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ABSTRACT

Astrocytes are cells of the central nervous system that preserve the homeostasis of
the brain maintaining synaptic integrity, providing both neuronal protection and
metabolic support, eliminating waste products that can be cytotoxic, regulating
inflammatory responses and promoting cell survival under oxidantive conditions by
increasing the transcriptional response that leads to the synthesis of protective
factors. Several conditions such as stress, injuries and brain diseases induce
mitochondrial dysfunction resulting in an increased oxidative stress that leads to
astrocytic cell death. Prolactin (PRL) is a hormone related to stress responses that
limits gliosis and degeneration of the neural retina. In this work, we investigated
whether PRL has a protective effect in cortical astrocytes against oxidative stress
and cell death. Primary cultures of cortical astrocytes were isolated from the brain of
neonatal rats, and characterized by an immunocytochemistry for GFAP, a marker
for astrocytes. The long isoform of the PRL receptor was detected in cortical
astrocytes by QqRT-PCR. The astrocytes were incubated with increasing
concentrations of PRL during 24 h, and exposed to oxidative stress induced by
hydrogen peroxide (H202) for 3 h. PRL inhibited the H202-induced cytotoxicity in
cortical astrocytes in a dose-dependent manner, as evaluated by the MTT assay. In
addition, PRL induced an increase in the expression of its receptor and of GFAP
under oxidantive conditions, as well as an increase in the expression of antioxidant
enzymes such as: Mn and Cu/Zn superoxide dismutases, peroxirredoxins 1 and 6,
glutathione peroxidase 1 and glutathione S-transferases pl under basal conditions
in astrocytes, and these changes were exacerbated after H202-induced oxidative
stress. Catalase, glutathione S-transferases p3 and hemoxygenase 1 expresion
increased only by effect of H202. These changes were evaluated by qRT-PCR.
Moreover, PRL increased the total antioxidant capacity of the cultures in basal and
oxidative conditions. Finally, PRL receptor activation was determine through the
evaluation of phosphorylated forms of STAT5 and STAT3, by Western blot. These
results indicate that PRL can act through its receptor, directly on astrocytes to protect

them against injuries due to oxidative stress.



RESUMEN

Los astrocitos son células del sistema nervioso central que se encargan de
conservar la homeostasis del cerebro manteniendo la integridad sinaptica,
proporcionando proteccion y apoyo metabdlico a las neuronas por medio de la
eliminacion de sustancias de desecho que pueden ser citotdxicas; regulan las
respuestas inflamatorias y promueven la supervivencia celular en condiciones
oxidantes aumentando la respuesta transcripcional que lleva a la sintesis de
factores protectores. Varios tipos de estrés, lesiones y enfermedades cerebrales
inducen la disfuncién mitocondrial aumentando el estrés oxidativo que conduce a la
muerte de los astrocitos. La prolactina (PRL) es una hormona relacionada con el
estrés que limita la gliosis y la degeneracidon de la retina neural. En este trabajo
nosotros investigamos si la PRL posee un efecto protector en los astrocitos
corticales contra el estrés oxidativo y la muerte celular. Se aislaron cultivos primarios
de astrocitos corticales del cerebro de ratas Wistar neonatas, los cuales fueron
caracterizados mediante una inmunocitoquimica para GFAP como marcador de
astrocitos. En astrocitos corticales se detect6 la isoforma larga del receptor de la
PRL por gRT-PCR. Los astrocitos se trataron con concentraciones crecientes de
PRL y 24 h después fueron expuestos al estrés oxidativo inducido con perdxido de
hidrégeno (H202) durante 3 h. La incubacion de astrocitos corticales con PRL inhibid
la citotoxicidad inducida por H202, evaluada por el ensayo de MTT, de manera dosis-
dependiente. Ademas, el tratamiento con PRL indujo un aumento en la expresién
de su receptor, de la GFAP, asi como un aumento en la expresion de enzimas
antioxidantes Mn y Cu/Zn superdxido dismutasas, la peroxirredoxina 1 y 6, la
glutation peroxidasa 1 y la glutation S-transferasas pul en condiciones basales en
astrocitos y este cambio se exacerbo después del dafio oxidativo con H202; mientras
que la catalasa, la glutation S-transferasas p3 y la hemoxigenasa 1 aumentaron
Gnicamente por efecto del H202, evaluado por gRT-PCR. Ademas se observo un
aumento en la capacidad antioxidante de los cultivos tratados con PRL y con H202.
Por ultimo, se detectod la activacion del receptor a traves de las formas fosforiladas
de STAT5 y STATS3, por Western blot. Estos resultados indican que la PRL puede



actuar a traves de su receptor, directamente sobre astrocitos para protegerlos contra

lesiones por estrés oxidativo.



l.- INTRODUCCION

El cerebro consume alrededor del 20% del oxigeno (O2), teniendo una tasa
metabdlica cerebral de oxigeno (CMROZ2: Cerebral Metabolic Rate of Oxygen) de
entre 1.3y 1.8 umol/g, lo que hace a las neuronas mas vulnerables a la hipoxia, por
su dependencia del metabolismo oxidativo de la glucosa para obtener energia (Gil,
N., Gomez, J., Gomez, 2008). Ademas, las células utilizan el Oz y generan como
productos secundarios especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés)
y radicales libres (RL) cuya reactividad y potencial citotéxico deben ser controlados.
Para contrarrestar los efectos de las ROS y los RL, a lo largo de la evolucion han
surgido mecanismos moleculares muy efectivos como las enzimas antioxidantes,
que eliminan a las ROS para mantener el equilibrio de oOxido-reduccion en el
organismo (Angoa Pérez M, 2007; Concha et al., 2010). Sin embargo, este proceso
normal puede verse alterado por lesiones en el sistema nervioso causadas por un
trauma, un dafio axonal difuso o por la isquemia seguida de una reperfusion.
Ademas existen otros factores que aumentan la formacion de ROS, como son las
alteraciones nutricionales y metabdlicas, la exposicion a contaminantes en el medio,
procesos de sobrecarga fisica y el envejecimiento, asi como diversas patologias

como el cancer (Angoa-Pérez & Selva-Rivas, 2007; Cerda Micé et al., 2010).

El exceso de pro-oxidantes, y principalmente de ROS y RNS (especies reactivas de
nitrdgeno) que no pueden ser contrarrestadas por los sistemas antioxidantes
generan un estado de estrés oxidativo (Angoa-Pérez & Selva-Rivas, 2007;
Butterfield, 2011). Bajo condiciones patoldgicas, se presenta un estado de estrés
oxidativo, donde el metabolismo celular aumenta la produccion de ROS y RL. La
generacion de especies reactivas conlleva ademas a lesiones secundarias, tales
como la peroxidacion lipidica, la desnaturalizacion de proteinas, carbohidratos y
acidos nucleicos, modificando asi su estructura y su funcion, lo que promueve la
muerte celular por necrosis 0 apoptosis (Angoa-Pérez & Selva-Rivas, 2007; Cerda
Micé et al., 2010).La evidencia indica que el estrés oxidativo amplifica y propaga el
dafio celular, promoviendo la progresion de enfermedades neurodegenerativas,
como el Alzheimer, el Parkinson, la esclerosis lateral amiotrofica y el Huntington
(Angoa-Pérez & Selva-Rivas, 2007; Cerda Micé et al., 2010).



En el cerebro las neuronas son mantenidas y protegidas por los astrocitos, los
cuales son las células gliales mas abundantes, hasta nueve veces mas que las
neuronas (Kimelberg & Nedergaard, 2010; Molofsky A. V. et al., 2012). Dentro de
sus funciones, proveen soporte estructural, tréfico y metabdlico a las neuronas,
participan en el control de la migracion axonal, modulan la actividad sinaptica y la
homeostasis del tejido neural mediante la eliminacion de RL, el transporte de agua,
la produccion de citosinas y 6xido nitrico, regulan el pH e intervienen en la formacién
y mantenimiento de la barrera hematoencefalica (BHE) (Chen & Swanson, 2003;
Verkhratsky & Parpura, 2016).

También, cumplen con distintas funciones que promueven la supervivencia
neuronal, responden ante un dafio tisular, infeccion o trauma, a través de promover
una respuesta neuroinflamatoria. Al ser activados se propicia su proliferacion,
cambios morfolégicos y un aumento de la expresion de la proteina gliofibrilar &cida
(GFAP por sus siglas en inglés) mediante el proceso denominado astrogliosis. Este
proceso es distintivo en las enfermedades neurodegenerativas, pudiendo ser
benéfico en cuanto a la produccion de factores de crecimiento y neurotrofinas que
aumentan el soporte neuronal o perjudicial provocando una hipertrofia y la formacién

de cicatrices gliales (Robel, Berninger, & Go6tz, 2011; Saijo et al., 2009).

Se ha propuesto utilizar a los astrocitos como un blanco terapéutico debido a la
proteccién que brindan a las neuronas ante algiin dafio como la exposicién al estrés
oxidativo. La utilizacion de distintos antioxidantes ha dado buenos resultados en
modelos animales experimentales, pero no asi en humanos (Gil N. et al., 2008). En
la busqueda de posibles alternativas se ha observado que los astrocitos aumentan
su actividad transcripcional que da lugar a la sintesis de elementos de supervivencia
y en respuesta a la accién de diversos factores de crecimiento y neurotréficos como
es el caso de la PRL (Blackburn, Sargsyan, Monk, & Shaw, 2009; DeVito, Stone, &
Shamgochian, 1995; DeVito, Avakian, Stone, & Okulicz, 1993; DeVito & Stone,
1999; Mangoura, Pelletiere, Leung, Sakellaridis, & Wang, 2000) .

A continuacion, se describen antecedentes generales sobre las ROS y RL, su

generacion y su regulacion, asi como el desequilibrio en el estado 6xido-reduccion



y su relacidon con la neurodegeneracion, los astrocitos y su relacion con el estrés

oxidativo, la estructura y funcion de la PRL y su receptor.

1.- ROS y RL de interés biolégico.

Para entender mejor los fendmenos fisiologicos y patolégicos que se encuentran
implicados en el desarrollo y la progresion de algunas enfermedades
neurodegenerativas se deben tener claros algunos conceptos que estan

fuertemente relacionados a dichas patologias, como lo son los RL y las ROS.

Los radicales libres: Se definen como cualquier molécula o atomo que
contiene al menos un electron desapareado. En general son muy reactivos hacia
otras moléculas, lo que les confiere inestabilidad y vida media muy corta (Cabiscol,
2014). En los seres vivos podemos encontrar radicales libres como: el radical
hidroxilo (HO¢), el radical metilo (CHse), el anion superdxido (O2¢), el 6xido nitrico
(NO-) y el radical alcoxilo (RO¢).

Las especies reactivas de oxigeno: Son especies quimicas de vida media
corta altamente oxidantes ya que tienden a captar electrones de otras moléculas
(D’Autréaux & Toledano, 2007; Dorado-Martinez, Rugerio-Vargas, & Rivas-
Arancibia, 2003; Leza, 2005). En sistemas vivos podemos encontrar el anion
superoxido (O2¢), el perdxido de hidrégeno (H202), el radical hidroxilo (HO«), 6xido
nitrico (NOe), &cido peroxinitroso (ONOOH), peroxilo (ROO:z¢), hidroperdxido
ROOH?-, oxigeno singulete (*0O2) y acido hipocloroso (HOCI).

1.1 Generacion de ROS y RL de oxigeno.

La mitocondria es el principal productor de ROS durante los procesos oxidativos
normales del metabolismo a través de las reacciones de o6xido-reduccién que
ocurren en los complejos de transferencia de electrones y que tienen al oxigeno
como el ultimo aceptor de electrones (D’Autréaux & Toledano, 2007; Macedo-
Marquez, 2012). Otros organelos donde se pueden producir ROS son los
peroxisomas, en las cadenas de transporte de electrones en el reticulo
endoplasmatico, en la membrana plasmatica y en el empaquetamiento dentro de

las cisternas del aparato de Golgi. (Boveris, Oshino, & Chance, 1972).
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Figura 1. Reacciones de Fenton y Haber-Weiss,
en las cuales se produce el radical hidroxilo

(Macedo-Marquez, 2012). hidroxilo (HO¢), uno de los oxidantes

reducidos generando el radical

mas potentes de la naturaleza (Macedo-Marquez, 2012).

1.2 Papel fisiolégico de las ROS.

Las ROS y los RL en las células no son Unicamente productos secundarios del
metabolismo celular, sino que también desempefian un papel importante en la
fisiologia de la célula. Muchos de estos, como el mismo H202, participan en la
renovacion de las membranas, fendmenos plasticos celulares, sobrevivencia de
células en sistema nervioso durante etapas embrionarias, mitosis, migracién celular,
sintesis y liberacion de hormonas, aumento en la transcripcion de citosinas durante
procesos inflamatorios, participacion en sefalizacion celular, transduccion de
sefiales y mecanismos de segundos mensajeros, asi como en la regulacion y
activacion de células inmunes y la remodelacion vascular (Angelova & Abramov,
2018; Angoa-Pérez & Selva-Rivas, 2007; Dorado-Martinez et al., 2003; Rani,
Mishra, Yadav, Yadav, & Kohli, 2015).

2.- Estrés oxidativo y neurodegeneracion.
2.1 Mecanismos de regulacion para el estado de 6xido-reduccion.

