limitado en el SN; sin embargo, con
el transcurso del tiempo, se ha descubierto que estas células tienen multiples
funciones, algunas de las cuales se resumen en la Tabla |.

La clasificacion clasica de las células gliales en el SNC incluye a la astroglia, la
oligodendroglia, microglia y células ependimarias. La astroglia y la oligodendroglia en
conjunto, son llamadas macroglia, y tienen un origen ectodérmico, a diferencia de la
microglia, la cual tiene origen mesodérmico. Las células gliales no forman sinapsis y no
generan potencial de accidén, aunque se ha descrito que desempefan un papel
importante en la sinapsis neuronal’.

Tablal. Funciones de la gliaen el SNC.

e d(_a SLAES Funciones Referencia
glial

Produce y mantiene las vainas de mielina,
envolviendo los axones de las neuronas,
aislandolos, y agrupando los canales de sodio en los
nodos de Ranvier, lo que permite al potencial de
accion pasar de un nodo a otro. El desarrollo de la
mielina y la conduccién del impulso nervioso
proporcionan la base para el procesamiento rapido
de la informacién.

Oligodendroglia Aggarwal, 2011

Reconoce células danadas y agentes patogenos,
fagocitan células muertas y debris, pero también

Microglia esta implicada en la remodelacion sinaptica durante | Allen y Barres
el desarrollo del sistema nervioso, ya que remueve 2009
conexiones inapropiadas a través del proceso de
fagocitosis.

Células Son células ciliadas que revisten las cavidades del Snell, 2007

ependimarias encéfalo y el conducto central de la médula espinal.
Contribuyen al flujo del liquido cefalorraquideo.

Regula el flujo sanguineo en el SNC, mantiene la Sofroniew
Astroglia homeostasis cerebral, y provee sustratos y
o ! Vinters, 2010
energéticos a las neuronas, entre otras funciones.
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Astroglia

Los astrocitos (células parecidas a estrellas) son las células no neuronales mas
abundantes y diversas del SNC. Constituyen del 20 al 50% del volumen de la mayoria
de las areas del cerebro®. La definicion clasica, se basa en sumorfologia estrellada y en
la expresion de marcadores especificos, entre los cuales se destaca el uso de proteinas
de filamentos intermedios que forman el citoesqueleto, como la vimentina y la proteina
acida glial fibrilar (GFAP, por sus siglas en inglés), siendo esta ultima el marcador
clasico usado por excelencia para su identificacion®. Sin embargo, la expresién de
GFAP varia considerablemente entre las diferentes regiones cerebrales; por ejemplo,
esta proteina es expresada por practicamente todas las células de la glia de Bergmann
(astrocitos de corteza del cerebelo) y por los astrocitos fibrosos de la materia blanca,
mientras que se ha reportado en animales adultos, que solo del 15 al 20% de los
astrocitos protoplasmicos corticales expresan GFAP®. Otras proteinas ampliamente
utilizadas para identificar astrocitos son la glutamina sintetasa y proteina B de unién a
calcio (S1008).

Clasificacion

Con base en su morfologia, los astrocitos se pueden clasificar en dos tipos: fibrosos y
protoplasmicos (Figura 1)*’. Los astrocitos fibrosos se encuentran en la sustancia
blanca; por lo general tienen contornos regulares y apariencia de estrella, presentan
prolongaciones llamadas “procesos pediculares” que tienen forma cilindrica y se ubican
entre las fibras nerviosas. Cada prolongacion es larga, delgada, lisa y no muy
ramificada. Los astrocitos protoplasmicos se localizan en la sustancia gris; tienen
contornos irregulares y sus procesos pediculares se dirigen a los vasos sanguineos
adyacentes, transportan metabolitos y desechos de parte de la neurona, ademas
recubren las porciones del axdn neuronal que no esta cubierto por la mielina’>.
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Figura 1. Representacion esquematica de la morfologia de la astroglia. Los astrocitos son
morfolégicamente heterogéneos. A. Astrocito fibroso. B. Astrocito protoplasmico. Tomado y
modificado de Molofsky et al., 2012. Astro= astrocito, Oligo:oligodendrocito.

La identificacion de astrocitos, requiere un conjunto bastante complejo de criterios, no
solo debido a la gran heterogeneidad astroglial, sino también debido a cambios en el
desarrollo del fenotipo. En algunos estudios, se han propuesto ocho criterios para la
identificacion de los astrocitos'®":

1. Ausencia de excitabilidad eléctrica (es decir, los astrocitos no pueden generar
potencial de accion).

2. Potencial de membrana muy negativo (-80 a -90 mV), debido a una prevalencia de
permeabilidad de iones K+ de la membrana plasmatica.

3. Expresion de transportadores funcionales para GABA y glutamato para permitir la
homeostasis del neurotransmisor.

4. Un gran numero de haces de filamentos intermedios, los cuales son sitios en los que
se localiza la proteina GFAP.

5. Presencia de granulos de glucégeno en el citoplasma.
6. Procesos de cada célula en contacto con los vasos sanguineos circundantes.
7. Procesos perisinapticos elaborados.

8. Uniones con otros astrocitos por uniones GAP formadas por conexina 43 y/o 30.
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Modelos in vitro para la caracterizacion de la astroglia

Muchos de los protocolos reportados en la literatura para el aislamiento de astroglia
derivan del trabajo de Booher y Sensenbrenner (1972), o de la modificacion posterior
realizada por McCarthy y de Vellis (1980). A partir de estos métodos muchos
laboratorios en el mundo han disefiado métodos propios para el aislamiento de estas
Células para caracterizar sus propiedades bioquimicas, farmacologicas y
morfolégicas'? 4.

Estos protocolos se disefiaron para obtener astrocitos a partir de roedores en la etapa
fetal o neonatal, ya que se ha demostrado que la edad 6ptima para el aislamiento de
astrocitos es durante la astrogénesis; que ocurre después del pico de neurogénesis y
antes del pico de oligodendrogénesis. En ratones y ratas esta ventana optima se
extiende por un periodo de 2 a 3 dias postnatales en la corteza cerebral y la mayoria de
las regiones del SNC, en el caso del cerebelo se extiende entre los dias postnatales 4 y
7'°. Es posible obtener un cultivo confluente al paso de 7 a 14 dias después del
aislamiento, y otros tipos celulares (células ependimales, neuronas, fibroblastos, células
endoteliales, oligodendrocitos y microglia) se encuentran en cantidades bajas’®.

Estas ventajas han permitido que los cultivos de astrocitos aislados de animales
neonatos sean ampliamente utilizados. Sin embargo, el tejido proveniente de animales
de esta edad no forma conexiones bien definidas, por lo que es mas labil en
comparacion con animales adultos. Estos presentan células diferenciadas, una mayor
organizacion celular y conexiones establecidas con otro tipo de células. Ademas,
diversas enfermedades neurogenerativas se asocian con el incremento de la edad del
individuo '8, por lo que el estudio de la funcién y respuesta de las células aisladas de
cerebros de animales adultos podrian, dadas sus caracteristicas, tener una respuesta
diferente a los astrocitos aislados de animales neonatos ante un mismo estimulo.
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Funciones de los astrocitos

La astroglia fue descrita en 1846 por Rudholf Virchow y se caracterizd originalmente
como un conjunto de células que proporcionaban soporte estructural a las neuronas
adyacentes. Durante el ultimo siglo, el conocimiento de la funcion de los astrocitos se
ha ampliado notablemente debido al interés en comprender la fisiologia de estas
células. Se han caracterizado multiples funciones relevantes de los astrocitos para
numerosos aspectos del metabolismo y desarrollo del SN. Asi, se ha demostrado que
estas células son determinantes en el soporte tréfico y metabdlico del SNC 27, tal
como se resume en la Figura 2.

