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RESUMEN

Introduccion: En el sistema nervioso central (SNC) se encuentran diferentes tipos
celulares, tales como las neuronas y las células de la glia. Todas estas células
participan, directa o indirectamente, en el proceso de sinapsis. Este proyecto se
centra en el estudio de los astrocitos. Los astrocitos son células de la glia que
tienen funciones importantes en la sinapsis, como captar neurotransmisores para
reciclarlos. Uno de estos neurotransmisores es el glutamato (Glu). Los astrocitos
captan el Glu y, gracias a la enzima glutamina sintetasa (GS), lo convierten en
glutamina (GIn) para liberarla al espacio extracelular y asi sea captada por las
neuronas. Este proceso se conoce como el ciclo glutamina-glutamato, y esta
intimamente ligado a vias metabdlicas como la cadena transportadora de electrones
(CTE). La CTE se trata de la principal via por la que se genera energia en forma de
adenosin trifosfato (ATP, por sus siglas en inglés), y tiene lugar en la mitocondria.
La rotenona es un inhibidor del complejo | (CI) de la CTE, asi que se utiliza
ampliamente para estudiar el dafio mitocondrial.

Objetivo: Determinar los cambios que se presenten en la expresion de la GS en
cultivos de astrocitos de rata tratados con rotenona.

Metodologia: Se obtuvieron cultivos primarios de astrocitos a partir de cerebelo de
ratas Wistar de 7-9 dias. Los cultivos se trataron con diferentes concentraciones de
rotenona. Posteriormente se realizaron ensayos de viabilidad (Calceina AM), se
midi6 la expresidon de las enzimas GS por el método de western blot e
inmunofluorescencia. De igual manera se midi6 la actividad del Cl a los 30 minutos,
1 hora y 24 horas, para verificar la inhibicion con rotenona. Con el fin de verificar la
pureza y dafio de los cultivos, se realiz6 la deteccion fluorescente de la proteina
acida glial fibrilar (GFAP, por sus siglas en inglés) para localizacion de los astrocitos.
Resultados: El tratamiento con rotenona disminuyé la viabilidad celular y la
expresion de las proteinas GS y tubulina. La actividad del CI sélo disminuye en el
tratamiento de 30 minutos y después de pierde el efecto (1 y 24 h).

Conclusion: La rotenona disminuyo significativamente la expresion de GS y al verse

afectada podria perturbar la homeostasis de Glu y Glu.



1. INTRODUCCION

1.1 Sistema nervioso
El sistema nervioso es uno de los sistemas mas complejos e interesantes que

existen en el reino animal, tiene caracteristicas muy especificas que lo hacen unico.
En ciertos animales el sistema nervioso es muy simple, pues consta de células y
fibras en un tejido. Pero en la mayoria de los animales el sistema nervioso es mas
complejo y organizado®. En el caso de los humanos, el sistema nervioso es el
sistema de mayor control. Es responsable de la sincronizacién de las partes del
cuerpo, la integracién de la actividad fisioldgica, la interpretacion de estimulos y la
actividad intelectual, incluyendo la memoria y el razonamiento abstracto?.
Anatomicamente se divide en sistema nervioso central (SNC), el cual consta del
cerebro y de la médula espinal; y sistema nervioso periférico, que consiste en
nervios craneales y nervios espinales. Funcionalmente, se divide en Sistema
Nervioso Soméatico y Sistema Nervioso Auténomo3. Debido a que el presente
estudio se centro en células del SNC, se hara énfasis en esta informacion. En el
SNC se encuentran diferentes tipos celulares, tales como las neuronas y las células
de la glia (astrocitos, microglia, oligodendrocitos). Todas estas células participan
directa o indirectamente en el proceso de sinapsis, es decir, la comunicacion entre

dos neuronas?.