Como ya se menciond, las reacciones bioquimicas del metabolismo celular bajo
condiciones fisiolégicas generan ROS, cuya reactividad y potencial citotoxico deben
ser controlados. Para contrarrestar los efectos de las ROS y los RL, a lo largo de la
evolucion han surgido mecanismos moleculares muy efectivos conocidos como
antioxidantes de los cuales existe una gran variedad que proporciona una proteccion
eficaz al organismo (Cerdad Mico et al., 2010). Los antioxidantes son aquellas
moléculas capaces de prevenir y evitar la oxidacion de otra molécula, ya sea por la

interaccién y estabilizaciéon de las ROS o bien por la transformacion de estas en



configuraciones mas estables o de baja reactividad. En términos generales, los
antioxidantes pueden clasificarse en dos grupos de moléculas: 1) Enzimas de
estructura compleja y elevado peso molecular como la superéxido dismutasa (SOD),
la catalasa (CAT), la glutation peroxidasa (GPX), etc. 2) Antioxidantes de menor
tamafo y bajo peso molecular, dentro de los cuales se encuentran los de accion
directa que permiten la estabilizacion a través de que el radical libre ceda su electron
desapareado, como lo son: las vitaminas E y C, el glutation reducido (GSH), el &cido
arico y los carotenos, o los antioxidantes de accion indirecta, los cuales aumentan
la cantidad de GSH, como es el caso de la acetilcisteina (Cerda Mico et al., 2010;
Gil, N. et al., 2008; Leza, 2005). Su funcién homeostatica consiste en controlar a las
ROS para mantener el equilibrio de éxido-reduccion en el organismo y mantenerlas

por debajo de sus umbrales citotoxicos (Macedo-Marquez, 2012; Rani et al., 2015).
2.1.1 Estrés oxidativo.

Un aumento exacerbado en la generacién y acumulacion de ROS, ya sea por un
exceso en la produccion de éstas o por una anomalia en los mecanismos
encargados de su eliminacion, genera un desequilibrio en el estado de Oxido-
reduccion conocido como estrés oxidativo. Durante el estrés oxidativo, la tasa de
produccion de ROS es mayor a la de su eliminacion, por lo cual el grado de estrés
gue puede tener una célula es directamente proporcional a la tasa a la cual se
produce principalmente el Oz+"y el H202 (Dorado-Martinez et al., 2003; Ferrer Viant,
Fonseca & Clavel, 2013; Gil, N. et al., 2008; Leza, 2005; Panieri & Santoro, 2016).

Este aumento exacerbado de ROS, puede deberse a una gran variedad de factores
entre los cuales podemos encontrar tanto fisiol6gicos como patoldgicos (Dorado-
Martinez et al., 2003). Dentro de los fisiolégicos, se encuentran la edad del
organismo, ya que el envejecimiento se caracteriza por la acumulacion de
macromoléculas dafiadas, debido a un desgaste progresivo de los mecanismos de
reparacion del DNA, la protedlisis y la degradacion de estas moléculas, ademas de
la pérdida de la regulacion del sistema inmune y la disminucion en la eficiencia de
los mecanismos antioxidantes (Angoa-Pérez & Selva-Rivas, 2007; Dorado-Martinez
et al., 2003).



Por otro lado, bajo condiciones patologicas, puede presentarse un estado de estrés
oxidativo agudo o cronico. Las causas de un estrés agudo pueden ser desde una
lesion en el sistema nervioso causada por un evento traumatico en si, el dafio axonal
difuso, la toxicidad del exceso de aminoacidos excitatorios y por la isquemia seguida
por la reperfusion (Gil, N. et al., 2008). En el estado de estrés oxidativo cronico,
donde el metabolismo celular aumenta la produccion de RL y ROS, algunas de las
principales causas son el estado nutricional del organismo, procesos inflamatorios
prolongados, factores genéticos que codifican sistemas antioxidantes, fallas en los
sensores ROS que miden la concentracion intracelular de ROS regulando asi la
activacion y expresion de los mecanismos antioxidantes, ademéas de patologias
degenerativas de tipo infeccioso e inmune, asi como los distintos tipos de cancer y
las enfermedades neurodegenerativas, como la corea de Huntington, la enfermedad
de Alzheimer, el mal de Parkinson y esclerosis lateral amiotréfica (Angelova &
Abramov, 2018; Angoa-Pérez & Selva-Rivas, 2007; Cabiscol, 2014; D’Autréaux &
Toledano, 2007; Dorado-Martinez et al., 2003; Panieri & Santoro, 2016). También
se sabe qué factores como la radiacién ionizante, los rayos ultravioletas, el tabaco,
el exceso de ejercicio, agentes toxicos como drogas anticancerigenas, algunos
anestésicos y analgésicos, las condiciones ambientales como la contaminacién
atmosférica y someterse a ambientes con hiperoxia, influyen de manera directa en
el aumento exacerbado en la generacion de ROS, superando faciimente la
capacidad antioxidante celular (Cabiscol, 2014; Dorado-Martinez et al., 2003; Ferrer
Viant et al., 2013).

2.1.2 Desequilibrio del estado 6xido-reduccién y neurodegeneracion.

El aumento en la produccién de ROS genera un estado de estrés oxidativo que
conlleva a lesiones secundarias dentro de las células. Como la peroxidacion lipidica
gue provoca la alteracion de la permeabilidad de las membranas celulares externas
e internas, la oxidacién de proteinas que provoca alteraciones en su plegamiento y
dafiando componentes del citoesqueleto. Ademéas de la desnaturalizaciéon de
carbohidratos y acidos nucleicos, modificando su estructura y su funcién, por otro

lado la generacion incrementada de ROS promueve la muerte celular por necrosis



0 apoptosis (Angoa-Pérez & Selva-Rivas, 2007; Cerda Mico et al., 2010; Leza,
2005). Particularmente en las células cerebrales los estimulos estresores provocan
la liberacion de aminoacidos excitadores como el aspartato y el glutamato; que
activan receptores que aumentan la entrada de Ca?* al citoplasma, contribuyendo a
la activacién de enzimas dependientes de Ca?* que incrementan la generacion de
ROS; las cuales participan en el mecanismo que altera la excitabilidad neuronal
provocando excitotoxicidad y atrofia neuronal (Leza, 2005).

Las evidencias indican que el estrés oxidativo amplifica y propaga el dafio celular,
promoviendo la progresion de enfermedades neurodegenerativas, como el
Alzheimer, el Parkinson, la esclerosis lateral amiotréfica y el Huntington; también
aumenta la vulnerabilidad a infecciones, enfermedades autoinmunes vy
gastrointestinales, asi como enfermedades crénicas como la diabetes (Angoa-Pérez
& Selva-Rivas, 2007; Cerda Mico et al., 2010).

2.2 Astrocitos.

Ademas de las neuronas, las células gliales principalmente los astrocitos son

responsivos a los estimulos por estrés oxidativo (Gil, N. et al, 2008).

Investigar el efecto del estrés oxidativo en los astrocitos es de gran relevancia, ya
que éstos son los que modulan la homeostasis del tejido neural mediante la
eliminacion de RL y la recaptura de neurotransmisores previniendo la

excitotoxicidad de las neuronas (Pfrieger, 2010).
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Los astrocitos se dividen principalmente en tres tipos de acuerdo con su morfologia
y organizacioén espacial: A) Astrocitos protoplasmaticos en la sustancia gris cuya
morfologia es densa con humerosos procesos cortos y altamente ramificados y B)
Astrocitos fibrosos en la sustancia blanca, los cuales muestran formas mas
estrelladas, con procesos lisos y largos que son menos ramificados C) Astrocitos
radiales que rodean a los ventriculos y tienen procesos largos no ramificados. (Chen
& Swanson, 2003; Sofroniew & Vinters, 2010).

A

&
4
7
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Figura 2. Clasificacion de astrocitos por morfologia. A) Astrocito protoplasmético y B) Astrocito
fibroso anclados a un vaso sanguineo C) Astrocito radial (modificada de Sofroniew y Vinters,
2009).

Dentro de sus funciones, los astrocitos proveen soporte estructural, tréfico y
metabdlico a las neuronas, participando en el control de la migracién axonal,
modulando la actividad sinaptica y la homeostasis del tejido neural mediante la
eliminaciéon de RL, el transporte de agua, la produccién de citocinas y 6xido nitrico,
regulando el pH e interviniendo en la formacion y mantenimiento de la BHE (Chen
& Swanson, 2003; Verkhratsky & Parpura, 2016).

Los astrocitos cumplen con distintas funciones de acuerdo a la etapa de desarrollo
en la que se encuentren. En etapas embrionales funcionan como progenitores
neuronales y de soporte para la migracion, y secretan moléculas de sefalizacion
para la regulacion del crecimiento dendritico y axonal (Molofsky & Deneen, 2015).
En la etapa neonatal, los astrocitos participan de forma activa en la formacion de
sinapsis, conexiones vasculares y su estabilizacion (Pfrieger, 2010). En cuanto a la

etapa adulta llevan a cabo funciones que promueven la supervivencia neuronal,
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responden ante un dafio tisular, infeccibn o trauma, a través de promover una

respuesta neuroinflamatoria (Robel et al., 2011).

2.1 Astrocitos y estrés oxidativo.

Tras un dafio en el tejido que prive el paso de O2y glucosa al cerebro se generan
ROS que causan la despolarizacion de la membrana mitocondrial de los astrocitos
y cambios en la permeabilidad de la membrana mitocondrial. Ademas, se ha
demostrado que las ROS inducen la muerte de los astrocitos activando la via celular
de la poli(ADPribosa) polimerasa-1. Sin embargo, pueden ser rescatados por la
inactivacion de esta via a través de la suplementaciéon del medio con sustratos
metabolicos que no requieren metabolismo por glucoélisis como el piruvato y la
glutamina. Dependiendo del nivel de dafo al que sean sometidos los astrocitos se
pueden activar tanto la muerte celular por apoptosis o por necrosis (Ying, Chen,
Alano, & Swanson, 2002).

Se ha reportado que insultos oxidativos subtdéxicos como el H202, activan
fuertemente la expresion génica dependiente de Nrf2/ elemento de respuesta
antioxidante (ARE) en los astrocitos, y ésto contribuye a un pre-acondicionamiento
neuroprotector, donde los astrocitos son capaces de proteger con mayor efectividad
a las neuronas (Dowell & Johnson, 2013). Se conocen principalmente cuatro
enzimas: catalasa, prostaglandina reductasa-1, peroxiredoxina-6 y hemoxigenasa-
1, que son fundamentales para la proteccion mediada por Nrf2 en los astrocitos.
Aunque no se descartan otras enzimas que han sido reportadas con relacion a la
activacion de Nrf2 como la sulfirredoxina-1, la deshidrogenasa (quinona)-1 y la
glutation S-transferasa A4 (GSTA4) (Bell et al., 2011; Dowell & Johnson, 2013;
Haskew-Layton, et al., 2010).

La participacién de los astrocitos en las enfermedades neurodegenerativas es
bastante evidente. Por ejemplo, se ha observado que astrocitos que presentan una
mutacion en el gen superoxido dismutasa 1 (SOD1) exhiben una disfuncion del
transportador de glutamato. Esta disfuncion del transportador promueve una
acumulacion excesiva de glutamato extracelular que propicia la muerte de las

neuronas motoras por mecanismos que permiten la entrada excesiva de Ca* y que
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provoca a su vez una disfuncién metabdlica mitocondrial, acelerando el desarrollo

de la enfermedad de Huntington (Cerda Micé et al., 2010).

Las neuronas son mas susceptibles que los astrocitos al dafio que genera el estado
de estrés oxidativo. Sin embargo, estos ultimos no estan exentos de los efectos de
oxidacion causados por el estrés, ya que también pueden verse alterados en sus
funciones, generando su muerte mediante la activacion de vias de sefializacion
apoptoticas. Ademas, se aumenta la peroxidacion lipidica, que se encuentra
asociada con modificaciones en proteinas de membrana, conduciendo a una
homeostasias alterada de los niveles intracelulares de Ca?' y de las cinasas
dependientes de Ca?*, lo que lleva a una disfuncién mitocondrial, que a su vez

también activa vias de sefalizacion apoptoticas (Zhu, 2005).

Debido a la proteccidén que brindan los astrocitos a las neuronas ante algun dafio
como lo es la exposicion al estrés oxidativo, se han buscado alternativas
terapéuticas que pudiesen contrarrestar este dafio (Cerda Mico et al., 2010). Ante
el estrés oxidativo los astrocitos aumentan su actividad transcripcional que da lugar
a la sintesis de enzimas antioxidantes, las cuales poseen efectos neuroprotectores
en modelos experimentales. Esta respuesta transcripcional de los astrocitos puede

estar mediada por la accion de diversos factores de crecimiento y neurotréficos.

La accidn de las hormonas contribuye y es esencial en la modulacién de los efectos
citotoxicos inducidos por el estrés oxidativo. Se ha descrito que algunas pueden
desencadenar mecanismos de supervivencia celular o actuar como antioxidantes.
Por ejemplo, la hormona del crecimiento y los estrégenos que tienen efectos
directos en la proteccion celular y por lo que en la busqueda de posibles alternativas
surgieron casos como el uso de la prolactina (PRL) (Cerda Mico et al., 2010; Gil, N.
et al., 2008).
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3.- La hormona prolactina.

La PRL es una hormona de caracter proteico de 23 kDa,
formada por una sola cadena de 199 aminoacidos con 3
puentes disulfuro intramoleculares (Ignacak et al., 2012). La
cual es sintetizada y secretada principalmente por las
células lactrotropas de la adenohipofisis, pero también

puede producirse localmente en el hipotalamo, en la

placenta y en el Utero, asi como en células epiteliales de la

Figura 3. Estructura

terciaria de la PRL  glandula mamaria y en los linfocitos (Eric Kandel, James
(AMYPdb).

Schwartz, 2014; Freeman, Kanyicska, Lerant, & Marc,
2000). Fue identificada y caracterizada originalmente por sus acciones en la
lactancia y la reproduccion pero ahora se sabe posee diversas funciones (Ignacak
et al., 2012; Marano & Nira, 2014).