Figura 2. Representacion esquematica de algunas funciones que desempefan los
astrocitos en el SNC. Tomado y modificado de Sofroniew y Vinters, 2010.
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Los astrocitos tienen funciones centrales en aspectos de plasticidad y actividad
neuronal a través de la liberacion de neurotransmisores (glutamato, GABA, glicina).
Ademas, contribuyen directamente a la regulacién del flujo sanguineo; regulan la
transmision sinaptica a través de la liberaciéon de moléculas involucradas en la sinapsis
tales como glutamato, purinas (ATP y adenosina), GABA y D-serina cuya liberacion
ocurre en respuesta a los cambios de la actividad sinaptica de las neuronas. Asimismo,
los procesos de la astroglia recubren las sinapsis neuronales, ejerciendo funciones
esenciales en la regulacion de la concentracién de agua, mediante la absorcidn
transcelular de agua a través de los canales de acuaporinas (AQP4), iones (K+) ypHen
el espacio extracelular, manteniendo asi la homeostasis durante y después de la
sinapsis. Por otro lado, proveen de sustratos energéticos necesarios para la funcion
neuronal (glutamina, glucosa, lactato), promueven la maduracion neuronal, la formacién
de sinapsis, la supervivencia neuronal durante el desarrollo y regulan la angiogénesis,
entre otras funciones*'. En la Tabla Il se enlistan algunas de las funciones mas
representativas de los astrocitos.

Tablall. Resumen de las funciones de los astrocitos.

Funcién Descripcion Modelo Referencia
Producen y liberan moléculas que regulan
la  vasodilatacion a  través de
- prostaglandinas (PGE2), oxido nitrico
fﬁf?ifr??ﬂnde% (NO) y la vasoconstriccion mediante acido | Invivo Zon;%gé al.
J g araquidonico (AA), modulando el diametro
de los vasos sanguineos, regulando el
flujo sanguineo.

Expresion de | Expresan receptores metabotrépicos, con Van Calker et
receptores lo que regulan la cantidad intracelular de I e al., 1979y
metabotropicos | Ca™ u otros segundos mensajeros como McCarthy y De

AMP ciclico. Vellis, 1978
Berl et al., 1961
Consumo de Retiran glutamato y GABA del espacio In vivo/ Marthgzﬁet al,
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GABA muerte neuronal si no son retirados.
etal, 1977 y
Levi et al., 1983
Regulacion del | Controlan el pH extracelular, debido a la In vitro I?rﬁz:tr)%rffily
pH actividad de la anhidrasa carbdnica. 19799 ”
La glucosa se transporta constantemente
-z a través de los vasos sanguineos que :
Produccion de llegan al cerebro. El astrocito la convierte | In vitro Pellerin y

lactato

en lactato, y éste es transferido a la
neurona como sustrato energético.

Magistretti, 1996
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Estas funciones tienen un papel determinante en el soporte estructural y metabdlico del
SNC; por lo que la demanda energética requerida por los astrocitos es alta, siendo
capaces de producir energia a través de dos mecanismos: 1) glucdlisis y produccion de
lactato (metabolismo anaerobio) y 2) fosforilacion oxidativa, la cual depende del NADH
y FADH: generados en el ciclo de los acidos tricarboxilicos y la beta oxidacién de acidos
grasos (metabolismo aerobio)?°?!,

Aun no se conocen muchos detalles sobre el metabolismo energético del astrocito, y
diferentes estudios sugieren que la principal fuente energética de estas células se
obtiene mediante el metabolismo anaerobio?. No obstante, se sabe que los astrocitos
si cuentan con mitocondrias y se reconoce que un porcentaje de la energia que
producen se obtiene mediante metabolismo aerobio (fosforilacion oxidativa). Dada la
importancia que el conocimiento de los astrocitos puede tener para entender mejor la
etiologia de las enfermedades neurodegenerativas, es necesario profundizar en el
conocimiento de este tipo celular. Por lo tanto, en este trabajo, se propone evaluar
algunos aspectos de la funcién de la mitocondria en astrocitos.

Mitocondria

La mitocondria esta presente en el citoplasma celular; estructuralmente, estd rodeada
de una membrana externa fina y contiene una membrana interna muy invaginada®
(Figura 3). La membrana externa es permeable a iones, metabolitos y polipéptidos, ya
que contiene proteinas que forman poros, llamadas porinas, que permiten el paso de
estas moléculas a través de ella; realiza relativamente pocas funciones enzimaticas o
de transporte?*. Por su parte, la membrana interna carece de poros, por lo que es
impermeable para la mayoria de las moléculas, especialmente las que tienen carga;
contiene muchos sistemas de transporte transmembrana, que estan implicados en la
translocacion de moléculas; y se encuentra intrincadamente plegada®*.

Se sabe que el numero de mitocondrias varia en los diferentes tejidos, lo cual se ha
comprobado mediante microscopia electronica y a través del rendimiento obtenido al
aislar mitocondrias de diferentes tejidos. En un trabajo reciente, Schulz et al. (2015)
reportaron el siguiente rendimiento (mg de proteina mitocondrial/gramo de tejido):
higado (17.7£5.1), rindon (3.9%1.5), corazon (1.2+0.6) y cerebro (0.4+0.3). Estas
diferencias podrian estar relacionadas con el metabolismo de cada tejido, pero aun se
requiere profundizar los estudios al respecto.
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Figura 3. Representacion esquematica de una seccién transversal de una mitocondria. Se
diferencia un lado de la matriz (en verde) y el espacio intermembrana en el lado girado (en azul)
de la membrana mitocondrial interna. Los complejos de porina en la membrana mitocondrial
externa permiten el intercambio libre de sustancias de bajo peso molecular entre el citosol y el
espacio intermembrana. Tomada y modificada de Mller-Esterl 2008.

La mitocondria tiene diversas funciones en el metabolismo, dado que se encarga del
mantenimiento de la homeostasis y puede desencadenar o amplificar sefiales que
conducen a la muerte celular mediante el mecanismo conocido como apoptosis.
Ademas, esta estructura, esta involucrada en diferentes vias metabdlicas, tales como
gluconeogénesis, esteroidogénesis y ciclo de la urea. Sin embargo, la principal funcién
es la oxidacién de metabolitos (ciclo de Krebs, B-oxidacién de acidos grasos) y la
obtencién de ATP mediante la fosforilacidon oxidativa, que es dependiente de la cadena
transportadora de electrones (CTE)?"22.
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Cadena de transporte de electrones

La CTE consiste en una serie de transportadores electronicos que funcionan como
pares redox y que se localizan en la membrana mitocondrial interna. Fue descrita por
primera vez en la década de 1950 usando técnicas espectrofotométricas, a través de
las cuales se describieron los niveles de reduccién-oxidacion de los componentes de la
cadena respiratoria en la transicion que sigue a la adicion de ADP, e identificaron los
sitios que son termodinamica y cinéticamente compatibles con la transduccidn
energética®®.

Se han descrito cuatro complejos multiproteicos (complejos I-IV) que conforman la CTE,
y un quinto complejo que se encarga de completar la cadena respiratoria produciendo el
ATP (Tabla Ill). La CTE comienza su funcion cuando los equivalentes metabdlicos
NADH y FADHz, generados en la glucdlisis, el ciclo de los acidos tricarboxilicos y la
oxidacion de acidos grasos, ceden electrones al complejo | y al complejo II,
respectivamente. Los electrones de estos dos donadores pasan a través de los
complejos Il y IV hasta el oxigeno, el cual se reduce para formar agua generando un
gradiente de protones que es empleado por el complejo V para la generacién de ATP,
como se muestra en la Figura 4°°.

Tablalll. Componentes de la cadena respiratoria. Tomada de Muller-Esterl, 2008.