1.2 Células gliales
Las células de la glia son células no neuronales del SNC, que son esenciales para

el buen funcionamiento del sistema nervioso. Las neuronas y la glia, estan en
constante comunicacion, tanto en condiciones normales, como en condiciones
patoldgicas*. Se consideran células gliales a: astrocitos, oligodendrocitos, microglia
y células positivas a NG2°. En primera instancia, se creia que las células gliales sélo
eran células de soporte, sin embargo, se ha demostrado que tienen importantes
funciones en el SNC: participan en el desarrollo y migracion de las neuronas,
algunas células gliales secretan factores tréficos y de crecimiento, que son
importantes para la plasticidad neuronal; los oligodendrocitos producen vainas de

mielina que recubren a los axones de las neuronas; la microglia se encarga de



remover particulas después de una lesién y tiene funciones asociadas a la
respuesta inmune, mientras que los astrocitos se encargan de mantener la
homeostasis y el microambiente3. Este proyecto se centra en el estudio de los

astrocitos, por lo que a continuacion se presentara informacion acerca de ellos.

1.3 Astrocitos
Los astrocitos son células de la glia del SNC que morfolégicamente, tienen una

forma estrellada y se comunican con las sinapsis y con vasos sanguineos®’.
Forman una red de células dentro del SNC y se comunican con las neuronas para
sustentar y modular muchas de sus actividades®. Entre las funciones de los
astrocitos destacan: la liberacion de sustancias como adenosin trifosfato (ATP) y
precursores de glutamato (Glu), participan en el desarrollo del sistema nervioso,
participan en la sinaptogénesis, no solo durante el desarrollo, sino también después
de alguna lesion del SNC, aumentan la actividad sinaptica hasta 100 veces,
comparando a un ambiente falto de astrocitos, regulan el flujo de sangre, juegan un
papel importante en la barrera hematoencefalica, entre otras funciones®. En general,
existen dos tipos de astrocitos: fibrosos y protoplasmicos®’, se esquematizan en la

Figura 1y sus caracteristicas se resumen en la Tabla I:

Astrocitos protoplasmicos Astrocitos fibrosos
Localizacion Sustancia gris del SNC Sustancia blanca del SNC
Diametro del 15-25 um 10-12 pm
cuerpo celular
Caracteristicas | Prolongaciones relativamente Prolongaciones finas y
generales cortas y muy ramificadas, que largas, que pueden estar

estan en contacto con los somas | en contacto con vasos
y las prolongaciones neuronales. | sanguineosy con la

Numerosas mitocondrias en el superficie del SNC.
citoplasma. Los microtubulos y Fribrillas compuestas por
filamentos intermedios estan GFAP.

distribuidos de forma laxa.
Fibrillas compuestas por GFAP.

Tabla I. Realizada a partir de informacién de Welsch et al., (2014)’. Comparacion
de astrocitos fibrosos y astrocitos protoplasmicos. Proteina acida glial fibrilar (GFAP,

por sus siglas en inglés); sistema nervioso central (SNC).



Astrocito fibroso

Astrocito protoplasmatico

Capilar sanguineo

Figura 1. Tipos de astrocitos. Imagen tomada y
modificada de Welsch et al. (2014).

Se puede decir que éstas son las categorias clasicas en las que se encasillan a los
astrocitos, sin embargo, la morfologia y funciones de los astrocitos difieren entre las
diferentes regiones del cerebro.

En esta investigacion, se estudiaron astrocitos de una region en particular: el
cerebelo. De acuerdo con Palay y Chan-Palay (1974)!° hay tres tipos de astrocitos
en el cerebelo:

1. Astrocitos protoplasmicos denominados “velate”. astrocitos con forma
estrellada, se encuentran generalmente en la capa granular.

2. Astrocitos protoplasmicos lisos: menos comunes, se encuentran en la capa
granular y en la capa celular. Se caracterizan por tener procesos largos y
radiados, sin apéndices laminares.

3. Glia de Bergmann: astrocitos unipolares localizados alrededor de los somas

de las células de Purkinje.