Ademas de promover la produccion de leche en los mamiferos, la PRL presenta

diversas funciones como en:

a) La reproduccion, donde dependiendo de la especie y la etapa del ciclo
reproductivo, la PRL ejerce efectos sobre la produccién y funcion de hormonas
como la progesterona, la hormona luteinizante (LH) y la hormona estimulante de los
foliculos (FSH) (Ignacak et al., 2012). En los machos, la PRL estimula la funcion
testicular aumentando la expresion de receptores de LH y FSH, incrementa la
produccion de esteroides y androgenos, ademas de jugar un papel importante en la
maduracion de espermatocitos y en el aumento del metabolismo y motilidad de los
espermatozoides (Bole-Feysot, Goffin, Edery, Binart, & Kelly, 1998). Por otro lado,
también regula la conducta materna, asi como en la supresion del eje Hipotalamo-
Hipofisis-Adrenal (HPA), reduciendo el estrés, la ansiedad, asi como, la depresion
y mostrando conductas positivas en cuanto el cuidado de las crias y la socializacion
(Bridges, Scanlan, Lee, & Byrnes, 2011; Torner, 2016).

b) La osmorregulacion, también ha sido descrita como una de las acciones de la
PRL, regulando el transporte de solutos y agua a través de la membrana celular. En
peces y anfibios, la PRL controla la entrada o perdida de Na* y la permeabilidad en
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la entrada de agua, manteniendo el balance electrolitico, (Sakamoto & McCormick,
2006). En mamiferos la PRL tiene un efecto inhibitorio en la bomba de Na*-K*,
ademas incrementa la excrecion de iones de Na* y CI en el sudor e incrementa la

absorcion de agua y sales en el intestino (Freeman et al., 2000).

c) La regulacion del metabolismo también es parte de las funciones de la PRL, ya
gue es esencial para la adipogénesis y la diferenciacion de adipocitos, ademas de
ser capaz de modular el metabolismo de los lipidos en el tejido adiposo (Bole-Feysot
et al., 1998). En pancreas estimula la produccion de insulina, del transportador de
glucosa 2 y promueve la entrada de la glucosa a las células 3 (Ignacak et al., 2012).
Mientras que en el higado estimula la actividad de lipasas en los hepatocitos e

incrementa la secrecion de bilis (Bole-Feysot et al., 1998).

d) La respuesta inmune, donde la PRL es capaz de estimular la mitogénesis de
linfocitos T, linfocitos B, células NK, neutrofilos y células dendriticas a través de la
activacion de Jak/STAT (Bole-Feysot et al., 1998). Participa en la regulacion de las
respuestas inmunes humoral y celular en estadios tanto fisiolégicos como
patolégicos, regulando la expresion de citocinas inflamatorias como las
interleucinas-1, -2y -4, CD69,CD25 y CD54, aumenta la expresion de la 6xido nitrico
sintasa (iNOS) y del factor de necrosis tumoral a (TNFa) (Freeman et al., 2000).

Por otra parte, la PRL también participa en el crecimiento y desarrollo de células y
tejidos, asi como en la regulacién del sistema nervioso y en el mantenimiento de la

homeostasis del organismo (Bole-Feysot et al., 1998; Freeman et al., 2000).

3.1 Receptor de PRL (R-PRL).

Todas las acciones que ejerce la PRL son mediadas a través de la activaciéon de su
receptor, el cual es una proteina transmembranal monocatenaria que posee
homologias estructurales a la familia de receptores de citosinas tipo I. El gen que
codifica al R-PRL humana se localiza en el cromosoma 5 y posee 10 exones, con
una longitud aproximada de 100 kb. La regulacion transcripcional del gen R-PRL se
lleva a cabo por tres distintas regiones promotoras especificas para diferentes

tejidos. El promotor I, es especifico para las gonadas, el promotor Il lo es para el
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higado y el promotor Il es genérico, es decir, que esta presente en diversos tejidos

incluyendo en gdnadas e higado (Freeman et al., 2000; Pérez, 2010).

Como resultado de la transcripcibn que comienza en los sitios de iniciacion
alternativos del gen del R-PRL para diferentes promotores y de algunas
modificaciones post-traduccionales, se han identificado tres isoformas del R-PRL,
las cuales difieren en la longitud y composicién de su dominio citoplasmatico, sin
embargo su dominio extracelular es idéntico; fueron nombradas como la isoforma
larga de 591 aminoéacidos (aa), intermedia de 393 aa y corta de 291 aa (Bole-Feysot
(a)lsoformalarga  (b) Isoformamediana  (c)Isoformacorta €1 al., 1998; Freeman et al,,
= 2000). La isoforma larga es

P
({RL (‘:RL considerada la  principal
isoforma a través de la cual la

\ ) \ PRL activa las vias de

sefializaciobn y cuya masa
Figura 4. Isoformas del receptor de PRL. a) Isofroma larga
de 591 aa. b) Isoforma intermedia de 393 aa. c) Isoforma molecular es de 90 kbDa

corta 291 aa. (modificada de N. Binart 2010). (Marano & Nira, 2014). El R-

PRL posee tres dominios: el extracelular, compuesto por 210 aa siendo este dominio
necesario para la interacciéon con la PRL. El dominio transmembranal, el cual
contiene 24 aa que como en todos los receptores de citosinas traspasa la membrana
celular. Y el dominio intracelular el cual contiene varios residuos de tirosina
susceptibles a ser fosforilados, jugando un papel crucial en la sefalizacion

intracelular (Pérez, 2010).

En mamiferos, el R-PRL se encuentra no solo en la glandula mamaria y ovario,
también se distribuye en otros muchos 6rganos como: hipdfisis, corazén, pulmon,
timo, bazo, higado, pancreas, rifidén, glandula adrenal, Utero, muasculo esquelético,
piel y recientemente se descubrié en el cerebro, siendo el higado el érgano donde
mas se expresa (Pérez, 2010; Smith, 2004).
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La interaccion de la PRL con su receptor conlleva a la dimerizacion del mismo.
Como primer paso, la PRL se une a una molécula de receptor por el primer dominio
de unién, cuyo complejo formado aun no es biolégicamente activo, sino hasta que
la PRL se une por su segundo dominio de interaccion a otra molécula de receptor,
formando el complejo hormona-receptor activo (Bole-Feysot et al., 1998; Pérez,

2010).
PRL

2

PRL
Receptor
Figura 5. Activacién del receptor de PRL. El sitio de unién 1 de la PRL se une a una unidad
del receptor permitiendo la unién del sitio 2 a una segunda unidad del receptor, formando la

dimerizacion del receptor. Tal unién provoca un cambio conformacional, activando al receptor
gue induce la fosforilacion de la tirosina cinasa Janus 2 (Jak2) (Freeman et al., 2000).
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3.2 Vias de sefalizacion canoénicas del R-PRL.

Una vez activado el R-PRL se induce la fosforilacibn de numerosas proteinas
intracelulares, incluyendo al mismo receptor (Freeman et al.,, 2000). La via de
sefalizacion candnica y mayormente caracterizada del R-PRL estd dada por la
region membrana-proximal del dominio intracelular que est4 constantemente
asociada con la tirosina cinasa Janus 2 (Jak2). Esta enzima se encuentra
involucrada en la fosforilacion de residuos de tirosina del mismo R-PRL y también
se fosforila después de la union de la PRL a su receptor (Freeman et al., 2000;
Marano & Nira, 2014; Watson & Burdon, 1996). La fosforilacion de Jak2 permite la
union y fosforilaciéon de la familia de los STAT'’s, proteinas transductoras de sefal y
activadoras de la transcripcion; siendo STAT1, STAT3 y STAT5 sus principales
blancos. Al fosforilarse, estos factores forman dimeros que se translocan al nucleo
celular, donde regulan la expresidbn de numerosos genes relacionados con la

diferenciacion celular y la proliferacion (Freeman et al., 2000; Ignacak et al., 2012).
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La via Jak/STAT utiliza a los supresores de la sefializacion de citosina (SOCS) para
la terminacion de la sefial, inhibiéndola por competencia con las STATS, induciendo
la desfosforilacion de Jack2 y la ubiquitinacion del complejo proteico reclutado por
SOCS (Freeman et al., 2000). Y aunque la fosforilacién de Jak2 ocurre con todas
las isoformas activas del R-PRL, la fosforilacion de tirosina del receptor no ocurre
en la isoforma corta, por lo que las STAT’s no se fosforilan (Freeman et al., 2000).
Existe evidencia de que la PRL induce la internalizacion de su receptor,
especialmente de la isoforma corta, como un mecanismo de regulacion de la sefal
(Marano & Nira, 2014) (Fig. 6).

Existen otras vias de sefalizacion involucradas con la activacion del R-PRL, como
la via de las proteinas cinasas activadas por mitdégenos (MAPK), la cual esta
relacionada con funciones de proliferacion y crecimiento celular. Los residuos de
tirosina fosforilados sirven como sitios de anclaje de proteinas las adaptadoras
Shc/Grb2/SOS que conectan al receptor con la cascada de las Ras/Raf/MAPK. La
activacion de esta cascada resulta en la translocacion de la MAPK al nucleo
derivando en la fosforilacion de diversos factores de transcripcion (Freeman et al.,
2000). La especificidad de esta via se encuentra limitada en que virtualmente cada
receptor integral de membrana celular puede activar esta cascada de sefializacion
(Clevenger & Kline, 2001) (Fig. 6).

Por otra parte, se ha demostrado que la PRL también activa la via de PI3K/Akt cuya
activacion promueve la supervivencia celular, asi como efectos antiapoptéticos a
través de la inhibicién de la actividad de la caspasa 3. Ademas, la subunidad p85
de PI3K se asocia con el R-PRL formando un complejo que ha sido activado por la
interaccion previa de la PRL con su receptor, lo que contribuye a la motilidad celular,
por medio de la modulacién de citoesqueleto y la interaccion con cinasas de
adhesion (Binart, Bachelot, & Bouilly, 2010; Clevenger & Kline, 2001; Marano & Nira,
2014) (Fig. 6).
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Figura 6. Principales vias de sefializacién desencadenadas por la activacion de las
isoformas largas y cortas del R-PRL. La principal via implica a Jak2, que a su vez activa a
algunos miembros de la familia Stat. La via MAPK es otra cascada activada por el R-PRL.
Involucra intermediarios Shc/Grb2/Sos/Ras/Raf rio arriba de la MAPK. El reclutamiento de
PI3K conduce a la activacién de Akt/PKB. La activacién de otras vias de sefializacion han
sido reportadas (modificada de N. Binart 2010).

4.- ANTECEDENTES
4.1 La PRL y el sistema nervioso central (SNC).

Se sabe que la PRL modula un amplio nimero de procesos en el cerebro e incluso
se ha sugerido su participacién en funciones neuronales como la excitabilidad y la
neurotransmision (Patil, Henry, & Akopian, 2014). En respuesta a un gran niamero
de estresores es liberada al flujo sanguineo, contribuyendo al control de respuestas
al estrés mediante la regulacion de la secrecion de la hormona adrenocorticotropa
(ACTH), que estimula la produccion de glucocorticoides (Torner, 2016). Se ha
descrito su capacidad de regular la neurogénesis en el hipocampo, en la zona
subventricular (SVZ) y en el bulbo olfatorio donde se ha encontrado el receptor de
la PRL (Torner, 2016).
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Ademas, la PRL presenta efectos neuroprotectores ante el estrés y el dafio tisular,
ayudando a la regeneracion y la migracion de células madre, dando origen a
neuronas, astrocitos y oligodendrocitos (Pathipati et al., 2011; Torner et al., 2009).

Estas acciones de la PRL en el SNC son mediadas por la activacion de la proteina
ERKS5 expresada en los nichos neurogénicos del cerebro. También se ha mostrado
que la PRL estimula la expresion de nestina y de MAP2 (proteina asociada a los
microtUbulos), estimulando asi la sintesis de proteinas que forman parte del
citoesqueleto, lo que puede contribuir en la diferenciacion neural (Havranek,
Bacova, Strbak, Lesanova, & Bakos, 2014; Wang et al., 2013).

Otros grupos de estudio han observado efectos neuroprotectores durante la
lactancia, la cual se asocia con un aumento en los niveles de oxitocina, PRL,
progesterona y glucocorticoides. Se ha identificado a la PRL como la hormona que
contribuye a la preservacion de neuronas en el hipocampo durante la lactancia,
después de haber sido sometidas a un insulto excitotoxico con acido kainico
(Morales, Lorenson, Walker, & Ramos, 2014).

En otros estudios se ha reportado que la PRL actla sobre otros tipos celulares en
el SNC, promoviendo el aumento en la capacidad de mielinizacion de los
oligodendrocitos y la regulacion de la neuroinflamacion, provocando cambios en la
expresion de citosinas en la microglia (Mangoura et al., 2000; Mdderscheim et al.,
2007). También se ha observado que la PRL limita la gliosis y la degeneracion de
la retina neural cuando existe algin dafio causado por estrés oxidativo (Arnold et
al., 2014). En astrocitos in vitro se demostré que la PRL es capaz de estimular su
proliferacion y diferenciacion mediante la activacion de la mitogénesis y la
regulacion de vias de sefializacion que involucran la activaciéon de la PKC (DeVito
etal., 1993). Ademas, se demostro la presencia del receptor a la PRL en este mismo
tipo de ensayos in vitro, reflejando una posible participacion de ésta en la respuesta
inmune, asi como la activacién de vias de sefializacidbn mitogénicas que incluyen la
activacion de la fosfolipasa D. También se demostrd la activacion de la via de las

Jak/STAT, que promueven la diferenciacion celular en cultivos de astrocitos de
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embridn pertenecientes al dia embrionario 15 (E.15) (DeVito et al., 1995; Mangoura
et al., 2000).

Por otro lado, en ensayos in vivo se encontré que la PRL promueve la astrogliosis
cuando existe un dafo en el tejido; ademas, aumenta la expresion de citosinas
inflamatorias como la interleucina-1-a y el TNF-a sugiriendo que los astrocitos son
células inmunocompetentes, lo cual se relaciona con lo anteriormente mencionado
sobre su papel en la regulacion del sistema inmunitario. (DeVito et al., 1995;
Freeman et al., 2000).

En estudios mas recientes, se ha sugerido que la PRL juega un papel importante en
la reparacion de tejidos que han sufrido algun tipo de dafio (Mdderscheim et al.,
2007). Mientras que en otros estudios in vivo en ratas juveniles, se confirmé una
alta correlacién entre los niveles de la PRL circulante y la proliferacién celular de los
astrocitos, asi como un efecto protector sobre estos mismos, ante un dafio causado
por hipoxia. Todos estos resultados muestran que la PRL presenta un papel
importante en la modulacion de la respuesta de los astrocitos al presentarse un dafio
en el tejido, asi como la regulacion en su diferenciacion y proliferacién durante las

etapas del neurodesarrollo (Mdderscheim et al., 2007).