Componente No. de subunidades Funcién
(Codificadas por ADN mitocondrial)
NADH 46(7) Oxidacion de NADH, reduccion
deshidrogenasa de ubiquinona, transporte
(Complejo 1) vectorial de protones
Succinato 4(0) Deshidratacion de succinato,
deshidrogenasa reduccion de ubiquinona, enzima
(Complejo 1) del ciclo de Krebs. No hay
transporte de protones.
Citocromo ¢ 11(1) Oxidacion de ubihidroquinona,
reductasa reduccién de citocromo c,
(Complejo IlI) transporte vectorial de protones
Citocromo ¢ 13 (3) Oxidacion de citocromo c,
oxidasa reduccion de O2, transporte
(Complejo IV) vectorial de protones
ATP sintasa 16(2) Flujo invertido de protones, ATP
(Complejo V) sintasa

11
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Figura 4. Cadena de transporte de electrones. Tomada de Campbell y Reece 2007.

Complejo | (COX I, NADH Deshidrogenasa o NADH: ubiquinonaoxidoreductasa)

Los transportadores de electrones en este complejo son flavinas, centros Fe-S vy
ubiquinonas. En conjunto, este complejo es el componente mas grande de la cadena
respiratoria, con cerca de 800-900 KDa; tiene forma de L, con el brazo largo como una
proteina de membrana integral hidrofébica, donde se encuentra la maquinaria de
bombeo de protones, y el brazo corto constituido por un dominio globular hidrofilico
situado en la matriz mitocondrial, que contiene la subunidad de union al NADH vy el
centro activo de la enzima, constituido por una flavina y 9 centros Fe-S*'. Este complejo
cataliza la transferencia de dos electrones desde el NADH hasta el dominio de
membrana donde se encuentran las quinonas. Asi, la flavina acepta dos electrones
simultaneamente del NADH vy los transfiere, uno a uno, a los centros Fe-S. Estos, a su
vez, reducen a quinol, la quinona, embebida en la membrana en dos pasos sucesivos
de donacién de un solo electron®. Esta transferencia electronica esta acoplada al
bombeo de cerca de cuatro protones a través de la membrana, ayudando a
proporcionar la fuerza protdn-motriz requerida para la sintesis de ATP3. Este proceso
supone cerca del 40% del gradiente de protones transmembrana generado en la
oxidacion del NADH por la cadena respiratoria mitocondrial®’.

12
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Complejo 1I' (COX 1l Succinato Deshidrogenasa o Succinato- Ubiquinona
Reductasa)

Esta constituido por cuatro polipéptidos, codificados integramente en el ADN nuclear.
Dos de las cuatro subunidades proteicas que lo componen conforman la enzima
succinato deshidrogenasa, componente clave en el ciclo de los acidos tricarboxilicos,
mientras que las otras dos se encargan del anclaje de dicha enzima a la membrana. En
su participacion en el ciclo de los acidos tricarboxilicos interviene en la transferencia de
electrones desde el succinato hasta el FAD, formando FADHz, mientras que en su papel
dentro de la cadena de transporte electrénico transfiere los electrones del FADH: a la
ubiquinona®*.

Carece de sitio de acoplamiento energético. A diferencia del NAD+ que difunde libre en
la matriz mitocondrial, el FAD no existe libre en disolucion; por ello el complejo |
contiene una molécula de FAD3*.

Complejo [lI (COX Ill, Ubiquinol-citocromo c¢ oxidorreductasa o Complejo
citocromo bcl)

El complejo Il consta de once subunidades, tres de estas subunidades tienen funcion
respiratoria (citocromo B, citocromo C1, proteina de Rieske) y poseen grupos
prostéticos. La subunidad citocromo b alberga dos grupos hemo; el citocromo c tiene un
grupo hemo, y el centro Fe-S (centro Rieske). Todos los elementos del complejo Il
estan codificados por el ADN nuclear excepto el citocromo b, que lo esta por el ADN
mitocondrial®®.

Ademas, dentro del complejo Il se ha propuesto un ciclo de transporte de electrones,
denominado ciclo Q, donde coexisten distintas formas de la ubiquinona. Los detalles del
proceso de transporte electronico son complejos: el ubiquinol cede dos electrones, uno
al centro Rieske que lo cede a su vez a un citocromo ¢ para actuar como transportador
hacia el complejo IV, mientras que el otro es reciclado a través del ciclo Q via
citocromos b566 y b560 y de semiquinonas °. Este ciclo permite el bombeo de
protones al citosol®’.

El complejo Il utiliza la energia liberada por translocaciéon vectorial de dos protones
(H+/QH2) de la matriz al espacio intermembrana, donde libera dos protones
adicionales®®. Como se mencioné anteriormente, las formas semi-reducidas de
ubiquinona participan en la transferencia de electrones / protones catalizada por el
complejo 1IP%4°.

13
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Complejo IV (COX IV o Citocromo c oxidasa)

Estructuralmente, el complejo IV es una proteina integral de membrana que incluye
varios grupos prostéticos metalicos asi como trece subunidades. De éstas, diez estan
codificadas por genes del genoma nuclear y tres del mitocondrial. EI complejo posee
dos grupos hemo, un citocromo a y otro a3, asi como dos centros de cobre (CuA y
CuB). EI citocromo a3 y el CuB forman un centro binuclear en el cual se realiza la
reduccion tetravalente del oxigeno molecular produciendo agua®’.

Aligual que ocurre en los complejos | y lll, la citocromo ¢ oxidasa genera un bombeo de
protones desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrana asociado al transporte
electronico. Se ha encontrado que esta enzima, ampliamente distribuida en la
naturaleza, es responsable del consumo de mas del 90% del oxigeno en los
organismos aerobios. Presenta gran afinidad por el oxigeno, por lo que se piensa que
estd adaptada a condiciones de escasez del mismo. Las unidades cataliticas del
complejo estan codificadas por el ADN mitocondrial, mientras que las estructurales lo
estan por el nuclear®’.

Los transportadores electrénicos y los complejos estan organizados en “ensamblajes”

con interacciones especificas proteina-proteina, que son efectivas para la transferencia

rapida de electrones gracias a la limitacion de las distancias intermoleculares entre
29

ellas*”.

Complejo V (COX V, ATP sintasa o F1-FO-ATPasa)

La ATP sintasa también se reconoce como complejo V, y es una enzima
multimonomérica que contiene 18 polipéptidos. Esta enzima no forma parte de la CTE
como los cuatro complejos anteriores, sino se encuentra acoplada a ellos para llevar a
cabo la fosforilacion oxidativa; esto es, no realiza reacciones de 6xido-reduccion como
el resto de los complejos, sino que utiliza la energia del gradiente electroquimico de
protones generado porla CTE, para sintetizar ATP a partir de ADP.

Este complejo esta formado por dos dominios funcionales, F1 y FO, conectados entre si
por otra subunidad. La estructura de la subunidad hidrofilica F1; fue resuelta en el afo
1994 y esta formada por cinco subunidades (a, b, d, g, €) *'. En la subunidad que
conecta los dos dominios funcionales y en FO, se encuentran las dos unicas
subunidades codificadas por el genoma mitocondrial (ATPasa 6 y ATPasa 8). La
subunidad FO esta inmersa en la membrana interna y funciona como poro de protones,
transfiriendo la energia liberada por el flujo de protones hacia la subunidad catalitica F1,
donde se forma el ATP. Se acepta un mecanismo motorrotatorio como forma a través
de la cual la energia es transferida desde la bomba de protones (subunidad FO) a la
subunidad cataltica (subunidad F1) %2,

14
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Uso de inhibidores de la CTE para el estudio de la funcion mitocondrial en
astrocitos

En los ultimos afios ha habido un creciente interés en la caracterizacion de diversas
patologias relacionadas con el SN. Para el estudio de estos padecimientos a nivel
experimental se ha implementado el uso de modelos neurotoxicos en roedores y en
primates no humanos tanto In vivo como In vitro. Un hecho interesante es que las
neurotoxinas usadas para generar estos modelos experimentales tienen como
mecanismo de accion la inhibicion de la CTE, principalmente de los complejos |y Il.