Si bien existen diferentes tipos de astrocitos, todos tienen algo en comun: su

metabolismo.



1.4 Los astrocitos y sus vias metabdlicas

Como se menciono anteriormente, el intercambio de metabolitos entre los astrocitos
y las neuronas es importante para que el cerebro mantenga su homeostasis, pues
los astrocitos aportan nutrientes, ATP y precursores de neurotransmisores. Tal es
el caso del Glu, el cual es el principal neurotransmisor excitatorio del SNC. El Glu
parece desempefar una funcién importante en la plasticidad sinaptica, el
aprendizaje y la memoria. Sin embargo, el Glu también puede ser una potente
excitotoxina neuronal en una amplia gama de condiciones, induciendo la muerte
neuronal rapida o progresivall. La via principal en la produccién de novo del Glu es
a partir de la glucosa y a partir de la transaminacion de un intermediario del ciclo de
los acidos tricarboxilicos, el
a- cetoglutarato. El reciclaje del Glu se
da gracias a la accion de la enzima
glutamina sintetasa (GS). La sintesis de

novo del Glu se da gracias a una enzima

lamada alanina aminotransferasa, la

Glu cual se expresa en astrocitos, perono en
neuronas (Figura 2)1214. Para entender
VGLUT3 GS (Fig )
, como es que funciona el reciclaje de
Vesicula Gin

metabolitos, como el Glu, es necesario
Citosol tener un contexto acerca de cémo es el

metabolismo de las células en general,

Membrana plasmatica . L.
es por ello por lo que a continuacion se

Figura 2. Vias metabdlicas de los
astrocitos. Imagen tomada y modificada
de Rose (2013). Glucosa (Glu), piruvato metabolicas.

(Pyr), piruvato carboxilasa (PC),
oxaloacetato (OAA), mitocondria (mito)
a-cetoglutarato (a-KG), alanina

aminotransferasa (AAT), glutamato

(Glu), glutamina (GIn), glutamina

sintetasa (GS).

presentara informacion de algunas vias



1.5 Glucolisis

Glucdlisis

Glucosa .
2ADP - - 2ZNAD
+2p, \ |/
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Figura 3. Esquema de la glucdlisis y las vias
anaerobios y aerobias. Tomada de Voet & Voet
(2011). Ciclo de Krebs (CK).

1.6 Mitocondria

En la glucdlisis, se convierte una
molécula de glucosa en dos
moléculas de piruvato. En este
proceso se generan 2 moléculas
de ATP. En condiciones
anaeroébicas ocurre la
fermentacion  alcohdlica  en
levaduras, mientras que en el
musculo se da la fermentacion
lactica. En condiciones aerdbicas,
el piruvato es oxidado a H.O y
CO2 por medio del ciclo de Krebs
y la fosforilacion oxidativa
(Figura 3)%. La glucdlisis precede
el ciclo de Krebs y la fosforilacion
oxidativa, dos vias metabolicas
que tienen lugar en la

mitocondria.

La produccion de energia en las células eucariontes, mediante un metabolismo

aerobico, esta a cargo de la mitocondria, en ella se llevan a cabo la mayor parte de

las reacciones oxidativas en la célula, se obtiene ATP a partir de aminoacidos,

glucosa y acidos grasos. El metabolismo de acidos grasos, glucosa y glucégeno

comienzan en el citosol, y posteriormente contindan su oxidacion en la mitocondria,

por lo que el buen funcionamiento de este organelo es indispensable para que se

lleven a cabo estas funciones. Las mitocondrias se encuentran en movimiento y

estan repartidas de modo uniforme. Su tamafio es variable, pero se estima que mide

0.5 micrometros de didmetro y 10 micrémetros de largo cuya forma es elipsoidal.