4.2 Antecedente directo.

En un estudio previo realizado dentro de nuestro grupo de trabajo, se observé que
la administracion de PRL a cultivos primarios de astrocitos corticales de rata
mantuvo la viabilidad celular de dichos astrocitos cuando fueron sometidos a un
insulto de estrés oxidativo mediante peroxido de hidrogeno (Fig. 7). Estos resultados
sugieren que la PRL ejerce un efecto protector sobre los astrocitos corticales
probablemente a través de la activacion de la isoforma larga de su receptor (R-PRL),
(el cual esta presente en astrocitos y cuya expresion fue detectada por RT-PCR)
(Karla Ortiz y colaboradores, datos no publicados). Este estudio es la base de la
presente propuesta, el cual tiene como objetivo la busqueda del mecanismo por el

cual la PRL ejerce su efecto.
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Figura 7. Efecto protector de la PRL sobre los astrocitos sometidos a un dafio oxidativo
con H,0, y medido mediante el ensayo de MTT. **p<0.01, **p<0.001 vs. 0 nM PRL

II.- JUSTIFICACION

La progresion de mdultiples enfermedades neurodegenerativas se debe en gran
parte al estrés oxidativo en el SNC, provocado por un aumento de ROS y RL.
Sabemos que la PRL tiene un efecto neuroprotector y se han encontrado ciertas
propiedades antioxidantes, sin embargo, se desconoce el mecanismo por el cual
ejerce la proteccidn sobre los astrocitos de rata ante el estrés oxidativo. En este
estudio se pretende encontrar el posible mecanismo involucrado en este efecto

protector.

.- HIPOTESIS

La PRL posee un efecto protector sobre los astrocitos sometidos a un estado de
estrés oxidativo, mediado por la activacion o el aumento en la expresion de enzimas

antioxidantes, lo cual podria conducir a la reduccion de las ROS.

IV.- OBJETIVO GENERAL

Encontrar el posible mecanismo por el cual la PRL mantiene la viabilidad y
promueve la supervivencia de los astrocitos ante un estrés oxidativo con peroxido

de hidrogeno.
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1.- OBJETIVOS PARTICULARES

1.1 Establecer e implementar cultivos primarios de astrocitos corticales de rata

neonata.
1.2 Analizar la expresion de la PRL y de su receptor en astrocitos corticales de rata.
1.3 Evaluar el efecto protector de la PRL sobre los astrocitos ante el estrés oxidativo.

1.4 Analizar la transduccion de sefales del R-PRL modulando el efecto protector de

la PRL en los astrocitos.

1.5 Analizar la sobreexpresion de las enzimas antioxidantes como posible
mecanismo que induce la proteccion ejercida por la PRL en astrocitos bajo estrés

oxidativo.

V.- MATERIALES Y METODOS
5.1.- Animales experimentales

Se utilizaron ratas neonatas del dia postnatal 0 y 1 (P0-P1) de la cepa Wistar, las

cuales fueron proporcionadas por el bioterio del Instituto de Neurobiologia.

Todos los procedimientos y manejo de animales fueron realizados de acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999. El comité de bioética del Instituto de
Neurobiologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM) aprobd

todos los protocolos experimentales utilizados (protocolo #68).

5.2.- Métodos

5.2.1 Aislamiento de cultivos primarios de astrocitos corticales de rata.

Por cultivo se utilizaron cuatro ratas neonatas Wistar, las cuales fueron
anestesiadas por hipotermia cubriendo a las crias en papel y colocandolas en hielo,
posteriormente fueron decapitadas. El cultivo se realiz6 en condiciones estériles,
se coloco el material de diseccion y de cultivo dentro de la campana de flujo laminar
bajo luz UV por 30 min. Se realizo la diseccion comenzando por la parte dorsal
retirando la piel y el craneo, se extrajo el cerebro y se coloc6 en una soluciéon de
diseccion constituida por Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS, 14175-095,
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GIBCO) y Penicilina/Estreptomicina al 1% (GIBCO). Posteriormente se retiraron los
bulbos olfatorios, las meninges, el cerebelo y el cerebro medio, obteniendo solo las
cortezas de cada hemisferio. El tejido se disgrego mecanicamente y se realizo la
digestion del mismo con tripsina al 0.25% (GIBCO; 27250-018) en HBSS a 37°C
por 20 min y agitando cada 10 min. Después el tejido fue centrifugado a 4,000 rpm
durante 5 min, se retird el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 20 ml de
medio DMEM (Dubelco’s Modified Eagle Medium; GIBCO; DML10-500ml)
suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10% y Penicilina/Estreptomicina al
1%. Posteriormente, se colocaron 10 ml en cada botella de cultivo T75, las cuales
fueron recubiertas previamente con una solucion de 1 yg/mL de poli-D-lisina e
incubadas a 37 °C. En este paso algunas neuronas logran adherirse al fondo de la
botella, sin embargo, el medio utilizado carece de los requerimientos nutricionales

que necesitan y mueren.

El medio de cultivo fue cambiado cada 5 dias, hasta alcanzar el 100% de
confluencia, lo cual ocurre aproximadamente al dia 12-13 in vitro. Para eliminar las
contaminaciones celulares por microglia, las botellas de cultivo fueron agitadas a
240 rpm durante 6 h a 37°C, y poder retirar a estas células que yacen sobre la
monocapa de astrocitos al aspirar el medio. Posteriormente, se agregd medio nuevo
con a-Citocina D-Arabinofuranosida a una concentracion de 10 uM (AraC; C1768-
1G, SIGMA), el cual es un agente antimitotico que evita la proliferacion y promueve
la muerte de la microglia que aun haya quedado en el cultivo. El medio se cambi6
5 dias después de la administracion de AraC, y se volvio a agitar para la eliminaciéon

del resto de microglia.

Una vez obtenidos los cultivos de astrocitos, estos fueron resembrados a una
densidad de 50,000 células/cm? en placas de 6 y 96 pozos, para los experimentos

posteriores.
5.2.2 Caracterizacion del cultivo primario.

Inmunocitofluorescencia: Los astrocitos fueron resembrados en cubreobjetos
previamente recubiertos con poli-D-lisina, los cuales son colocados en placas de

12 pozos y fueron incubaron a 37°C por 5 dias. El dia 6 in vitro los cubre objetos
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se lavaron con solucion amortiguadora de fosfato salino (PBS) estéril y fueron
fijados con 1 mL de paraformaldehido al 4% (SIGMA, P6148) por 10 min, se
realizaron tres lavados con PBS; las células fueron permeabilizadas con triton X-
100 (BioRad, 161-0407) al 0.1% en PBS por 10 min. Los cubreobjetos fueron
colocados en una camara humeda y se bloguearon con suero normal de cabra
(NGS) al 10% por una hora a temperatura ambiente, posteriormente se incubaron
con un anticuerpo primario policlonal anti-GFAP (1:1000; EMD Milipore, AB5804)
durante toda la noche a 4°C. Al siguiente dia, se retir0 el anticuerpo y se realizaron
tres lavados con PBS de 5 min cada uno. Se incubaron con el anticuerpo
secundario policlonal anti IgG de conejo acoplado a fluorescencia Alexa Flour 555
(1:5000, Abcam, ab150078). Por ultimo, los cubreobjetos fueron montados sobre
portaobjetos usando 10 pL del medio de montaje Vectashield suplementado con
DAPI (Vector Laboratories, 150078555) para el marcaje de los ndcleos. Las
laminillas fueron analizadas utilizando el microscopio confocal LSM 780 (Zeiss,
Alemania).

5.2.3 Andlisis de la expresion del R-PRL y PRL.

PCR: Los astrocitos fueron resembrados en placas de 6 pozos, dos veces cada 48
h se les cambio6 el medio y fueron tratados con 10 uM de AraC. Pasados 7 dias de
haber sido resembrados, se cosecharon las células, en 350 uL de solucién de lisis
celular para extraccion de ARN (Buffer RLT, Kit RNeasy Mini, 74106, Qiagen).

Extraccion de ARN: Se extrajo y cuantific6 el ARN total utilizando el kit comercial
RNeasy Mini (74106, Qiagen). Para la sintesis de cDNA mediante una
retrotranscripcion, se utiliz6 1 pg de ARN y la enzima transcriptasa reversa
Superscript Il RT (200 U/uL). La reaccion se lleva a cabo en el termociclador
Eppendorf #22331 (Hamburg, Alemania) utilizando la siguiente secuencia en el
programa: 1 ciclo a 25°C por 10 min, 1 ciclo a 37°C durante 2 h, 1 ciclo a 85°C por

5 min.

Para la PCR punto final: se adicioné a cada muestra la mezcla de reaccién que
contiene los iniciadores (#115723, GIBCO, USA), la enzima Taq (#MO486S,
Biolabs, New England), el amortiguador de reaccion y los dNTP's. Se realiza la

25



reaccion utilizando el siguiente protocolo: 1 ciclo a 95°C durante 1 min, 1 ciclo a
95°C durante 15 s, 1 ciclo a Tm°C durante 15 s, 1 ciclo a 72°C durante 10 s, 1 ciclo
a 72°C durante 5 s, esto se repite por 40 ciclos y ciclo a 4°C al «. El producto de
reaccion se corrio en un gel de agarosa (#50070, SEAKEM, USA) al 1% con
bromuro de etidio en 100 mL de buffer TAE 1X (Tris, acido acético, EDTA).

PCR-tiempo real (QPCR): se utilizaron 5 pL de una dilucion 1:5 del cDNA y 5 pL de
una mezcla 1:10 de SYBR-Green qPCR MasterMix (Thermo Scientific, K0223) con
los iniciadores. La reaccion se lleva a cabo en el termociclador PCR CFX96
(BioRad). Utilizando el protocolo: 15 s a 95°C, 30 s a Tm de los iniciadores y 30 s a
72°C, por 40 ciclos.

Tabla 1:
Iniciadores de PRL y R-PRL
Gen Secuencia 5’------ 3 Tm °C % de Eficiencia
R-PRL S CCAGGAGAGTTCCGTTGAAATG 63.2 1194
AS GGT GGA AAG ATG CAG GTC AT
PRL S CAATGACGTCCCCACTTICTTCC 62 102
AS AGCCGCTTGTTTTGTTCCTCA
H-PRT S GACCGGTTCTGT CATGTCG 60.2 121.5

AS ACCTGGTTC ATC ATC ACT AAT CAC

5.2.4 Establecimiento del modelo de estrés oxidativo con H20x.

Para el establecimiento de un modelo de estrés oxidativo, cultivos de astrocitos
corticales fueron tratados con dosis crecientes de 200, 400, 600 y 800 uM de H20:2
por 3 h, al cabo de las cuales se evaluo la viabilidad celular mediante un ensayo de
MTT y se selecciond la dosis letal media para posteriormente investigar los efectos

protectores de la PRL.

Ensayo de MTT: Este ensayo permite evaluar la viabilidad metabdlica de los
astrocitos, ya que esta basado en la reduccion metabdlica mediada por la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa del compuesto bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) a cristales de formazan y los cuales
poseen una coloracion azul-morado. Siendo asi la cantidad de células

metabdlicamente activas proporcional a la cantidad de formazan producido (Denizot
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& Lang, 1986; Mosmann, 1983). A cada pozo se le adicionaron 10 pL de la solucion
de MTT a una concentracion de 5 mg/mL (M5655, Sigma, EUA) en PBS y se
incubaron las placas por 3 h, posteriormente se aspird el medio y a cada pozo se
afiadieron 100 pL del disolvente (solucién de SDS al 10% y 0.01N de HCI), las
placas fueron colocadas en agitacion lenta durante toda la noche. Finalmente, al dia
siguiente se midio la densidad 6ptica con un espectrofotdmetro Varioskan Flash
spectral scanning multimode reader (Thermo Scientific) a una longitud de onda de
570 nm.

5.2.5 Evaluacion del efecto protector de la PRL sobre los astrocitos.

Tratamiento con PRL ovina (oPRL) y peroxido de hidrégeno (H2032): Los astrocitos
fueron resembrados en placas de 96 pozos y se incubaron a 37°C. A las 48 h se
cambié el medio (DMEM-suplementado) y se realizé un tratamiento con AraC 10
UM y esto se repitid 48 h después para tratar de eliminar remanentes de microglia.
Posteriormente el séptimo dia después de resembrar, se cambié el medio por
DMEM no suplementado y las células fueron tratadas con o sin dosis crecientes de
0.1, 0.25, 0.5, 1, 10, 50 y 100 nM de oPRL (L-6520, Sigma-Aldrich, EUA). Fueron
incubadas a 37°C por 24 h, al cabo de las cuales se les indujo el dafio con la
concentracion de 400 uM de H202 por 3 h a 37°C y se evaluo la viabilidad celular

mediante un ensayo de MTT.

Posteriormente, se seleccionaron las dosis de 1y 10 nM de oPRL y fueron probadas
utilizando el mismo disefio experimental previamente descrito, para observar su
capacidad protectora sobre la viabilidad celular de los astrocitos contra las dosis
crecientes de 200,400, 600 y 800 uM de H202, medida por el ensayo de MTT.

5.2.6 Andlisis morfoldgicos de los astrocitos.

Los astrocitos fueron resembrados en cubreobjetos de vidrio de acuerdo al
procedimiento descrito en secciones anteriores. Posteriormente, fueron tratados
con una dosis unica de 10 nM de oPRL por 24 h, y al término de las cuales se les
trato con 400 yM de H202 durante 3 h. Los cambios morfologicos en respuesta a los

tratamientos se evaluaron a través de analisis de microfotografias en campo claro
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a 4X; asi como mediante la tincion del citoesqueleto con faloidina acoplada a

rodamina observado a 4 y 20X (R415, Molecular probes, EUA).