Algunos inhibidores de la CTE descritos son: rotenona y 6-hidroxidopamina (inhibidores
de complejo |); acido 3-nitropropidnico y malonato (inhibidores de complejo Il). La
administracion de estos compuestos In vivo reproduce algunas caracteristicas
bioquimicas descritas en la enfermedad de Parkinson (EP: rotenona vy
6-hidroxidopamina) o la enfermedad de Huntington (EH: acido 3-nitropropidnico,
malonato)?'4344,

La rotenona es un isoflavonoide sintetizado por plantas tropicales de los géneros Derris,
Lonchocarpus y Tephrosia*®**®. Es una molécula hidrofébica, que atraviesa la
membrana celular y funciona como un inhibidor no competitivo del complejo |, afectando
la produccién de ATP?'. Se ha demostrado que la administracion sistémica continua de
rotenona a ratas y ratones, causa sintomas similares a los de EP, incluyendo la
degeneracion selectiva del sistema dopaminérgico nigroestriatal (incluyendo las fibras
del cuerpo estriado y neuronas), la activacion de la astroglia y la microglia, asi como
trastornos del movimiento de los animales***"%°. Recientemente se reportd que la
administracion de rotenona a concentraciones de 0.1, 0.25, 0.5, 1 y 2 yM a células de
astroglioma C6, incrementa significativamente la expresion de GFAP y disminuye su
viabilidad; lo cual es dependiente de la concentracién y el tiempo de exposicién de las
células al compuesto neurotdxico. Ademas se incrementd la generacion de especies
reactivas de oxigeno, se alterd la funcion mitocondrial y se generaron dafios en el ADN,
en comparacion con su control®’.

La 6-hidroxidopamina (6-OHDA) también conocida como oxidopamina o 2,4,5-
trihidroxipenilamina, es un compuesto neurotéxico organico sintético utilizado en el
desarrollo de modelos experimentales de EP en roedores®?. Se ha evaluado el efecto
de la administracion de este neurotoxico en células de astroglioma C6, en donde se
determind una disminucidon de la viabilidad de estas células y un incremento en la
expresion de GFAP. Ademas de una disminucién de la actividad de deshidrogenasas
mitocondriales, en el potencial de membrana de la mitocodria, aumento de especies
reactivas de oxigeno, condensacion de la cromatina y dafo al DNA. Los resultados
mostraron que el tratamiento con 6-OHDA indujo muerte mediada por la disfuncién
mitocondrial de las células de glioma estudiadas®®.

15



FES ZARAGOZA

El acido 3-nitropropiénico (3-NP) es una toxina producida por plantas del género
Indigofera y algunos hongos de los géneros Astragalus y Aspergillus, la cual inhibe de
manera irreversible a la enzima succinato deshidrogenasa del complejo Il de la CTE.
Esta enzima es responsable de la oxidacion de succinato a fumarato y su inhibicién
conduce a la reduccion de la sintesis de ATP, incremento en la produccion de especies
reactivas de oxigeno y muerte neuronal. La ingesta accidental de 3-NP produce
degeneracion preferencial del putamen, nucleo caudado, corteza cerebral e hipocampo
en humanos, lo cual se relaciona con la presencia de movimientos anormales y
deterioro cognitivo. Esto es la base del uso de esta sustancia para generar un modelo
experimental de EH en roedores®*.

El malonato es otro inhibidor selectivo de la enzima succinato deshidrogenasa que a
diferencia del 3-NP, no cruza la barrera hematoencefalica, pero que también ha sido
utilizado para generar un modelo experimental de EH al administrarlo en forma
intraestriatal en roedores®®.

Importancia de la mitocondria en los astrocitos

En las células del SN, hay dos rutas para la produccion energética: glucdlisis y
fosforilacion oxidativa. La tasa y la velocidad de produccién de ATP pueden variar
considerablemente entre estas vias:

1. La glucdlisis se lleva a cabo en el citoplasma, no consume oxigeno y solo
produce dos moléculas de ATP por cada molécula de glucosa.

2. Lafosforilacion oxidativa esta vinculada con el ciclo de los acidos tricarboxilicos y
produce de 28 a 30 ATP por molécula de glucosa, usando oxigeno como aceptor
final de electrones.

Se ha estimado que la energia requerida por los astrocitos es menor a la de las
neuronas, y que aproximadamente 80% de la energia en astrocitos se obtiene a través
de la glucdlisis, mientras que solo el 20% es generado mediante fosforilacion
oxidativa %

El estudio de la produccion energética mediante fosforilacion oxidativa en astrocitos es
un campo poco estudiado y se ha destacado principalmente la produccion energética
en la glucdlisis, por lo que aun no se conocen muchos detalles de la dinamica
mitocondrial de los astrocitos. Esto es de suma importancia, ya que se han
caracterizado algunas patologias en las cuales el disfuncionamiento mitocondrial es
evidente en células gliales, tal es el caso de la esclerosis lateral amiotréfica (ELA), en
donde se ha demostrado que existe una mutacion en la enzima superdxido dismutasa 1
(SOD1), que trae como consecuencia disfuncion mitocondrial y alteracion en la
produccién energética?.
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También se ha propuesto que en la enfermedad de Alzheimer (EA), su origen podria
estar relacionado con la alteracion del funcionamiento mitocondrial. En este contexto,
los estudios realizados en pacientes con EA y en modelos murinos han destacado la
alteracion de varios genes implicados en la glucélisis, ciclo de Krebs y la fosforilacion
oxidativa. De acuerdo con estos hallazgos, esta patologia estd estrechamente
relacionada con la disfuncién en la regulacién del metabolismo energético, la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y alteraciones estructurales en la
mitocondria®?.
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JUSTIFICACION

Los astrocitos son las células no neuronales mas abundantes y diversas del SNC, y
tienen un papel central para mantener su homeostasis. Sin embargo, no han sido tan
extensamente estudiadas como las neuronas. Para estudiar las caracteristicas de los
astrocitos, éstos se aislan principalmente de ratas neonatas, sin embargo, el aislarlos
de ratas adultas podria ser una herramienta mas apropiada para estudiar
caracteristicas de la neurodegeneracion, ya que ésta se presenta principalmente en
edad adulta. Ademas, ya que el metabolismo de los astrocitos se considera
principalmente glucolitico, aun no se estudian muchos detalles de su metabolismo y
dinamica mitocondrial. Se ha reportado que varias patologias del SNC estan
relacionadas con la disfuncion mitocondrial, lo que hace relevante el estudio de este
organelo celular en todas las células que conforman el tejido nervioso.
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HIPOTESIS

Al lograr el aislamiento de astrocitos de rata adulta, se le podra cuantificar la actividad
enzimatica alos complejos | a IV de la CTE, y se lograra la deteccién de una proteina
de cada complejo. Ademas, al tratarlos con inhibidores de complejo | (rotenona,
6-OHDA) y complejo Il (3-NP, acido maldnico), se espera encontrar una disminucion de
la viabilidad celular.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un método de aislamiento de astrocitos a partir de rata adulta, para
determinar la actividad y concentracion de proteina de los complejos de la CTE, asi
como el efecto de la administracion de algunos inhibidores de CI (rotenona, 6-OHDA) y
Cll (3-NP, acido maldnico) sobre la viabilidad celular.

OBJETIVOS PARTICULARES

» Establecer las condiciones que permitan aislar y cultivar astrocitos de diferentes
regiones cerebrales (estriado, corteza e hipocampo) de ratas adultas.

» Confirmar la identidad de las células aisladas, a través de la inmunodetecciéon de
la proteina de filamentos intermedios GFAP.

» Realizar la inmunodeteccion de las siguientes proteinas de la CTE: complejo I:
NDUFB8 (20kD), complejo 1l: SDHB (30 kD), complejo lll: Core protein 2 (48 kD),
complejo IV: MTCO1 (40kD)y complejo V: ATPSA (55 kD).

» Determinar la actividad enzimatica de los complejos mitocondriales (I-IV).