Complejos
proteicos de
laCTE

Membrana externa

Membrana interna

El nUmero de mitocondrias puede variar
en cada tejido u érgano, dependiendo de
su metabolismo. Las mitocondrias
presentan una doble membrana, la
externa y la interna, y ésta dUltima

presenta crestas mitocondriales en las

que se llevan a cabo reacciones de la

Crestas
mitocondriales

cadena transportadora de electrones
(CTE) y de la fosforilacion oxidativa. El

Espacio
intermembranal

espacio entre la membrana externa y la
Matriz

mitocondrial membrana interna se denomina espacio

intermembranal. En el espacio

intermembranal se genera un gradiente
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Figura 4. Mitocondria y sus funciones.
Imagen creada en Biorender.com.

electroquimico, el cual permite la sintesis
de ATP. Por otra parte, el espacio
delimitado por la membrana interna se ha
designado como matriz mitocondrial, en
la que ocurren reacciones del metabolismo oxidativo, ya que se encuentran iones

inorganicos, sustratos y cofactores (Figura 4).

1.7 Ciclo de Krebs
También recibe el nombre de ciclo de los acidos tricarboxilicos. Este ciclo consta de

pasos catalizados por las enzimas: citrato sintasa, aconitasa, isocitrato
deshidrogenasa, a-cetoglutarato deshidrogenasa, succinil-CoA sintetasa, succinato
deshidrogenasa, fumarasa y malato deshidrogenasa. Las reacciones comienzan a
partir de una molécula de piruvato, la cual es metabolizada a acetil-CoA por la
enzima piruvato deshidrogenasa, de esta manera se incorpora al ciclo. En este ciclo
una secuencia de oxidaciones y reducciones transfieren la energia potencial en la
forma de electrones a coenzimas portadoras de electrones, sobre todo al NAD*. El

ciclo de Krebs, en su conjunto se puede apreciar que por cada dos moléculas de



acetil-CoA que ingresan en él, se liberan cuatro moléculas de CO> mediante la
descarboxilacion, se producen seis moléculas de NADH y dos moléculas de FADH:
mediante reacciones de oxidacion y reduccién y se generan dos moléculas de ATP
mediante la fosforilacion a nivel de sustrato. Muchos de los productos del Ciclo de
Krebs son utilizados en otras vias metabdlicas, por ejemplo, en la biosintesis de
amino&cidos'®. Como se menciond anteriormente, el a-cetoglutarato, intermediario
del ciclo de Krebs, es convertido en Glu a partir de una reaccion de transaminacion.
La glucdlisis y el ciclo de Krebs son pasos predecesores a la fosforilacion oxidativa,
proceso mediante el cual, las células generan energia en forma de ATP. Este
proceso se lleva a cabo en la mitocondria. Los astrocitos requieren una alta cantidad
de ATP, por lo cual la fosforilacién oxidativa es fundamental para las funciones de

estas células del cerebro.

1.8 Cadena transportadora de electrones
La energia necesaria para generar ATP se obtiene de la oxidacion de NADH y

FADH: a través de la CTE, la cual consta de una serie de complejos proteicos por
donde pasan los electrones de menor a mayor potencial de reduccion'®. Los
complejos proteicos que conforman la CTE son: el complejo | (Cl) o NADH
deshidrogenasa, complejo Il o Succinato Deshidrogenasa, complejo 11l o Coenzima
Q-Citocromo Oxidorreductasa, complejo IV o Citocromo C-Oxidasa y la ATP sintasa,

la cual algunos autores la consideran como complejo V.

Consiste en una secuencia de moléculas transportadoras capaces de provocar
reacciones de oxidacion y reduccion. A medida que los electrones viajan a lo largo
de la CTE se produce una liberacion gradual de energia que se utiliza para la

generacion quimiosmoética de ATP (Figura 5)6:17,
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Figura 5. Esquema de la CTE. Imagen tomada y modificada de
Nelson & Cox (2017).

Como la mitocondria es la fuente de ATP, y los astrocitos requieren de alta cantidad
de ATP, esto da una explicacion de por qué la hipoglicemia y los inhibidores de la
CTE causan muerte en estas células?®.