Tincion faloidina-rodamina: La faloidina es un péptido biciclico perteneciente a la
familia de toxinas aisladas del mortal hongo (Amanita phalloides) conocido como
“capon de la muerte”, y utilizado comunmente para marcar selectivamente las fibras
de F-actina. La faloidina marcada fluorescentemente con Rodamina proporciona
una fluorescencia rojo-naranja (Invitrogen™ R415). Después de los tratamientos
con oPRL y H202, las células fueron fijadas en los cubreobjetos con
paraformaldehido y permeabilizadas con Triton X-100 de acuerdo al procedimiento
anteriormente descrito para las inmunocitofluorescencias. Posteriormente, se
pasaron los cubreobjetos a una camara hiumeda y se bloguearon con BSA al 5% en
PBS por 30 min a temperatura ambiente. Se retird el BSA y se incubaron con 5 pL
de faloidina diluidos en 200 pL de PBS (200 nM) por cada cubreobjetos durante 20
min a temperatura ambiente. Por dltimo, se lavaron tres veces por 5 min con PBS 'y
se retir0 el PBS para ser montados sobre portaobjetos usando 10 pL de Vectashield
con DAPI (Vector Laboratories, 150078555). Las laminillas fueron observadas y

fotografiadas con el microscopio confocal LSM 780 (Zeiss, Alemania).

5.2.7 Analisis de la expresién de las enzimas antioxidantes y factores

responsivos a estrés oxidativo.

A partir del RNA obtenido de cultivos de astrocitos tratados con 10 nM de oPRL
durante 24 h, y posteriormente con 400 uM de H202, se analizaron mediante gPCR
los cambios en la expresion de las enzimas antioxidantes manganeso superéxido
dismutasa (MNnSOD), Cu/Zn superéxido dismutasa (Cu/ZnSOD), peroxirredoxina 6
(Prdx-6), peroxirredoxina 1 (Prdx-1), glutation peroxidasa 1 (GPX-1), catalasa (Cat),
hemo-oxigenasa-1 (HO-1), glutation S-transferasa mu 1 (Gstml) y glutation S-
transferasa mu 3 (Gstm3) para dilucidar los posibles efectores de la proteccion
ejercida por la PRL. Estas enzimas antioxidantes son reguladas por factores de
transcripcion activados por diferentes vias de sefalizacion, como Stat3 que
promueve la expresion de MnSOD a través de la fosforilacién de Jak2. Otro factor

importante en la regulacion de enzimas como la HO-1, la Cat, la GPX, entre otras,
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es Nrf2; el cual puede ser activado por la via PI3K/AK/ERK. Asimismo, c-Jun se ha
descrito como un factor de transcripcién importante en la regulacion de enzimas
antioxidantes, siendo activado a través de la via de las MAPK (Jung, Kim,
Narasimhan, Song, & Chan, 2009; Kanzaki et al., 2017; Na et al., 2008; Sadi, 2010).
Dado que en trabajos previos se ha descrito que todas estas vias de sefalizacion
son activadas por la interaccion de la PRL con su receptor, estos podrian ser
posibles mecanismos de accion de esta hormona. La MnSOD reduce los radicales
superéxido en la matriz mitocondrial mientras que la SOD1 lo hace en el citosol, la
Prdx-6 esta altamente asociada con efectos antioxidantes en los astrocitos, la Prdx-
1 como una molécula de sefalizacién celular estimulada por H202, la GPX-1 se ha
descrito que desempefia un papel importante en la proteccion de las células del
SNC contra el estrés oxidativo, la Cat cuya funcién es proteger a las células del
efecto toxico del H202, las Gstm 1 y 3 como parte del mecanismo de desintoxicacion
celular, mientras que la HO-1 cataliza el paso limitante de degradacion del grupo
hemo; siendo sus productos mondxido de carbono (CO), hierro y biliverdina, que
pueden proveer de proteccion antioxidante en una gran variedad de células y
tejidos. Ademas, se evaluaron cambios en la expresion de GFAP y del factor
nuclear-2 (Nrf2), ya que se ha reportado un incremento en la transcripcion de GFAP
ante un estimulo nocivo como el H202, mientras que Nrf2 se ha reportado como un
factor de transcripcion mediador de la respuesta de los astrocitos ante estrés
oxidativo (Dowell & Johnson, 2013).
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Tabla 2:

Iniciadores de enzimas antioxidantes

Gen Secuencia 5------ 3 Tm % de
°C Eficiencia

MnSOD | S TCAGGACCCACT GCAAGGA 59.2 123.2
AS GCG TGC TCC CAC ACATCA

Cu/Zn S GGT GTC AGG ACA GAT TAC AGG 55.7 945

SOD AS ACCGCCATGTTT CTT AGA GTG

Prxs-6 S TTG ATG ATA AGG GCA GGG AC 54.3 71.8
AS CTACCATCACGCTCTCTCCC

Prx-1 S CTT TGA ATG AAT TGT CCA TCC GGC 58.6 91.3
AS GTT TGT GAT GTG AGA CCT GTAGCT CG

GPX-1 S CTCGGTTTC CCG TGC AAT 57 98.6
AS CAT ACT TGA GGG AAT TCAGAATCT CTT

Cat S ACC CAC AAACTCACCTGAAG 60 99.2
AS TGT GAG CCATAG CCATTC ATG

HO-1 S CCTGCTAGCCTGGTTCAAG 53 97.6
AS CAT AAATTC CCACTG CCACG

Gstml S TGACATTCT TGACCAGTACCAC 58.4 88.6
AS AAA TAT AGGT GTT GAG AGG TAG CG

Gstm3 S AGTACCGTATGT TTG AGC CC 58 82.2
AS AAC ACA GGT CTT GGG AGA AAG

Nrf2 S CCACATTCC CAAACAAGATGC 59 97.8
AS GTG AAG ACT GAG CTC TCA ACG

GFAP S CCGTTCTCT GGA AGA CACTGA AAC 55 98.4
AS TTGGAAGGATGG TTG TGG ATTC

*Nota: Se utilizé el gen constitutivo H-PRT, como control de carga y de cantidad

de ADN para el célculo de la expresion relativa del gen de estudio mediante la

formula 2-2ACt (Huggett, Dheda, Bustin, & Zumla, 2005).

5.2.8 Determinacion de la respuesta de astrogliosis.

Se ha reportado en otros trabajos que los astrocitos son altamente responsivos a
estimulos nocivos, volviéndose astrocitos reactivos, lo cual se refleja por el aumento
en la expresion de GFAP. Para observar estos cambios en la expresion en esta
proteina, se realiz6 una inmunocitofluorescencia para GFAP, en los astrocitos
tratados con oPRL y/o H202 bajo el disefio experimental y el protocolo para la
inmunocitofluorescencia descritos anteriormente. Las laminillas fueron observadas

y fotografiadas en formato Tile-Scan con el microscopio confocal LSM 780 (Zeiss,

Alemania).
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5.2.9 Andlisis de la capacidad antioxidante total.

En cultivos de astrocitos tratados con 10 nM de oPRL durante 24 h, y al término de
las cuales se les trat6 con 400 pM de H202, se analizaron los cambios en la
capacidad antioxidante total, mediante el uso de un ensayo quimico (Antioxidant
assay, Cayman, Ne 709001). Este ensayo mide la capacidad de los antioxidantes
en la muestra para inhibir la oxidacion de ABTS® (2,2'-azino-di- [3-etilbenzatiazolina
sulfonato]) a ABTS®**, por metmioglobina. La cantidad de ABTS®**, producido se
detect6 midiendo la absorbancia a 750 nm. La capacidad de los antioxidantes en la
muestra para prevenir la oxidacion de ABTS se compard con la de Trolox, un
analogo del tocoferol soluble en agua, y se cuantific6 como equivalentes molares

de Trolox.

Las muestras de lisados celulares se cosecharon en PBS, se centrifugaron a 2000
rom por 10 min a 4°C, se retird el PBS y se les afiadié 1 mL buffer no enzimatico
frio (5 mM fosfato de potasio, pH 7.4, con 0.9% de cloruro de sodio y 0.1% de
glucosa). Las muestras fueron homogenizadas con sonicador a una amplitud del
50% por 5 s y se centrifugaron a 13,200 rpm por 20 min a 4°C, obteniendo el

sobrenadante para el ensayo enzimatico.

Se prepar6 una curva estandar de Trolox y todos los reactivos que se utilizaron,
segun las indicaciones del estuche comercial. Por otro lado, para cada muestra se
realizé un Bradford para cuantificar la cantidad de proteina. Para la realizacion del
ensayo se tomaron 6 ug de proteina y se ajusté el volumen con el buffer del ensayo
a 20 yL, se anadieron 10 yL de metmioglobina y 150 uL del cromdgeno y por ultimo
a cada muestra se le afladieron 40 uL de la dilucion indicada en el kit de H202. Se
cubrié la placa con aluminio y se incubd a temperatura ambiente por 5 min en
agitacion baja. Finalmente se midio la densidad 6ptica con un espectrofotometro
Varioskan Flash spectral scanning multimode reader (Thermo Scientific) a una

longitud de onda de 750 nm.
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5.2.10 Analisis de la transduccion de sefiales del R-PRL involucradas en el

efecto protector de la PRL en los astrocitos.

Los cultivos de astrocitos fueron incubados con 10 nM de oPRL y cosechados a los
5, 10, 20, 40 y 60 min, y a las 4 y 24 h, mediante un raspado con PBS frio,
posteriormente se centrifugaron y se obtuvo el pellet celular, al cual se le agregé
100 pL de buffer de lisis (Tris HCI 1M (4103-02, J.T. Baker) pH 7.5, EGTA 0.2M (E-
4378, Sigma) pH 7.5, EDTA 0.2M (3002E, Research Organics) pH 7.5, 1% Nonidet
PAO 1% (lgepal, CA-630), ortovanadato de sodio 0.1M (NasVOs4, S6508, Sigma),
fluoruro de sodio 0.05M (NaF, S7920, Sigma), pirofosfato de sodio 5mM (221362,
Sigma), sacarosa 0.26M (4072-05, J.T. Baker)) y se agitaron por 30 min,
posteriormente fueron disgregadas con sonicador por 5 s y se centrifugaron a
13,200 rpm por 20 min a 4°C. Para todos los casos, se recupero el sobrenadante y
se determiné la concentracion de proteinas total utilizando el ensayo de Bradford
(Protein Assay; 500-0006, Bio-Rad). Se utilizaron 30 pg de cada muestra, las cuales
fueron reducidas agregando buffer de Laemmli (1:1; SDS 10% (Sodio Dodecil
Sulfato; 161-0302, Bio-Rad), glicerol 20% (G-6279, Sigma), azul de bromofenol
0.5% (161-0404, Bio-Rad), Tris HCI 0.5M (4103-02, J.T. Baker) pH 6.8) mas B-
mercapto-etanol (1:20; 1610710, Bio-Rad), y se calentaron por 5 min a 97°C.

Las muestras preparadas con Laemmli se resolvieron en geles de SDS-
poliacrilamida al 10% bajo condiciones reductoras y desnaturalizantes, después se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa (9004-70-0, Bio-Rad), por transferencia
himeda. Posteriormente las membranas fueron blogueadas por 1 hora a
temperatura ambiente con leche al 5% en TBS-T, se enjuagaron y se incubaron
durante toda la noche a 4°C con los anticuerpos policlonales anti-pSTATS de rata
(Cell Signaling Tyr694, dilucién 1:500), anti-pSTAT3 de rata (Cell Signaling Tyr705,
dilucion 1:2000), anti-STATS de rata (Santa Cruz Biotechnology sc-835, 1:350), anti-
STATS3 de rata (Santa Cruz Biotechnology sc-483, 1:350) y anti-B-tubulina (abcam,
1:500) segun fuera el caso. Los complejos antigeno-anticuerpo fueron detectados
mediante anticuerpos secundarios acoplado a peroxidasa de rabano (HRP por sus

siglas en inglés), con el kit de revelado SuperSignal™ West Dura Extended Duration
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Substrate (Thermo Scientific, # 34076), analizados con el visualizador FluorChem E
system (Protein simple, EUA) y analizados con el software AlphaView for
FluorChem™ Systems (Protein simple, EUA) y el ImageJ (National Institutes of
Health, EUA).

5.2.11 Andlisis estadistico.

Los datos se presentan como medias + error estandar de la media. La significancia
estadistica se determind por el analisis de varianza (ANOVA) seguido de la prueba
post-hoc de Bonferroni. El andlisis estadistico se llevé a cabo usando el programa
SigmaPlot 11.0. Los valores de p<0.05 fueron considerados estadisticamente

significativos.
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VI.- RESULTADOS
6.1 Establecimiento de cultivos de astrocitos corticales de rata.

Se realizo6 el aislamiento de astrocitos corticales de rata neonata (P0) Wistar,
obteniendo cultivos como el que se observa en la siguiente imagen (Fig. 8) tomada
al dia in vitro diez (DIV).

O el N R
Figura 8. Cultivo primario de astrocitos corticales de rata neonata.

Microfotografia representativa de contraste de fases en campo claro
de un cultivo al DIV 10 tomada con un objetivo 4X.

Los cultivos fueron llevados a confluencia, es decir, los astrocitos estan en contacto
unos con otros, formando una monocapa de células que inhibe su crecimiento por
contacto. Para determinar el tiempo que tardan los cultivos en llegar a confluencia
se realiz6 un monitoreo diario de su crecimiento, determinando que el DIV 12 la

mayoria de los cultivos llegaban a la confluencia celular (Fig. 9).
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Microfotografias representativas de contraste de fases en campo claro del crecimiento de un
cultivo en los dias 1, 2, 3, 5, 7y 12 in vitro (DIV). Tomadas con un objetivo 20X.

6.2 Caracterizacion del cultivo de astrocitos corticales de rata.

La presencia de los astrocitos fue corroborada mediante una inmunocitoquimica
para la proteina gliofibrilar 4cida conocida por sus siglas en inglés como GFAP

(marcador de astrocitos). Mostrando que los cultivos son altamente enriquecidos en

GFAP Control negativo

Figura 10. Caracterizacion de cultivos primarios de astrocitos. (A)
Fotografia representativa de inmunocitoquimica para GFAP de
astrocitos corticales aislados de ratas Wistar neonatales. (B) Control
negativo (sin anticuerpo primario). Ntcleo celular marcado con DAPI
(azul). La ausencia de cuerpos celulares teflidos con DAPI, pero no
con GFAP indica una alta pureza de los cultivos de astrocitos
corticales.
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astrocitos dado que se puede observar que practicamente todas las células
reveladas por la tincion de sus nacleos con DAPI muestran la inmunotincion positiva

para GFAP marcada en su citoplasma en rojo (Fig. 10).