» Evaluar la viabilidad celular de los astrocitos aislados tratados con cuatro

compuestos tdxicos con la capacidad de inhibir los complejos | o |l de la CTE:
rotenona, acido 3-nitropropidnico, 6-hidroxidopamina y acido maldnico.

20



FES ZARAGOZA

MATERIALES Y METODOS

Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas Wistar macho, de 250-300 g, mantenidas en condiciones controladas
de luz-oscuridad (12 h/12 h), con libre acceso al agua y alimento, provenientes del
bioterio del INNN. Todos los procedimientos que se llevaron a cabo en estos animales
de experimentacion, se apegaron a la norma oficial mexicana NOM 062-Z00-1999
“Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio”.

Reactivos y equipo véase Anexo |.

Cultivo celular
En la primera etapa de este trabajo, se establecieron las condiciones de aislamiento y
cultivo de astrocitos de corteza, hipocampo y estriado de rata adulta.

Cada cultivo se realizd con lotes de tres ratas Wistar, se sacrificaron por decapitacion y
se les extrajo el cerebro, el tejido se mantuvo en Hepes Buffered Tyrode’s Solution 1x
(HBTS) con rojo fenol, se retiraron las meninges y se realizd la diseccidon de cada una
de las regiones de interés (corteza prefrontal, hipocampo y cuerpo estriado).
Posteriormente el tejido se corté en cubos pequefios (1 mm) y el tejido se transfirié a un
tubo cénico (para cada regién), con tripsina al 0.05%, DNasa al 0.003% en HBTS con
rojo fenol, durante 15 minutos a 37°C. Transcurrido este tiempo, se procedié a la
trituracion mecanica de cada una de las regiones con pipeta Pasteur sin introducir
burbujas. Posteriormente se anadié HBTS a cada tubo y se centrifugd a 2000 rpm
durante un minuto a temperatura ambiente. Se desechd el sobrenadante y se afadié la
papaina (20 U/ml) con cisteina al 0.02% en HBTS, con la cual se incubd durante 25
minutos a 37°C. Se disgregd nuevamente con pipeta Pasteur y se afadié albumina
sérica bovina (BSA) (500 mg/ml) con DNasa (4 mg/ml) en HBTS con rojo fenol, y se
centrifugé a 2000 rpm durante un minuto, se procedié a dar 4 lavados mas con HTBS
centrifugando bajo estas mismas condiciones y desechando el sobrenadante.
Finalmente se resuspendié en medio de cultivo DMEM suplementado con 10% de suero
fetal bovino (SFB) y se sembraron en frascos de 75 cms pretratados con PDL.

Las células se mantuvieron en cultivo durante 23 dias, con cambio de medio de cultivo
dos veces a la semana. Transcurrido este tiempo se realizd la purificacion del cultivo
mediante agitacién en un agitador orbital, a 180 rom a 37°C durante toda la noche y se
preparo un subcultivo de estas células. Los experimentos realizados se esquematizan
en la figura 5.
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Disefio experimental

Estandarizacion
del cultivo
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astrocitos de rata
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250-300g
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Inmunocitoquimica
' para GFAP
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proteinas de la CTE
Subcultivo (WB)

Obtencionde
lisados celulares
Determinacion de

actividad
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Administracion de Viabilidad celular
neurotoxicos (Calceina AM)

Figura 5. Esquema del disefio experimental

Preparacion de lisado celular
Las células se lisaron con buffer de fosfatos de potasio con tritbn al 0.1% con

inhibidores de proteasas (bestatina, pepstatina y PMSF). Los lisados se almacenarona
-70°C hasta el momento de su procesamiento.
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Hematoxilina-Eosina (HYE)

Los astrocitos se colocaron en cubreobjetos de 1 cm de didmetro pretratados con PDL.
Se fijaron con PFA 4% durante 20 minutos a 4°C, se permeabilizaron con etanol 80%
durante 5 minutos y se mantuvieron en hematoxilina durante 60 minutos. Se lavaron
con agua destilada se sumergieron rapidamente en agua amoniacal, se lavaron
nuevamente con agua destilada. Se sumergieron en eosina durante 20 minutos. Se
lavaron con agua destilada. Los cubreobjetos fueron montados con medio de montaje.
Las imagenes fueron obtenidas usando un microscopio éptico.

Inmunocitoquimica

Los astrocitos se sembraron en cubreobjetos de 1 cm de diametro pretratados con PDL.
Se fijaron con PFA 4% durante 15 minutos en agitacion suave a temperatura ambiente
y se permeabilizaron con tritdn 1% en PBS, se bloquearon las uniones inespecificas
con BSA al 2% en PBS y se incubaron con el anticuerpo primario anti-GFAP durante
toda la noche. Se lavaron con PBS y se siguieron las instrucciones del fabricante del kit
para inmunocitoquimica ABC STAINING SYSTEM. Posteriormente las muestras se
montaron en portaobjetos para observacion y captura de imagenes.

Inmunodeteccién de proteinas por Western Blot

Se determind la presencia de una subunidad de cada complejo de la fosforilacion
oxidativa: complejo |, NDUFB8 de 20kD; complejo Il, SDHB de 30 kD; complejo lll, Core
protein 2 de 48 kD; complejo IV, MTCO1 de 40kD y complejo V, ATPSA de 55 kD. Para
esto, se empled el coctel de anticuerpos MitoProfile® Total OXPHOS WB Antibody
Cocktail. Se utilizaron 25 pg de proteina por muestra, que se separd mediante
electroforesis SDS-PAGE vy se transfirid6 a membranas de PVDF. Las membranas se
bloquearon durante 2 h con BSA al 5%. Después, se incubaron durante 12 h a 4°C con
el coctel de anticuerpos. Después de lavar este anticuerpo, las membranas se
incubaron durante 1.5 h con anticuerpo anti-raton acoplado a peroxidasa de rabano.
Las bandas reactivas se \visualizaron mediante un sistema de deteccion
quimioluminiscente

Actividad de los complejos de la CTE

Se realizd la determinacion de la actividad de cada complejo de la CTE en lisados
celulares, en los cuales se cuantificd la concentracion de proteina y se empled una
mezcla de reaccion especifica para la determinacién de cada complejo. Estas
mediciones se realizaron segun métodos previamente usados en erl laboratorio de
NMyC del INNN56, como se describe en la tabla V.

23



FES ZARAGOZA

TablalV. Condiciones en las que se determind la actividad de los complejos de la CTE

Aceptor/
complejo donador Mezcla de reaccion Inicio de la Absorbancia/
de reaccion tiempo
electrones
ASB 3 mg/ml, NADH 60 Adicién de La reduccion de
uM, KCN 2 mM, a.nt|r.n|0|na lisado celular | DCPIP se registro a
DCPIP A 2 uM, y decilubiquinona ~20 ug d 600
60 uM en amortiguador de ( Mg de nm por
H g roteina). 3 minutos
fosfato de potasio 10 mM P
Succinato 20 mM, .y La reduccion de
I DCPIP antimicina A 2 uM, déoc\:(ijlllfll)ci)nu?neon DCPIP se registro a
rotenona 5 um, KCN 2 mM a 50 q M 600 nm por
y DCPIP 50 uM HIVL 3 minutos.
Solucién de citocromo C
. oxidado 75 yM, KCN 500 Adicion de La reduccion de
1] C|toc_crior(;100 MM, EDTA 1%0 MM, tween | decilubiquinol citocromo c se
oxidado 20 0.025% y amortiguador 100 pM. registré a 550 nm
de fosfatos 25 mM
HelleTEn ol La oxidacion de
v Citocromoc | Solucién de citocromo C lisado celular CitOCIOMO C S6
reducido reducido 60 uM (~20 pg de e
proteina). registré a 550 nm

Viabilidad Celular

Esta prueba se basa en la determinacion de células vivas mediante la administracién de
calceina AM. Esta sonda no es fluorescente, penetra en células vivas y se convierte por
la actividad de esterasas intracelulares en el colorante polianidnico calceina, que es
retenido por las células vivas y emite fluorescencia intensa que se detecta en verde
(exc./em.~495nm/~515nm). Los astrocitos se sembraron en cajas de 24 pozos
pretratadas con PDL, y posteriormente se administraron los diferentes neurotdxicos
durante 24 horas: rotenona 6 6-hidroxi-dopamina como inhibidores de Complejo | (0, 1,
10 y 100 uM). Como inhibidores de complejo Il, se emplearon 3-NP o acido malénico (0,
0.1, 1 y 10 mM). Las células se lavaron y se incubaron con calceina AM durante 30
minutos a 37°C. Las células se lavaron nuevamente y se midi6 la fluorescencia emitida
por las células en un lector de placas multimodal (Sinergy HT, Biotek).