Ademas de la glucdlisis y el ciclo de Krebs, existe una via por la cual el Glu se puede
reciclar: el ciclo glutamina-glutamato. En este estudio, se pretende observar la
deficiencia de la mitocondria y su implicacién en procesos metabolicos, como el ciclo
glutamina-glutamato, al inhibir el CI de la CTE al afiadir rotenona, por lo que se

explicaran detalles del Cly de la rotenona.

1.9 Complejo | o NADH deshidrogenasa

Fspacio Complejol

merfmembranal - S Se trata de un complejo proteico, de
( = < Mt aproximadamente 980 kDa compuesto de 42
‘ :;/fi';"s” il cadenas  polipeptidicas  diferentes  en
( ,‘f mamiferos'’. Contiene como grupo prostético
/P’\‘ . una molécula de flavin mononucleotido (FMN).

NADH + H* e Ce':r:ros

Dentro de su estructura también se pueden

encontrar conjuntos de hierro-azufre, éstos

Figura 6. Complejol'o NADPH tienen actividad redox y participan en el

deshidrogenasa. Imagen tomada
de Nelson & Cox (2017).




transporte de electrones (Figura 6). Su funcion, en general, es pasar electrones de
NADH a la Coenzima Q?.

1.10 Rotenona
La rotenona (Figura 7) es una toxina extraida de plantas de los géneros

Lonchocarpus y Derris, la cual es utilizada por ciertos grupos étnicos para
envenenar peces, ademas de emplearse en la agricultura como plaguicida, el cual
se ha descrito que ejerce efectos toxicos a nivel celular, pues tiene la cualidad de
inhibir el Cl de la CTE. El mecanismo de accion de la rotenona consiste en bloquear
la transferencia de electrones de los centros hierro-azufre del Cl a la ubiquinona,
generando un bloqueo en la fosforilacién oxidativa, con una consecuente
disminucién en la produccién de ATP'>19, Ademas de afectar la funcién de la
mitocondria, la rotenona también afecta a otros procesos celulares, tales como la
estabilidad de los microtubulos, la homeostasis del calcio, genera estrés oxidante,
altera los mecanismos de respuesta al dafio de DNA, la funcion proteosomica, altera

la respuesta inflamatoria, induce apoptosis y afecta el ciclo celular®.

\
Rotenona H CH,

Figura 7. Estructura quimica de la rotenona. Imagen
tomada de Voet & Voet (2011).
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1.11 Ciclo glutamina-glutamato

A partir de una molécula de glucosa, se obtienen dos moléculas de piruvato, las

cuales entran al ciclo de Krebs. El a-cetoglutarato es un intermediario del ciclo de

Krebs, a partir del cual, se puede obtener Glu, el cual es metabolizado a glutamina

(GlIn) gracias a la accién enziméatica de la GS, que se encuentra exclusivamente en

astrocitos. La GIn sale del astrocito para ser captada por las neuronas, donde se

puede volver a convertir en Glu gracias a la enzima glutaminasa, que se expresa

mayormente en neuronas?'. El Glu sale de las neuronas y asi, se vuelve a

internalizar en los astrocitos, es por ello que se denomina ciclo GIn-Glu (Figura 8).

El Glu también es precursor de GABA (4cido gamma-aminobutirico)??,

neurotransmisor inhibitorio.

Los niveles intracelulares de Glu y GIn dependen de la actividad de numerosos

Glucosa
J'L>‘_ Glucégeno
lactato & P|ruvato Lactato
ac. CoA \ ac.CoA
CO2 <« COJ
/ o OAA
citr citr
( A
a- KG
GABA «- — —glu > 5'"
v, 4
\glu Ciclo gin-glu H
v ¢
\gln - gln

Figura 8. Vias metabdlicas relacionadas con el ciclo
glutamina-glutamato. Tomada de Schousboe & Sonnewald
(2016). Acetil Coenzima A (ac. CoA), oxaloacetato (OAA),

citrato (citr), malato (mal), a-cetoglutarato (a-KG),

glutamato (glu), glutamina (gin).