6.3 Determinacion de la expresion de la PRL y del R-PRL en astrocitos

corticales de rata.

Dado el efecto protector de la PRL sobre los astrocitos es probable que estas
acciones estén mediadas a través de su receptor, por lo que se determino si el R-
PRL es expresado por estas células. Aunado a esto se investigo la expresion del
gen de la PRL para dilucidar si esta pudiera estar actuando de manera autocrina al

ser producida por los propios astrocitos.

Los productos de la RT-PCR punto final se corrieron en un gel de agarosa, donde
se observa una banda de amplificacion del gen del R-PRL en los astrocitos
corticales de igual tamafio a la observada en el control positivo de hipdfisis de rata,
y que no se observa en el control negativo (sin muestra) (Fig. 11A). Por otra parte,
no se observo la expresion del gen de PRL en los astrocitos corticales (Fig. 11B).

B)

192pb- ﬁ

Figura 11. Expresion del gen del receptor de PRL y de la PRL en cultivos de astrocitos
corticales de rata. Productos de amplificacion de PCR punto final analizados en gel de
agarosa al 1% A) del gen del R-PRL y B) el gen de la PRL, en los cultivos de astrocitos
de rata.

A)

153pb- ||
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Estos resultados se corroboraron por PCR cuantitativa. En la figura 12, se muestran
las curvas de amplificacion tanto del R-PRL (Fig. 12A), como de la PRL (Fig. 12B),
y observamos una curva de amplificacion para el gen del R-PRL (Ct=26.49, linea
verde, Fig.12C) pero no asi para el gen de la PRL (Fig. 12B). Ademas, se utilizaron
muestras de ADN de hipofisis de rata como control positivo de la expresion de
ambos genes (curvas en rojo), teniendo valores de Ct de 19.64 para el R-PRL
(Fig.12C) y Ct de 3 para el gen de PRL. Estos resultados muestran la expresion del
R-PRL en los astrocitos, lo que sugiriere que los astrocitos pueden ser blanco de
las acciones de la PRL a través de su receptor.
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Figura 12. Expresion del R-PRL y PRL mediante gPCR. A) Curvas de amplificacion
correspondiente al gen del R-PRL en el cultivo de astrocitos de rata (verde) e hipdfisis de rata
(rojo). B) Curvas de amplificacién para el gen de PRL en el cultivo de astrocitos de rata (verde) e
hip6fisis (rojo). C) Grafica con los valores de Ct de la amplificacién para el gen del R-PRL
mediante qRT-PCR.

6.4 Establecimiento de un modelo de estrés oxidativo in vitro.

Para establecer un modelo de estrés oxidativo, los cultivos de astrocitos fueron
tratados con concentraciones crecientes de H20z2, utilizando las concentraciones de
200 pM, 400 uM, 600 uM y 800 uM. Posteriormente se evaluo la viabilidad celular
mediante un ensayo de MTT y se encontré que el H202 reduce de manera dosis

dependiente la viabilidad celular de los astrocitos. Siendo la dosis letal media 400
MM de H20:2 (Figura 13).
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Figura 13. El estrés oxidativo inducido por H202 reduce la viabilidad de los
astrocitos de manera dosis dependiente. Los cultivos de astrocitos se trataron con
dosis crecientes de H20O2 desde 200 uyM hasta 800 uM durante 3 h y luego se
evalué la viabilidad celular mediante ensayo de MTT. Para investigar mas a fondo
el efecto protector de la PRL, elegimos la dosis de 400 uyM de H20:. Los datos son
representativos de tres experimentos independientes. El analisis estadistico se
realiz6 mediante un ANOVA de una via y la prueba post hoc Bonferroni; *** p
<0.001 frente al ctrl

6.5 Evaluacion del efecto protector de la PRL sobre la supervivencia de lo
astrocitos ante el estrés oxidativo.

Como anteriormente se comentd, en un estudio previo de nuestro laboratorio, se
demostré que la PRL previno la disminucién en la viabilidad celular de los cultivos
de astrocitos que fueron sometidos a un insulto con H20:2. Esto fue realizado bajo
condiciones experimentales distintas a las utilizadas en éste estudio, ya que las
temporalidades de los cultivos de los astrocitos fueron diferentes y no se trataron

con AraC para eliminar la microglia, que en este trabajo si se llevé a cabo.
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Se tomaron fotografias representativas tras la incubacion con el MTT, de los
astrocitos tratados o no, con la concentracion de 10 nM de PRL y las
concentraciones crecientes de H202. La cantidad de cristales de formazan
observados disminuy6 significativamente y de manera progresiva en los astrocitos
gue no fueron tratados con PRL a partir de la concentracion de 400 uM de H202 en
comparacion al control sin H202 (Fig. 14). En cambio, en los cultivos de astrocitos
tratados con 10 nM de PRL no se observa una disminucion en la cantidad de
cristales de formazan luego de ser tratados con 400 uM de H202; mientras que en
las concentraciones de 600 y 800 uM ya se observa una notable disminucién

comparado a su control sin PRL (Fig. 14).

H,0,

Control 200 uM 400 uM 600 uM 800 uM

Control

PRL 10 nM fst

Figura 14. La prolactina protege a los astrocitos del dafio inducido por H20.. Se observan
fotografias representativas de cultivos de astrocitos corticales que fueron tratados con PRL
(10 nM) en ausencia o presencia de concentraciones crecientes de H202 desde 200 uM hasta
800 uM por 3 h, evaluando la viabilidad celular mediante un ensayo de MTT. Observamos
los cristales de formazan formados dentro de las mitocondrias metabdlicamente activas de
los astrocitos en un color pUrpura. Tomadas con un objetivo 20X.

Enseguida, los astrocitos corticales fueron tratados con dosis crecientes de PRL de
0.1 a 100 nM durante 24 h al cabo de las cuales se les indujo el dafio oxidante con
400 pM de H20: durante 3 h y se evalud la viabilidad celular, mediante un ensayo
de MTT. Al disolver los cristales de formazan y completar el ensayo de MTT. Se
encontré que a partir de la dosis de 1 nM, en todas las dosis probadas de PRL se
prevenia la disminucion en la viabilidad celular inducida por el H202 (Fig. 15A).
Posterior a esto se seleccionaron las dosis de 1 nMy 10 nM de PRL y se determiné
si estas dosis eran capaces de proteger la viabilidad celular de los astrocitos



sometidos a dosis crecientes de H202. Observamos que tanto la concentracion de

1 nM como la de 10 nM de PRL previnieron la disminucion de la viabilidad celular

de los astrocitos cuando se trataron con la dosis letal media de H202 (Fig. 15B). Sin
embargo, se observo que solo la dosis de 10 nM de PRL logré proteger la viabilidad
celular de los astrocitos con la dosis de 600 uM de H20:2 (Fig. 15B). Estos resultados

muestran que la PRL es un factor protector para los astrocitos ante un estrés

oxidativo.
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Figura 15. La prolactina protege a los astrocitos del dafio inducido por H2O2. A) Los
astrocitos corticales fueron trataron con concentraciones crecientes de PRL de 0.1 a
100 nM durante 24 h y luego se expusieron al estrés oxidativo inducido con 400 uM de
H20- durante 3 h. B) Los cultivos de astrocitos se trataron con dos concentraciones de
PRL (1 nMy 10 nM) durante 24 h, después de lo cual se trataron con concentraciones
crecientes de H>O, desde 200 uM hasta 800 uM por 3 h. En ambos experimentos, la
viabilidad celular se evalué mediante el ensayo MTT. Los datos son representativos de
tres experimentos independientes. El analisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA
de una via y la prueba post hoc Bonferroni; * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001.

6.6 Cambios morfologicos en los astrocitos inducidos por el estrés

oxidativo.

Las microfotografias de contraste de fases en campo claro de los cultivos de
astrocitos tratados con la concentracion de 400 uM de H202 mostraron aparentes
cambios morfolégicos tales como proyecciones mas largas y delgadas comparadas
al control. Ademas, estos cambios no se observan en los astrocitos tratados solo

con PRL, ni en los astrocitos tratados tanto con PRL como con H202, (Figura 16).

Figura 16. Cambios en la morfologia celular de los astrocitos en respuesta al H202. Los
astrocitos tratados con H202, presentan proyecciones mas largas y delgadas comparadas al
control, ademés se observan células desprendidas del fondo, refractando la luz, sefialadas
por flechas negras. La PRL no produce cambios aparentes en la morfologia de los astrocitos
y evita los cambios morfoldgicos inducidos con H202. Tomadas con un objetivo 4X.
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Para poder observar de manera directa el rearreglo o cambios en la morfologia del
citoesqueleto de los astrocitos, se realizé un marcaje con faloidina acoplada a
rodamina, la cual se une a las fibras de actina. Esta tincion permitio ver las fibras de
actina y su acomodo con cada uno de los tratamientos a los que fueron sometidos
los astrocitos. En los cultivos de astrocitos que no recibieron tratamiento alguno, se
aprecia un acomodo estructurado de las fibras de actina, formando el citoesqueleto
definido alrededor de cada nucleo (Fig. 17A y B). Por otro lado, se observa que en
los cultivos tratados con la concentracion de 10 nM de PRL, hay un aumento
exacerbado en la cantidad de fibras de actina, las cuales mantienen una estructura
definida parecida al control, aunque mostrando fibras mas intensas y engrosadas
(Fig. 17C y D). Mientras que en los cultivos de astrocitos tratados Unicamente con
400 uM de H202, se observa la pérdida de estas fibras de actina, las cuales se ven
discontinuas y sin una estructura definida comparadas al control (Fig. 17E y F). Por
altimo, en los cultivos tratados tanto con PRL como con H202, se aprecia una mayor
cantidad de fibras de actina, las cuales se mantienen definidas; sin embargo, no
presentan el acomodo alrededor de los nucleos como se observa en el control y los
tratados solo con PRL (Fig. 17H vy I).
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Ctrl

PRL

Figura 17. La PRL disminuye el rearreglo en las fibras de actina de los astrocitos inducido por el
H20:2. Fotografias representativas de los astrocitos tefiidos con faloidina/rodamina (rojo). A y B)
Control, donde se observan fibras de actina definidas y formando la estructura del citoesqueleto de
las células, C y D) Tratados con PRL, se observa un aumento en la cantidad de fibras de actina, F
y G) Tratados con H202, se observan fibras punteadas y estructuras no definidas, H y I) Tratados
con PRL y H20:2 presentan fibras desorganizadas y sin una formacion estructural definida. Nucleos
tefiidos con DAPI (azul). Tomadas con los objetivos de 4X y 20X.

Ambas figuras 16 y 17, muestran cambios en la estructura y organizacion del
citoesqueleto de los astrocitos inducido por el H202, reconocido por la pérdida de

las proyecciones y de la configuracion estructural que se observa en el control.

6.7 Cambios de expresion del R-PRL en astrocitos corticales de rata ante el

estrés oxidativo.

Se buscaron cambios en la expresion del R-PRL ya, que en diferentes tejidos se ha
encontrado que la PRL per se es capaz de inducir la expresiéon de su receptor. Los
astrocitos fueron tratados con o sin PRL (10 nM) y luego sometimos o no al insulto
con H202 (400 uM). Se cosecharon las células y se evaluaron los cambios en la
expresion de la isoforma larga del R-PRL por gRT-PCR. Bajo condiciones basales,
se observé un aumento significativo en la expresion del R-PRL en respuesta al
tratamiento con PRL. Ademas, la PRL en presencia simultdnea de un estimulo
oxidante aumenta 1.28+0.22 la expresion relativa del R-PRL con respecto al control
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no tratado con PRL ni con H202 y aumento 1.10+£0.13 con respecto al grupo tratado
con H20:2. Mientras que el tratamiento con H202 no modifica la expresion del R-PRL
(Fig. 18). De acuerdo a estos resultados se observa que la PRL es capaz de inducir
un aumento en la expresion de su receptor y este efecto se exacerba bajo un

ambiente pro-oxidante.
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Figura 18. Expresion del R-PRL ante un dafio oxidativo. Los cultivos de astrocitos se trataron con
PRL (10 nM) por 24 h al término de las cuales se trataron con H202 (400 uM) durante 3 h y se
obtuvo el ARN para evaluar los cambios en la expresion del receptor de PRL por gRT-PCR. Los
datos son representativos de tres experimentos independientes. El analisis estadistico se realizé
mediante ANOVA de una viay la prueba post hoc Bonferroni; ** P <0.01, *** P <0.001. Promedio
de las veces de cambio.

6.8 Cambios en la expresion de enzimas antioxidantes.

Se evaluaron los cambios de expresion de las enzimas antioxidantes mitocondriales
MnSOD, Prdx-6, GPX-1 y citosolicas Cu/ZnSOD, Prdx-1, Cat, Gstm1, Gstm3 y HO-
1. Estas enzimas juegan un papel importante en la respuesta y la proteccion de las
células del SNC ante un dafio inducido por el estrés oxidativo. Se observo que la
PRL aumenté la expresion de las enzimas en 1.01+0.16 de MnSOD, 0.85+0.15 de
Prx-6, 1.26+£0.15 de Cu/ZnSOD (Fig. 19A, By D), 0.54+0.08 la enzima GPX-1 (Fig.
19C), en 2.98+0.39 la expresion de Gstm1(Fig. 19E) y 3.78+0.44 de la enzima Prdx-
1 (Fig. 19F), todos los cambios con respecto al control. Ademas, se observo que los
cultivos tratados solo con H202 aumentan la expresion de las enzimas Cat, Gstm3
y Hmox-1 en 0.840.01, 2.01+0.21 y 14.99+1.52 respectivamente en comparacion al
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control (Fig. 19G, Hy I). El no encontrar cambios significativos en todas las enzimas
evaluadas entre los grupos control y los tratados con H202, podria indicar que el
H202 no esta induciendo la expresion, pero quiza si la activacion de estas enzimas

antioxidantes.