Andlisis estadistico
Los datos se expresaron como media + eem. Se analizaron con el software Prism 5.1

(GraphPad) por ANOVA seguida de una prueba de comparaciones multiples de Dunnet.
Las diferencias se consideraron significativas a valores iguales o menores a p<0.05.
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RESULTADOS
Hematoxilina y eosina (H&E)
Para confirmar la identidad de las células aisladas, la primera parte consistio en
determinar la morfologia mediante una tincién de hematoxilina y eosina. Bajo
condiciones normales, en cultivos primarios, los astrocitos presentan una forma que va
de poligonal a fusiforme, lo cual es notable en las tinciones presentadas en la Figura 8.
No se observaron alteraciones morfolégicas durante el periodo en cultivo.

4 v

A) B)

9]

Figura 8. Bajo condiciones de cultivo estandar, los astrocitos aislados de animales adultos
presentan una morfologia poligonal o fusiforme, tincion hematoxilina-eosina. A) astrocitos
corticales (400x), B) astrocitos de cuerpo estriado (400x) y C) astrocitos de hipocampo (400x).
Flecha negra= astrocito poligonal, flecha roja= astrocito fusiforme.

Inmunocitoquimica
La segunda etapa para la identificacién de las células aisladas fue a través del marcaje

de éstas, mediante inmunocitoquimica con un anticuerpo especifico para la proteina
GFAP, en las fotografias que se presentan en la figura 9, es notable la expresion de
dicha proteina en las células aisladas, lo cual sugiere que las células obtenidas son

astrocitos.
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Figura 9. Inmunocitoquimica en astrocitos aislados de ratas adultas. Las células marcadas en
color café son positivas a la expresion de GFAP. A) Astrocitos corticales 100x, B) astrocitos
corticales 400X, c) astrocitos de hipocampo 100X, d) astrocitos hipocampo 400x, e) astrocitos

estriado 100X, f) astrocitos estriado 400x.
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Inmunodeteccién de proteinas por Western Blot

Se determind la presencia de una subunidad de cada complejo de la cadena
respiratoria en lisados totales de las células aisladas de corteza, estriado e hipocampo
de cerebros de ratas Wistar adultas. Se empleé como control positivo un lisado total de
neuronas aisladas de cerebelo de ratas Wistar de 7 dias de edad. Como se observa en
la figura 10, las subunidades MTCO1 (CIV), SDHB (Cll) y NDUFB8 (CI) no se lograron
detectar en ninguno de los lisados celulares de astrocitos. Sin embargo, las
subunidades UQCRC2 (ClIl) y ATP5A (CV) estan presentes para todas las regiones.

Figura 10. Expresion de las respectivas subunidades de los cinco complejos de la cadena
respiratoria, en astrocitos aislados de ratas Wistar adultas. MW= marcador de peso molecular,
St= lisado total de células de cuerpo estriado, Hp= lisado total de células de hipocampo, Cx=
lisado total de células de corteza cerebral. Como control positivo se empled el lisado de
neuronas aisladas de cerebelo de ratas Wistar de 7 dias de edad (Neur).
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Determinacion de actividad de los complejos mitocondriales de la CTE

En los astrocitos aislados de ratas adultas se detectd la actividad del Cl, en promedio
para los astrocitos corticales, se obtuvo una actividad de 2.1 nmol/min/mg proteina;
para los astrocitos aislados de hipocampo la actividad de este complejo oscilo en 2.9
nmol/min/mg proteina y finalmente la actividad para los astrocitos aislados de cuerpo
estriado fue de 3.0 nmol/min/mg proteina, como se presenta en la figura 11.

Figura 11. Determinacion de la actividad de Cl en los astrocitos aislados de corteza,
hipocampo y estriado de cerebros de ratas adultas. Los resultados son expresados como
media £ eem. n=4.

La actividad del Cll no fue detectada en los astrocitos de ninguna de las tres regiones
estudiadas. Sin embargo, el control positivo usado (mitocondrias aisladas de corteza
cerebral de ratas adultas), para este complejo, presentdé una actividad de 50.6
nmol/min/mg proteina.
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En cuanto a la deteccion de la actividad del Clll, para astrocitos corticales se determiné
una actividad promedio de 2.0 nmol/min/mg proteina; para los astrocitos aislados de
hipocampo la actividad de este complejo fue de 1.4 nmol/min/mg proteina y finalmente
la actividad para los astrocitos aislados de cuerpo estriado fue de 1.0 nmol/min/mg

proteina (figura 12).

Figura 12. Determinacion de la actividad de CIll en los astrocitos aislados de corteza,
hipocampo y estriado de cerebros de ratas adultas. Los resultados son expresados como
media £ eem. n=3.
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En los astrocitos aislados de corteza, durante la determinacion de la actividad de
complejo IV, se detectd en promedio una actividad de 3.5 nmol/min/mg proteina; para
los astrocitos aislados de hipocampo la actividad de este complejo oscilo en 1.1
nmol/min/mg proteina y finalmente la actividad para los astrocitos aislados de cuerpo
estriado fue de 1.7 nmol/min/mg proteina, como se presenta en la figura 13.

Figura 13. Determinacion de la actividad de CIIl en los astrocitos aislados de corteza,
hipocampo y estriado de cerebros de ratas adultas. Los resultados son expresados como
media + eem. n=3.
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Viabilidad celular

En los astrocitos corticales tratados con rotenona, existe una disminuciéon del 35% de
células viables a la concentracién de 10 uM, en comparacién con el control, como se
observa en la figura 14a. En las células corticales tratadas con 6-OHDA no existen
cambios entre el control y las tres concentraciones administradas del neurotoxico (figura
14b).

Figura 14. Administracién de neurotdxicos inhibidores de Cl en astrocitos aislados de corteza
de ratas Wistar adultas.*p<0.05 vs control (ANOVA de una sola via seguida de la prueba de
Dunnet), n=4. Cx= corteza, 6-OHDA= 6 hidroxidopamina.

En las células tratadas con 3-NP la viabilidad celular disminuy6é en 12%, 24% y 37%
para las concentraciones 0.1 mM, 1 mM y 10 mM, respectivamente (figura 15a). En los
astrocitos corticales tratados con acido maldnico, los porcentajes de viabilidad celular
disminuyeron en 19%, 33% y 42% con respecto al incremento de la dosis del
neurotdxico administrado (figura 15b).

Figura 15. Administracion de neurotoxicos inhibidores del Cll en astrocitos corticales. *p<0.05
vs control (ANOVA de una sola via seguida de la prueba de Dunnet), n=3. Cx= corteza, 3-NP=
4cido 3-nitropropionico, Ac. Malénico= &cido malénico.
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En los astrocitos de hipocampo tratados con rotenona y 6-OHDA, no hubo cambios en
la viabilidad celular en ninguna de las concentraciones administradas (figura 16a, b).

Figura 16. Administracién de neurotdxicos inhibidores de Cl en astrocitos aislados de
hipocampo de ratas Wistar adultas.*p<0.05 vs control (ANOVA de una sola via seguida de la
prueba de Dunnet), n=4. Hp= hipocampo, 6-OHDA= 6 hidroxidopamina.