procesos enzimaticos
como: produccion
citosolica de la GIn a partir
del Glu gracias a la GS;
produccion de Glu a partir
de la GIn gracias a la
enzima glutaminasa,;
conversion  mitocondrial
del Glu a a-cetoglutarato
en reacciones de
desaminacion oxidativa y
transaminacion. La Glny el
Glu se encuentran en
cantidades micromolares
en el sistema circulatorio
(~30-500 pM), mientras
que en otras regiones
celulares como el citosol y

la matriz mitocondrial se
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encuentran en cantidades milimolares?!. Existen en equilibrio porque son
consumidos y producidos en numerosas reacciones bioquimicas interrelacionadas.
El estudio del Glu es importante, pues se trata del principal neurotransmisor
excitatorio en el SNC. Alrededor del 80-90% del Glu liberado en la sinapsis, se
recicla por medio de la GS?3. Ademas, una remocién inadecuada de glutamato
puede desencadenar procesos de muerte neuronal. Este proceso es conocido como

excitotoxicidad y se ve implicado en diversas enfermedades neuroldgicas?“.

1.11.1 Glutamina sintetasa
Se trata de una enzima citosélica de astrocitos (aunque no exclusiva, se expresa

mayormente en estas células), cuya reaccion depende de ATP. Como ya se

menciono, su funcion es la de formar GlIn a partir de Glu (Figura 9).

L-glutamato + ATP + NH} — &~ %~ _, AP 1 P, + L-glutamina

Figura 9. Reaccion de la enzima GS. Imagen tomada de Kazmiruk (2017).

Durante la sinapsis, alrededor del 80% del Glu es reciclado gracias a la GS?. En
los astrocitos es una enzima muy importante para el metabolismo del Glu, de GABA
y del amoniaco?®. El amoniaco es un metabolito que se produce principalmente en
el sistema gastrointestinal mediante la degradacion de proteinas y la desaminacion
de aminoéacidos!. Este tiene la capacidad de cruzar las membranas plasmaticas a
través de difusiéon, canales y transportadores?®, por ello podria trascender al
cerebro. Este 6rgano es susceptible al aumento de amoniaco, de manera que la GS

previene la toxicidad y disfuncién neurol6gica®.
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2. ANTECEDENTES

Como se menciond anteriormente, los astrocitos regulan la homeostasis del Glu,
que alavez es precursor de GABA, de manera que la participacion de los astrocitos
es fundamental para mantener la neurotransmisioén del cerebro. El Glu debe ser
removido del espacio extracelular y a la vez debe haber un reabastecimiento de éste
dentro de la terminal presinaptica'*. El ciclo glutamina-glutamato es el proceso
mediante el cual los astrocitos logran remover el Glu del espacio extracelular y
reabastecer a las neuronas con GIn, mediante la conversion de Glu a GIn a través
de la enzima GS. Dicho esto, la GS se convierte en una parte importante para
mantener el equilibrio de la neurotransmisién, es por ello por lo que la disfuncién de
la enzima puede estar involucrada en desordenes neurolégicos.

La GS se ha asociado en diversas enfermedades y desordenes neurodegenerativos
tales como Parkinson, Alzheimer, esquizofrenia, encefalopatia hepatica, hipoxia,
depresion, epilepsia y retinopatia diabética (Figura 10)4.

EP EA Esquizofrenia

_ Encefalopatia
Diabetes en laGS hepatica

Alteraciones

Epilepsia Depresion Hipoxia

Figura 10. Trastornos asociados con la GS. Tomada de
Rose (2013). Enfermedad de Parkinson (EP), enfermedad de
Alzheimer (EA).