Por otro lado, en el grupo tratado con PRL y con H202, se observan cambios de
expresion mas notorios en la mayoria de las enzimas, siendo un aumento de
1.51+0.13y 0.98+0.4 respectivamente en las enzimas Cu/ZnSOD y GPX-1 (Fig. 19C
y D), 1.87+0.16 en MnSOD, 1.88+0.14 en Prdx-6 y 1.89+0.34 en Gstm3 (Fig. 19A,
B y H), en 2.93£0.34 més en la enzima Gstm1l (Fig. 19E), 0.85+0.13 en Cat (Fig.
19G), 6.18+0.54 més en la enzima Prdx-1 (Fig. 19F) y un aumento de 12.94+1.51

en la Hmox-1 (Fig. 191), todas con respecto al control.

Ademas, bajo condiciones oxidativas, se observa que la PRL aumento
significativamente la expresion de algunas enzimas, como la MnSOD vy la Prdx-6,
ambas con un incremento de 0.85+0.01 y de 1.03+0.01 respectivamente, la GPX-1
cuyo aumento fue de 0.43+0.03 y la Prdx-1 que aumento 2.40+£0.10 con respecto a
las células tratadas con PRL (Fig. 19A, B, C y F). Finalmente, se observa que las
enzimas Cu/ZnSOD y Gstml (Fig. 19D y E) presentan cambios en su expresion
unicamente por el efecto de la PRL en los astrocitos. Sin embargo, hay que destacar
el efecto aparentemente sumatorio del aumento en la expresion que se presenta en
otras enzimas como, MnSOD, Prdx-6, Gpx-1y Prdx-1 (Fig. 19A, B, Cy F), es decir,
el efecto inducido tanto por la PRL como por el H20x2.
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Figura 19. La PRL induce un aumento en la expresion de enzimas antioxidantes en condiciones
basales y se exacerba bajo estrés oxidativo. Los cultivos de astrocitos tratados con PRL (10 nM)
indujeron un aumento en la expresion de las enzimas antioxidantes: A) Mn superoxido dismutasa,
B) peroxirredoxina 6, C) glutation peroxidasa 1, D) Cu/Zn superédxido dismutasa, E) Glutatién S-
trasnferasa pl y F) Peroxirredoxina 1 en condiciones basales, y este efecto fue exacerbado por
el estrés oxidativo inducido por H202 con 400 uM durante 3 h. Por otro lado, la expresion de G)
Catalasa, H) Glutation S-transferasa u3 y I) hemoxigenasa-1 solo muestra un aumento en su
expresion cuando los cultivos fueron sometidos al insulto con H202. Evaluacion por qRT-PCR.
Los datos son representativos de tres experimentos independientes. El andlisis estadistico se
realizé6 mediante ANOVA de una via, prueba t de Bonferroni; * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001.

6.9 Andlisis de la capacidad antioxidante total de los astrocitos.

Se analiz6 la capacidad antioxidante de los cultivos de astrocitos tratados o no con
PRL y con o sin el insulto con H202. Los mecanismos antioxidantes de las células
incluyen enzimas tales como superdxido dismutasa, peroxirredoxinas, catalasa y
glutation peroxidasa; macromoléculas como albumina, ceruloplasmina y ferritina; y
una serie de moléculas pequefias, que incluyen acido ascorbico, B-caroteno,
glutation reducido, acido urico y bilirrubina (Cayman Chemicals, 2001). La
capacidad antioxidante general considera el efecto acumulativo de todos los
antioxidantes presentes en lisados celulares y proporciona una mayor proteccion
contra el ataque por ROS o RNS. Por ello, se analiz6 la capacidad antioxidante de

los cultivos de astrocitos. Se observd que en cultivos de astrocitos tratados con PRL
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aumentan significativamente su capacidad antioxidante total y este aumento se

exacerbo cuando se les indujo el dafio con H20:2 (Fig. 20).
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Figura 20. Capacidad antioxidante de los astrocitos tratados con PRL y bajo un dafio
oxidativo. Los cultivos de astrocitos se trataron con PRL (10 nM) por 24 h al término
de las cuales se trataron con H202 (400 yM) durante 3 h y se obtuvo el lisado celular
para evaluar los cambios en la capacidad antioxidante general de las enzimas.
Evaluado mediante un ensayo colorimétrico. Los datos son representativos de tres
experimentos independientes. El andlisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA de
una via y la prueba post hoc Bonferroni; ** P <0.01, *** P <0.001.

6.10 La PRL y el H202 aumentan la expresion de GFAP.

Se analizaron los cambios en la expresion del gen de GFAP, encontrando que la
PRL es capaz de inducir un aumento de 1.18+0.5 en la expresion de GFAP, mientras
que el H202 incrementa la expresion 2.62+0.11 y los astrocitos tratados con PRL y
H20:2, incrementan hasta 4.30+0.68 mas la expresion de GFAP, todos comparados

al control (Fig. 21).
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Figura 21. La PRL y el H202 aumenta la expresion de GFAP. Los cultivos de
astrocitos se trataron con PRL (10 nM) por 24 h al término de las cuales se trataron
con H202 (400 pM) durante 3 h y se obtuvo el ARN para evaluar los cambios en la
expresion de GFAP aumenta tanto con la PRL como cuando se induce el dafio con
el H202. Evaluado por gRT-PCR. Los datos son representativos de tres experimentos
independientes. El andlisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA de una via 'y la
prueba post hoc Bonferroni; *P<0.05, ** P <0.01, *** P <0.001.
La astrogliosis es un proceso en el que los astrocitos son reactivos y caracterizados
por un cambio en su morfologia, dependiendo del grado de dafio pueden presentar
poca 0 mucha perdida de sus dominios, por ejemplo: cuando el dafio es alto, los

astrocitos se caracterizan por una hipertrofia.

Para corroborar el resultado anterior, se realizé una inmunocitofluorescencia para
observar la proteina en los cultivos. Encontrando que efectivamente los astrocitos
tratados con PRL presentan un aumento en la proteina GFAP, mantienen su forma
estrellada y con proyecciones bien definidas. En los astrocitos tratados con H20:2 se
observa un aumento mayor en la expresion de GFAP comparado a los tratados con

PRL, presentan morfologia ovoide y sin proyecciones bien definidas. Mientras que
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los astrocitos tratados con PRL y H202, aumentan aun mas la expresion de GFAP,

sin embargo la mayoria mantienen una estructura y proyecciones definidas (Fig.22).

H,0,

Cirl

PRL

Figura 22. Astrogliosis en respuesta al H202 y la PRL. Los astrocitos tratados con PRL
mantienen su morfologia y aumentan la expresién de GFAP. Los astrocitos tratados con H202
aumentan la expresion de GFAP, presentando hipertrofia. Tratados con la PRL (10 nM) por
24 h incrementan su expresién de GFAP y disminuye su hipertrofia cuando son tratados con
H202 (400 pM) por 3 h, todos comparados al control. Microfotografias de
inmunocitofluorescencias tomadas con los objetivos de 4X y 20X.

Tabla 3:
Cuantificacion de la intensidad de rojo para GFAP.
Tratamiento Area en pm?
Ctrl 3023100.75
H20:2 4590430
PRL 4445344
PRL H202 5017240
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6.11 Cambios en la expresion de otros factores relacionados al dafio

inducido por Hz20:.

Se analizaron los cambios en la expresion del gen de Nrf2, ya que se ha reportado
qgue Nrf2 es un factor responsivo al dafio inducido por estrés oxidativo. Se ha
reportado que la activacion y la sobre expresion de Nrf2 especifica de los astrocitos
confiere proteccion contra las ROS a las neuronas; representando un beneficio
adicional, ademas de ser un factor responsivo a la sefializacién del H202. Al evaluar
cambios en su expresion, se encontr6 que el H202 induce un incremento de
0.51+0.17 en la expresion de Nrf2, pero no asi la PRL comparado al control (Fig.
23).

35 -

Expresion relativa de Nrf2
(UA, normalizado al control)

Ctl PRL Ctl PRL
H,0;

Figura 23. Incremento en la expresion de Nrf2 bajo un ambiente pro-oxidante. Los
cultivos de astrocitos se trataron con PRL (10 nM) por 24 h al término de las cuales
se trataron con H202 (400 uM) durante 3 h. Evaluado por qRT-PCR la expresion de
Nrf2 aumenta cuando se induce el dafio con el H202. Los datos son representativos
de tres experimentos independientes. El andlisis estadistico se realiz6 mediante
ANOVA de una via y la prueba post hoc Bonferroni; ** P <0.01, *** P <0.001. (Veces
de cambio).

6.12 Analisis de la transduccion de sefiales del R-PRL en respuesta a la PRL

en los astrocitos corticales.

Los factores de transcripcion, STATS5 y STAT3, forman parte de la via de
sefalizacion canonica activada por la interaccion de la PRL con su receptor.

Principalmente STAT3 se ha descrito como un factor de transcripcion involucrado
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en la regulacion de algunas enzimas antioxidantes como la MnSOD y las Gstm
(Jung et al.,, 2009). Por tanto, se buscé como uno de los posibles factores
involucrados en el efecto protector de la PRL en los astrocitos, ademas de que es
un factor que se comunica con otras posibles vias de sefalizacion involucradas con

la supervivencia celular como PI3K/AKT (R. Wang, Cherukuri, & Luo, 2005).

A B
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Figura 24. La PRL activa la fosforilacion de STAT5 y STAT3. Cultivos de astrocitos fueron tratados
con la concentracion de 10 nM de PRL y las muestras se obtuvieron a los 5, 10, 20, 40 y 60 min, a
las 4 y 24 h y las muestras fueron procesadas y analizadas para la deteccion de A) STAT5
fosforilado, STATS total y B-tubulina y B) STAT3 fosforilado, STATS3 total y 3-tubulina. Encontrando
la fosforilacion tanto de STAT5 como de STAT3.

Se utilizo la técnica de Western blot para detectar cambios en la activacién de
factores de transcripcion STAT5 y STAT3, encontrando que a partir de los 5 min se
observa un incremento significativo en la fosforilacion de STAT5 comparando con
el control. Se mantiene elevado hasta los 20 min, y cuyo pico maximo de
fosforilacién es a los 10 min. Después a los 40 y 60 min la proporcion de STAT5
fosforilado disminuye, pero vuelve a tener un pico a las 4 h respecto al control, el
cual es mucho menor a los observados entre los 5 a los 20 min; a las 24 h la

fosforilacion se pierde hasta casi al nivel basal (Fig. 25A).

Por otro lado, en la fosforilacion de STAT3 se encontré un comportamiento muy
similar. Se observa un incremento gradual en la proporcién de STATS3 fosforilada
respecto a la forma total a partir de los 5 min, que se mantiene hasta los 20 min,
alcanza el pico maximo entre los 10 y 20 min, mientras que a los 40 y 60 min se ve
disminuida la sefal, teniendo un incremento nuevamente a las 4 h con respecto al

control y que se pierde a las 24 h (Fig. 25B). Estos resultados sugieren que la
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activacion del receptor ocurre en los primeros 5 a 10 min, posteriormente la

fosforilacion de STAT5 y STAT3 permanece activo.
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Figura 25. La PRL activa a los factores de transcripcion STAT5 y STAT3. Cuantificacion
densitométrica de la proporcién de la forma fosforilada en comparacion a la forma total de cada
proteina. A) pSTATS5/STATS5 y B) pSTAT3/STAT3. Se analizaron los cocientes de la forma total
entre la B-tubulina manteniendo la relacion de 1, como control de carga, datos no mostrados.
* P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001 vs 0 min, a= P<0.05 vs a 10 min, b= P<0.01 vs a 10 min, c=
P<0.001 vs a 24 h, d= P<0.01 vs a 24 h. (Expresado como veces de cambio).

VIl.- DISCUSION

En el cerebro la PRL se encuentra involucrada en la regulacion del comportamiento
materno, la modulacion de neurotransmision, la atenuacién de las respuestas

emocionales, la mielinizacién, la neurogénesis y de manera importante en la



neuroproteccion (Anagnostou, Reyes-Mendoza, & Morales, 2018; Torner, 2016). En
los trabajos de Morales y colaboradores (2011, 2014) se ha demostrado que el
tratamiento con PRL confiere neuroproteccion a las neuronas hipocampales del
cerebro de roedores hembra contra la excitotoxicidad inducida con acido kainico
(Reyes-Mendoza & Morales, 2016). En otros trabajos realizados en astrocitos se
han reportado efectos protectores de la PRL contra la excitotoxicidad causada por
etanol, asi como por un dafio hipoxico (DeVito & Stone, 1999; Mdderscheim et al.,
2007). Notablemente, en este trabajo determinamos que la PRL ademas puede
ejercer un efecto neuroprotector ante el dafio por estrés oxidativo inducido con H202
mediante el aumento en la capacidad antioxidante de los astrocitos corticales en

cultivo.

El estrés oxidativo se ha asociado con muchas enfermedades neurodegenerativas,
porque el cerebro es particularmente susceptible al dafio oxidativo debido a su alto
consumo de oxigeno y alto contenido de &cidos grasos poliinsaturados (Lu, Hu, Hu,
& Bian, 2008). Aunque las neuronas son mas susceptibles al dafio oxidativo que los
astrocitos, esta claro que el estrés oxidativo también altera las funciones de estas
células gliales (Zhu, 2005). Si éstas Ultimas se ven dafiadas, en consecuencia se
presentara neurodegeneracion, ya que los astrocitos brindan soporte estructural,
trofico y antioxidante a las neuronas (Sheng, Hu, Feng, & Rock, 2014). De aqui
surge la importancia de elucidar las moléculas y mecanismos que protejan la
viabilidad de los astrocitos ante un dafio por estrés oxidativo. Sin embargo, aun
faltaria determinar la magnitud del evento pro-oxidante promovido por el H202 en

estos cultivos.

El H202 es una importante especie oxidativa endégena que participa como segundo
mensajero, en la transduccion de sefales, en la activacion y regulacion de células
inmunes y en la remodelacién de las membranas celulares (Rani et al., 2015). Esta
es eliminada normalmente por las enzimas antioxidantes catalasa y glutation
peroxidasa, pero su produccion puede verse aumentada por diversas razones,
dando lugar a un estado de estrés oxidativo (Lu et al., 2008; Morales, 2011).