En la figura 17a, se observa que los astrocitos de hipocampo presentaron una
disminucion del 22% en su viabilidad en la concentracién de 1 mM y del 30% en la
concentracion de 10 mM por la administracion de 3-NP, con respecto al control. Hubo
una disminucion del 24% vy del 21% en la viabilidad de estas células a las
concentraciones de 1 mM y 10 mM de acido maldnico, respectivamente (figura 17b).

Figura 17. Administracion de neurotoxicos inhibidores de CIll en astrocitos aislados de
hipocampo de ratas Wistar adultas. *p<0.05 vs control (ANOVA de una sola via seguida de la
prueba de Dunnet), n=4. Hp=hipocampo, 3-NP= &cido 3-nitropropiénico, Ac. Malénico= &cido
malonico.
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Al tratar con rotenona los astrocitos de cuerpo estriado, hubo una disminucion del 26%
en la viabilidad celular a la concentracién de 10 uM (figura 18a). Los astrocitos
administrados con 6-OHDA no presentaron cambios en la viabilidad en ninguna de las
concentraciones administradas (figura 18b).

Figura 18. Administracion de neurotéxicos inhibidores de Cl en astrocitos aislados de cuerpo
estriado de ratas Wistar adultas.*p<0.05 vs control (ANOVA de una sola via seguida de la
prueba de Dunnet), n=4, St= cuerpo estriado. 6-OHDA= 6 hidroxidopamina.

Los astrocitos de estriado tratados con 3-NP disminuyeron su viabilidad un 30%
unicamente a la concentracion de 10 mM (figura 19a). Cuando se les administro acido
maldnico, las células no presentaron cambios en su viabilidad a ninguna de las
concentraciones de empleadas (figura 19b).

Figura 19. Administracion de neurotoxicos inhibidores de CIll en astrocitos aislados de
hipocampo de ratas Wistar adultas. *p<0.05 vs control (ANOVA de una sola via seguida de la
prueba de Dunnet), n=4. St= cuerpo estriado, 3-NP= &cido 3-nitropropionico, Ac. Malénico=
acido malodnico.
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ANALISIS DE RESULTADOS

Muchos de los protocolos reportados en la literatura para el aislamiento de astroglia
derivan del trabajo de Booher y Sensenbrenner (1972), o de la modificacion posterior
realizada por McCarthy y de Vellis (1980). Estos protocolos se han enfocado
principalmente al aislamiento de glia en animales neonatos'?'*. Los astrocitos en
cultivo de cerebro adulto podrian representar una herramienta importante para la
comprension de las funciones gliales; por ejemplo, muchos estudios utilizan células
aisladas de ratas neonatas como modelos de envejecimiento, a pesar de su plasticidad
y labilidad a los estimulos. Nuestro modelo de cultivo celular puede tener un perfil mas
similar al cerebro adulto, lo que seria Util para futuros estudios de envejecimiento®.

No es recomendable basarse en métodos de aislamiento de glia caracterizados en
neonatos para el disefio de un protocolo en adultos, debido a que las diferencias entre
la constitucion de ambos tejidos es notable: en el caso de animales adultos, se
presentan diferentes poblaciones celulares: células ependimales, neuronas,
fibroblastos, células endoteliales, oligodendrocitos, microglia, entre otras'®; y en el caso
de animales neonatos el tejido cerebral esta principalmente constituido por células
indiferenciadas (NG2, OPC, etc.)*"®8. Por otra parte, en el adulto, el contenido lipidico
(mielina) presente en el encéfalo es alto, debido a que los oligodendrocitos en la
mayoria de las regiones cerebrales se encuentran diferenciados y expresan una
cantidad de vainas de mielina en sus procesos para la proteccion de las neuronas®®.

Es importante destacar que los astrocitos aislados de cerebros de ratas neonatas tienen
un perfil de expresion génica que difiere significativamente de los aislados el dia
postnatal 7 6 16°° y de adultos®®; por lo que estas células en presencia de un mismo
estimulo pueden responder de manera diferente, en cuanto a expresidén de proteinas,
metabolismo o bien, ante la aplicacion de un farmaco determinado, lo cual dependeria
directamente de la edad del animal del que se realiz6 el aislamiento de estas células.
Por estas razones, en este trabajo se disefid un nuevo protocolo que permite obtener
cultivos primarios de astrocitos aislados de diferentes regiones cerebrales de ratas
Wistar adultas (90 dias de edad).

Es importante mencionar, que los protocolos reportados en la literatura para el
aislamiento de astrocitos de ratas adultas son escasos, y ademas omiten informacion
indispensable en el establecimiento de un método para el aislamiento de este tipo de
células, es por esto que se emplearon y descartaron diversos pasos en el disefio de
este método®®'2,
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Las células aisladas fueron caracterizadas como astrocitos, debido a que presentaron
una morfologia similar con la caracterizada en condiciones normales in vitro, las cuales
presentaron una morfologia poligonal o fusiforme ° y se comprobd por

inmunocitoquimica que fueron positivas a GFAP® 1361

Mediante WB, no se detectd la presencia de la subunidad MTCO1 perteneciente al CIV,
cuya funcion es catalizar la reduccion del oxigeno a agua (subunidad catalitica de
citocromo C oxidasa); tampoco se detecto la expresion de la subunidad SDHB del ClI,
la cual participa en dos vias importantes de la produccion energética: el ciclo del acido
citrico (o ciclo de Krebs) convierte el succinato a fumarato y en la fosforilacién oxidativa;
en donde funciona como un sitio de unidon para los electrones a medida que se
transfieren en la CTE®®. La expresion de NDUFBS, subunidad del Cl, se detectd solo
para los lisados de astrocitos corticales y de hipocampo, esta subunidad es un
polipéptido que contiene un atomo de Fe y estd implicada en la transferencia
electrénica en la CTE®.

Con base en lo anterior, es importante destacar que en el control positivo empleado
(neuronas aisladas de cerebelo de ratas Wistar de 7 dias de edad), se detectd la
expresion de las cinco subunidades de la cadena respiratoria, y a su vez existen
reportes en la literatura en otros tipos celulares de roedores adultos (células de musculo
esquelético o cardiaco) en donde la expresion de las cinco subunidades es
indiscutible® . Estos datos son interesantes en contraste con nuestros resultados,
dado que, bajo las condiciones en las que se mantuvieron los astrocitos aislados en
este trabajo, no se determin6é la presencia de dichas subunidades, lo cual podria
sugerir, que en los astrocitos aislados de ratas adultas existe una isoforma diferente de
estas subunidades, y la produccién energética de los astrocitos via fosforilacion
oxidativa es diferente a las células musculares o a las neuronas en las que se han
detectado; ademas, también puede proponerse que estas subunidades no estan
presentes en este tipo de células, dado que su metabolismo es principalmente
glucolitico?.

Ademas, estos resultados pueden correlacionarse con los datos obtenidos por nuestro
equipo de trabajo (datos no publicados), en donde se evalud la expresion de estas
subunidades en astrocitos aislados de ratas neonatas, y en las cuales, no se detecto la
expresion de la subunidad MTCO1, sin embargo, el resto de las subunidades si fueron
detectadas. Este resultado, sugiere que la expresion de las subunidades SDHB (no
detectada) y NDUFB8 (baja expresion) en el caso de animales adultos, podria variar en
funcion de la edad del organismo de acuerdo a lo previamente reportado, en cuanto a
diferencias en el perfil de expresion génica en astrocitos aislados de ratas de diferentes
edades®%°.
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En el caso de la subunidad MTCO1, que no fue detectada en astrocitos de neonatos ni
de adultos, podria reforzar la idea de que dicha subunidad presenta una isoforma
diferente que no esta acoplada al anticuerpo empleado, o bien, podria ser que las
condiciones in vitro que fueron empleadas en este trabajo, modificaron las
caracteristicas génicas de los astrocitos aislados®'. Por lo tanto, seria interesante
emplear técnicas de PCR y secuenciacion de estas subunidades para determinar, si
estan presentes en astrocitos adultos y determinar si el metabolismo energético via
fosforilacion oxidativa es diferente en astrocitos.

Por otra parte, en la medicién de la actividad de los complejos en condiciones normales,
se determind actividad en los complejos |, lll y IV; sin embargo, no fue posible detectar
la presencia de actividad en el CII, lo cual a su vez, puede relacionarse con la ausencia
de expresion de la subunidad SDHB, correspondiente a este complejo, la que no fue
detectada en el WB. Dada la escasez de estudios detallados relacionados con actividad
de los complejos mitocondriales de la CTE de astrocitos, no podemos relacionar estos
datos con la literatura. Sin embargo, estos resultados pueden compararse con los datos
obtenidos por nuestro laboratorio (datos no publicados), en donde en astrocitos aislados
de cerebros de ratas neonatas, no fue detectada la actividad de CIl, a pesar de haber
detectado la SDBH por WB, lo cual podria sugerir que en los astrocitos mantenidos in
vitro no existe produccion energética via Cll, y que ademas la expresion de SDBH se
pierde con la edad del organismo.

En el analisis de WB no se detectd la presencia de la subunidad MTCO1,
correspondiente al CIV; sin embargo, la actividad de este complejo si fue detectada; a
diferencia del CII, esto sugiere que este complejo funciona en condiciones distintas en
estas células en particular. Por este motivo, es necesario investigar su funcionamiento
tanto in vivo como in vitro para determinar si esta tendencia es similar y dilucidar si este
efecto es extrapolable en estos dos modelos de estudio, con lo cual se ampliaria el
campo del estudio en bioenergética de astrocitos.

El uso de neurotéxicos inhibidores de los complejos | y Il de la CTE ha sido una
herramienta empleada para producir modelos experimentales in vivo de algunas
patologias del SN. Los estudios in vitro se han utilizado para complementar estos datos,
asi como profundizar en algunos mecanismos implicados®°.

Se ha evaluado el efecto de rotenona in vitro en astrocitos aislados de fetos de
roedores, en donde se observd una disminucion consistente de la viabilidad celular (por
exclusion de azul tripano) a partir de concentraciones de 0.5 uM™: lo cual no
corresponde a los resultados obtenidos en este estudio, bajo las condiciones ya
mencionadas, nuestro resultado demostré una reduccion en la viabilidad celular solo en
una de las concentraciones empleadas, y posteriormente una recuperacion de la
viabilidad celular durante la administracion de la concentracion mas alta. Esto ademas
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de sugerir que la susceptibilidad a este neurotdxico depende de la edad®’, siendo en
fetos mas susceptible, también podria en el caso de los astrocitos de adulto demostrar
gue existen mecanismos compensatorios ante la administracion de este compuesto en
particular; que ocasiona, entre otras cosas, estrés oxidativo por la acumulacién de
radicales libres debido precisamente al bloqueo de este complejo de la cadena
respiratoria’’. Sin embargo, es necesario profundizar en el estudio de estos
mecanismos para determinar el porqué de este efecto.

En cuanto a los datos obtenidos posteriores a la administracion de 6-OHDA, en donde
en ninguna de las regiones evaluadas existe una disminucion de la viabilidad celular,
dado que es un inhibidor conocido de CI, y segun lo reportado en la literatura, en
células de astroglioma C6, hubo una disminucion de la viabilidad de estas células e
induccion de muerte mediada por disfunciéon mitocondrial®®; se esperaba una
disminucion de la viabilidad celular, sin embargo, su efecto no ha sido evaluado en
astrocitos aislados de ratas adultas, por lo que se propone que este efecto podria
deberse a la capacidad antioxidante que tienen estas células, principalmente
representado por el sistema glutation’. Debido a que en la literatura no existen reportes
acerca del efecto de estos inhibidores en cultivos primarios de astrocitos, es necesario
el estudio intensivo del efecto de estos compuestos no solo a nivel de viabilidad celular,
sino también enfocado a los mecanismos compensatorios que estas células pueden
estar ejecutando, lo cual ademas de generar avances en la comprension de estos
mecanismos, podria proporcionar datos clave en la relacion de estos mecanismos vy el
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas asociadas a la disfuncion de CI.

Por otra parte, en cuanto a la administracion de inhibidores de CII, se observd un
descenso en la viabilidad celular con ambos neurotdxicos en los astrocitos corticales y
de hipocampo, lo cual sugiere que ante la administracion de estas toxinas los astrocitos
de adulto de estas dos regiones no son capaces de llevar a cabo algun mecanismo
compensatorio que permita mantener su viabilidad estable. Sin embargo, resulta muy
interesante determinar por qué al administrar neurotéxicos inhibidores de CII, siendo
que en éste no fue detectada la expresion de la proteina ni de su actividad, las células
tratadas con este presentan una disminucion en su viabilidad en todas las
concentraciones empleadas en células corticales (ambos neurotéxicos), en hipocampo
a las concentraciones de 1y 10 mM, y para cuerpo estriado Unicamente a la dosis de
10mM. Ademas, estos neurotdéxicos han destacado por su efecto negativo en células
estriatales (principalmente en neuronas), y bajo nuestras condiciones no fue posible
determinar este dafio a esta poblacion celular en particular. Por lo que se propone, el
estudio de estas condiciones no solo in vitro, sino también in vivo, para determinar su
efecto en presencia de las otras células constituyentes del tejido, en donde su
interaccion puede tener un papel importante en la sobrevivencia de estas células en el
tejido adulto.
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CONCLUSIONES

Se logré disefiar un método para aislar astrocitos del cerebro de ratas adultas con
rendimiento suficiente para realizar estudios de viabilidad celular y western blot. Contar
con este método puede contribuir al estudio de las funciones fisioldégicas y patologicas
de los astrocitos.

La identidad de las células aisladas (astrocitos) se confirmé mediante la identificacion
de su morfologia y el marcaje de la proteina GFAP.

Ni la expresion de proteina ni la actividad de complejo Il se lograron detectar en
astrocitos de ratas adultas en ninguna de las regiones cerebrales estudiadas, lo que
hace necesario evaluar la presencia y funcion de este complejo en un modelo in vivo.
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Anexo |
Reactivos y equipo

La Poli-D-Lisina, la tripsina, la papaina, la DNasa, la rotenona, la 6 hidroxidopamina, el
3-NP y el malonato fueron adquiridos de Sigma Aldrich C. (St Louis, MO, EEUU). ElI
medio de cultivo DMEM, el suero fetal bovino (SFB) y la calceina AM se adquirieron de
Life Technologies (Waltham, MA USA). La ASB, el HEPES y la D-glucosa fueron
adquiridos de AMRESCO (Cochran, Ohio, EEUU). EIl rojo de fenol, el kit para
inmunocitoquimica ABC STAINING SYSTEM vy el anticuerpo secundario para WB (anti-
raton) acoplado a peroxidasa de rabano fueron adquiridos de Santa Cruz Biotechnology
(Dallas, Texas, EEUU). El coctel de anticuerpos Total OXPHOS Rodent WB antibody
Cocktail, fue adquirido de ABCAM (Cambridge, UK). El quimioluminiscente acoplado a
peroxidasa de rabano NOVEX ECL, fue adquirido de Invitrogen (Waltham, MA, USA). El
medio de montaje para las preparaciones celulares fue adquirido de BIOCARE
MEDICAL (Concord, CA, EEUU). El resto de los reactivos es grado analitico y estan
disponibles comercialmente.

La deteccion de fluorescencia para el método de viabilidad celular y la actividad
enzimatica de los complejos mitocondriales re realizd haciendo uso de un lector de
placas multimodal Synergy HT obtenido de BioTek (Winooski, VT, EEUU).
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