Derivado de su relativa mayor estabilidad en comparacién con otras ROS, el H202
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ha sido utilizado como un modelo experimental adecuado para la evaluacion de los
cambios que presentan los astrocitos ante un dafo oxidativo (Sheng et al., 2014;
Zhu, 2005). Es dificil determinar la concentracion fisiolégica de H202 y en general
de las ROS que se tienen tanto dentro como fuera de las células, ya que las ROS
en general son transitorias, debido a su corta vida media y a que pueden aumentar
su produccion debido a la disfuncion mitocondrial que ocurre con la edad. Sin
embargo, algunos estudios han determinado que las concentraciones
basales/fisiologicas de H202 se encuentran dentro del rango de 25-60 puM, y que
concentraciones mayores a 100 uM pueden considerarse como un estado de estrés
oxidativo (Haskew-Layton, Ma, & Ratan, 2010; Sies, 2017).

En las Ultimas décadas la utilizacién de modelos in vitro ha ayudado a obtener gran
parte del conocimiento extendido sobre el rol que desempefian los astrocitos en el
SNC. Los cultivos primarios son el modelo més utilizado debido a que permiten la
manipulacion en tiempo real de los astrocitos para lograr discernir el efecto y los
mecanismos asociados a la respuesta propia de los astrocitos, y que actualmente
son incapaces de lograr con las técnicas in vivo (Du et al., 2010; Norenberg, 2016).
Por lo tanto, en este estudio utilizamos cultivos primarios de astrocitos tratados con
H202 para determinar el efecto y el posible mecanismo de accién de la PRL en los

astrocitos ante un dafo oxidativo.

Se ha reportado en algunos trabajos que los astrocitos son altamente responsivos
a estimulos nocivos y tréficos, lo que se ve reflejado en cambios en la expresiéon de
algunos genes entre los cuales se encuentran S100B, INOS y principalmente GFAP
(Blackburn et al., 2009). De manera semejante a lo descrito en trabajos previos, se
encontré6 que el H202 da lugar a la astrogliosis reactiva, caracterizada por un
incremento en la expresion de GFAP y una morfologia alterada con cierta hipertrofia
en los astrocitos, donde sus procesos se ven reducidos y adelgazados (Lu et al.,
2008; Zhu, 2005). Fue interesante encontrar que la PRL también aumenta la
expresion de GFAP, sin embargo, previene la hipertrofia de los astrocitos y mantiene
su forma poligonal con sus proyecciones y dominios bien definidos. Esto sugiere

gue la activacion de los astrocitos por la PRL es protectora, ya que en otros estudios
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se ha propuesto que la sobre expresion de GFAP puede ser benéfica para los
astrocitos cuando existe algun tipo de dafio hacia la célula, mientras se mantenga
su estructura funcional que permita su funcionamiento adecuado, ya que una de sus
funciones es proteger la organizacion estructural de los astrocitos, a este aumento
se le conoce comunmente como astrocitos reactivos (Lu et al., 2008; Sofroniew &
Vinters, 2010).

Los astrocitos poseen mecanismos de defensa contra el estrés oxidativo, como es
el aumento en la expresion y la actividad de enzimas antioxidantes tales como las
peroxirredoxinas, las superdxido dismutasas, la catalasa, las glutation reductasas y
la Hmox-1 (Bell et al., 2011; Dowell & Johnson, 2013; Haskew-Layton, et al., 2010;
Mitznahuatl, Garcia Arenas, & Nahum, 2016; Quincozes-Santos et al., 2013). En
nuestros resultados se observé que la PRL per se induce un aumento en la
expresion de algunas enzimas antioxidantes relacionadas con la desintoxicacion de
ROS en los astrocitos, como en la MnSOD, la Cu/ZnSOD, la Prdx-6, la Prdx-1, la
GPX-1y la Gstm-1, sugiriendo que la PRL protege a los astrocitos aumentando su
capacidad antioxidante. Mas aun, en el caso de las enzimas MnSOD, Prdx-1, Prdx-
6 y GPX-1el aumento en la expresion inducido por el pretratamiento con PRL es

exacerbado una vez que los astrocitos se someten al dafio oxidativo.

La enzima mitocondrial MNSOD se encarga de dismutar el anion superéxido (O2¢)
para dar origen al H202, el cual es rapidamente reducido a H20 y Oz por las enzimas
GPX-1y Prdx-6; mientras que la enzima citosolica Cu/ZnSOD que también genera
H20:2 a partir del Oz+, el cual es reducido a H20 y Oz por las enzimas Prdx-1 y Gstm-
1. Por lo tanto, nuestro resultados nos sugieren que la PRL confiere proteccién tanto
mitocondrial como citosélica a los astrocitos contra el dafio inducido por estrés
oxidativo. Ahora bien, ¢(Cual de todas estas enzimas es la mas eficaz para
contrarrestar el dafio por estrés oxidativo en respuesta a la PRL? esta pregunta
gueda por ser contestada midiendo la capacidad antioxidante y actividad enzimética

de cada una de ellas.

Existen precedentes, donde se ha observado que la PRL posee propiedades

antioxidantes. En macréfagos y monocitos humanos la PRL incrementa hasta 4.5
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veces la expresion de Hmox-1 comparada al control. Aunque en nuestros resultados
no se observan cambios en la expresion de esta enzima con el tratamiento de PRL,
esto podria deberse al tiempo en que evaluamos su expresion, ya que en este
mismo trabajo reportaron este cambio a las 8 y 16 h, mientras que a las 24 h la
expresion descendia a un valor por debajo del basal (L. Malaguarnera et al., 2005;
Lucia Malaguarnera et al., 2004). En células del epitelio pigmentario retiniano, se
descubrié que la PRL aumenta el nivel de glutation reducido (GSH), que es el
principal antioxidante tiol presente en la célula (Thébault, 2017). Mientras que en
nuestro trabajo encontramos que la PRL incrementd la expresion tanto de GPX-1y
Gstm-1.

En nuestros resultados, el efecto protector de la PRL contra el dafio inducido por el
H202 se debe a un incremento en la capacidad antioxidante total de los astrocitos,
que puede estar directamente vinculado con el incremento en la expresion de las
enzimas antioxidantes, de manera particular en el caso de MnSOD, Cu/ZnSOD,
GPX-1 y Gstm-1. Estos hallazgos refuerzan que la PRL posee un efecto
citoprotector en los astrocitos, aparentemente inducido por el incremento en la

expresion de algunas enzimas antioxidantes.

Se ha reportado que el factor de transcripcion Nrf2 esta intimamente ligado con el
incremento en la expresion de enzimas antioxidantes como mecanismo de defensa
contra el estrés oxidativo en los astrocitos. En ausencia de estrés oxidativo, Nrf2
queda secuestrado en el citosol, donde se une a Keap1l, formando el complejo Nrf2-
Keapl que reprime su translocacion al nucleo. En presencia de agentes que
producen estrés oxidativo Keapl se oxida facilmente debido a su alto contenido de
cisteinas reactivas, liberando a Nrf2, el cual se al nucleo de las células afectadas,
lo que provoca la transactivacion de genes citoprotectores que posean al menos un
elemento de respuesta antioxidante (ARE) (Bell et al.,, 2011; Fainstein, 2003;
Mitznahuatl et al., 2016). Sin embargo, la PRL no modificé la expresion de Nrf2, lo
gue podria indicar que su efecto protector antioxidante no esta siendo modulado por
un aumento en la transcripcion de Nrf2, no obstante, quedaria por determinar si la

PRL modula la activacioén de este factor, favoreciendo que Nrf2 se disocie de Keapl
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y se desplace al ndacleo. Y por ultimo no podemos descartar algan otro posible factor
de trascripcién que pueda responder a este tipo de estimulo, como lo es el factor
inducido por hipoxia-1 (HIF-1).

Encontramos que el efecto protector de la PRL sobre los astrocitos podria ser
mediado directamente a través de la expresion de la isoforma larga de su receptor,
lo que previamente se ha reportado en trabajos anteriores (DeVito, 1992;
Moderscheim et al., 2007). Nuestros resultados indican que el R-PRL es activado
en los astrocitos, ya que en respuesta al tratamiento con PRL se observa un
incremento en la fosforilacion/activacion de la proteina transductora de sefal
STATS5, perteneciente a la via de sefializacion candnica de la PRL Jak2/STATS.
Ademas, también se encontro un incremento en la fosforilacién/activacion del factor
STAT3. Aunado a estos hallazgos, encontramos que la PRL por si misma induce un
aumento en la expresion de su propio receptor que es exacerbado en condiciones
de estrés oxidativo. Un fendmeno semejante ha sido reportado en la glandula
mamaria, donde se observé que durante el periodo de lactancia la sefalizacién de
la PRL se amplifica (Bridges et al., 2011). Mientras que en otros reportes la PRL
induce el mantenimiento de la sefializacion en cancer de mama (Swaminathan,
Varghese, & Fuchs, 2008). Por otro lado en el higado y en la prostata se ha
reportado que la induccion en la expresion de RPRL mantiene activa su sefializacion
(Kloehn et al., 2001; Pascual-Mathey et al., 2016; Yu et al., 2013).

Aungue los mecanismos celulares por los cuales la PRL protege a los distintos tipos
celulares no se comprenden completamente, se sabe que sus mecanismos de
accion estan dados a través de la activacion de distintas vias de sefializacion y no
solo por la Jak2/STATS. En el caso de los astrocitos, la PRL regula la activacion de
la proteina quinasa C (PKC) promoviendo la proliferacién celular (DeVito et al.,
1993). Ademas, la PRL participa en la supervivencia celular en cancer mamario y
en cancer de ovario a través de la activacion de la via de sefalizacion de PI3K/Akt
(Swaminathan et al., 2008); via que se ha propuesto como un posible mecanismo
regulador de las acciones antioxidantes de la PRL en la retina (Thébault, 2017).

Aungue nuestros resultados muestran la activacion de la via de sefalizacion de
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STAT5 y STAT3, no podemos descartar que algunas otras vias de sefializacion
puedan estar involucradas en la supervivencia celular y en el efecto antioxidante de
la PRL o incluso que la induccion de otros factores como citocinas que inducen la

fosforilaciéon de STAT3, como lo proponen los estudios referidos.

Por otra parte, se ha relacionado la fosforilacion del factor STAT3 con un aumento
en la expresion de GFAP en los astrocitos. La activacion de receptores
pertenecientes a la superfamilia de citocinas por ligandos como la Interleucina 6, el
factor neurotrofico ciliar (CNTF) y factores troficos y de crecimiento, desencadena
la activacion de la ruta de la JAK-STAT, que conduce a la translocacién de STAT3
al nacleo, el cual se une directamente al promotor de GFAP promoviendo su
expresion, lo que conlleva a cambios morfolégicos de los astrocitos (Robel et al.,
2011). En concordancia, nuestros resultados muestran un incremento en la
expresion de GFAP inducido por la PRL quien a su vez activa la fosforilacion de
STAT3 pudiendo ser esta una de las vias involucradas en el efecto protector de la

viabilidad celular de los astrocitos por parte de la PRL.

Finalmente, los resultados obtenidos podrian contribuir a entender porque durante
el periodo de gestacion y de lactancia, en el que ocurre un aumento en la produccién
y liberacion de PRL en el SNC, a pesar de que se presenta un aumento en el
metabolismo celular y en la excitabilidad neuronal lo que genera un estado de estrés
oxidativo y de excitotoxicidad en el cerebro de las hembras, estas no presentan
neurodegeneracion (Anagnostou et al., 2018; Bole-Feysot et al., 1998; Reyes-
Mendoza & Morales, 2016). En otras palabras, un estado de hiperprolactinemia
fisiol6gica, cuando las hembras son sometidas a un aumento en el estrés oxidativo
provocado por un incremento en el metabolismo, pueden estar protegidas del dafio
gracias a la induccién en la liberacion y sintesis de la PRL que actia sobre los
astrocitos para aumentar la concentracion de factores antioxidantes y su capacidad

antioxidante.
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VIII.- CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos, se concluye que la PRL es un factor de supervivencia
para los astrocitos, ya que preserva la viabilidad celular de estos cuando son

sometidos al dafio inducido por estrés oxidativo (H202).

La PRL aumenta la expresion de GFAP, pero protege la morfologia de los astrocitos,
disminuyendo la astrogliosis causada por dafio inducido con H202, el cual también
induce un aumento de GFAP, de Nrf2 y de algunas enzimas antioxidantes, como
respuesta de defensa por parte de los astrocitos ante el dafio por estrés oxidativo.
Sin embargo, la PRL no modificé la expresion de Nrf2, por lo que su efecto protector
no podria estar siendo regulado de manera transcripcional a través de este factor.
Sin embargo, no se descarta que la PRL active Nrf2 promoviendo su disociacién de

Keapl su translocacion al nucleo.

Los efectos ejercidos por la PRL son mediados a través de su receptor, el cual es
expresado por los astrocitos, por lo tanto, estos pueden ser blanco de las acciones
protectoras de la PRL. La activacion del R-PRL en los astrocitos fue evidenciada
por la fosforilacion de los factores de transcripciéon STAT5 y STATS3, los cuales han
sido ampliamente descritos y relacionados con las acciones de la PRL mediadas

por su receptor.

La activacion de vias de sefalizacion puede modificar la transcripcion de genes. La
PRL induce tanto el aumento en la expresion de su receptor como en la expresion
de distintas enzimas antioxidantes. Encontramos que aumenta la expresion de
MnSOD, GPX-1, Prdx-6, Cu/ZnSOD, Gstml y en la Prdx-1, las cuales estan
involucradas en la dismutacion y reduccion de los radicales superéxido, peroxido de
hidrogeno mitocondrial y citosomal. Esto en condiciones basales y exacerbadas
ante un dafio oxidativo. Mas aun estos incrementos en la expresion de las enzimas
antioxidantes sugieren a una mayor capacidad antioxidante total de los astrocitos.
Por lo que sugerimos que las acciones protectoras de la PRL en los astrocitos
pueden estar mediadas por el aumento en la expresion de las enzimas antioxidantes

y el incremento en la capacidad antioxidante total.
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