En un modelo de Parkinson generado a través de 6-hidroxidopamina (6-OHDA) en
ratas Sprague-Dawley?’, se midié el nivel de expresién de GS en el estriado

mediante inmunohistoquimica y se observé que habia una disminucion de la
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expresion de la proteina aunado a un aumento en los niveles de Glu. Se menciona
gue existe una excitacion neuronal inducida por el aumento del Gluy que ello puede
contribuir a los temblores presentados en su modelo de Parkinson, lo cual esta
estrechamente relacionado con la actividad de la GS.

La actividad de la GS en tejido post-mortem de pacientes diagnosticados con
posible Alzheimer?® era menor a comparacion del tejido post-mortem de personas
sin la enfermedad en aproximadamente un 27%. Los autores discuten que la
disfuncién de la GS puede potenciar la citotoxicidad de las placas amiloides
mediante excitotoxicidad por Glu. Esto va de la mano con los resultados
encontrados por Olabarria y colaboradores?®, donde encuentran que una
disminucion de la expresibn de GS se asocia con la presencia de placas de
B-amiloide en un modelo triple transgénico de la enfermedad de Alzheimer en
ratones.

Los niveles de expresion proteica de GS medida a través de western blot, se
encontr6 baja en tejido post-mortem de pacientes diagnosticados con
esquizofrenia®. En la discusion los autores sefialan que la actividad o expresion de
la enzima tiene notables efectos en la transmision glutamatérgica, asi que un
decremento en la enzima puede ocasionar una menor capacidad de reciclaje del
Glu.

Gracias a que la GS esta involucrada en la desintoxicacion de amoniaco en el
cerebro y este metabolito es regulado por el ciclo de la urea en el higado, se ha
ligado con una enfermedad conocida como encefalopatia hepatica, la cual surge
cuando el higado no es capaz de eliminar las toxinas de la sangre'4. Ademas, se ha
demostrado que un incremento en los niveles de amoniaco en el cerebro provoca
una mayor actividad en la GS3L.

Los cerebros de lechones a los cuales se les indujo hipoxia, presentaron una
disminucion en la tincion de GS en regiones susceptibles a esta condicion®?. Los
autores discuten que esto podria exacerbar la toxicidad del Glu y del amoniaco. No
obstante, la respuesta de la enzima ante la hipoxia parece depender del érgano o
tejido en el que se encuentre, pues en musculo e higado de ratas Wistar sometidas

a estrés hipdéxico se encontré una mayor actividad de la GS33.
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En cerebros post-mortem de personas con depresion se observo que disminuyo el
nivel de mRNA del gen GLUL (el cual codifica para la proteina GS)3*. Los autores
proponen que, ademas del sistema serotoninérgico, otros sistemas de
neurotransmision como el glutamatérgico y el GABAérgico, pueden estar alterados
en la depresion.

En el estudio de Eid y colaboradores®® se encontré que en tejido de pacientes con
epilepsia existia una disminucion de la GS. Los autores mencionan que la
acumulacién del Glu extracelular podria desencadenar las convulsiones en la
epilepsia del 16bulo temporal medial y que la deficiencia de la GS puede ser la base
molecular de la acumulacién del Glu.

En ratas Sprague Dawley con diabetes inducida por estreptozotocina se observo
una disminucién en la actividad y expresion de mRNA de la GS?®¢. La GS se expresa
también en la glia de Muller en la retina, asi que un desbalance en la actividad de la
enzima puede llevar al dafio en la retina.

De acuerdo con lo anterior, se ha observado que la GS esta afectada en diversos
desordenes y enfermedades neurodegenerativas, sin embargo, aun no se sabe qué
es lo que ocasiona los cambios en la enzima. Un indicio podria recaer en la
mitocondria, pues la actividad de la GS depende de ATP y este organelo es el
principal productor de este nucleétido. De esta manera, si existiera algun dafio en

la mitocondria, la actividad de la GS es posible que se vea perjudicada.
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3. JUSTIFICACION

Se ha observado que la expresion y actividad de la GS se encuentran disminuidas
en enfermedades y desérdenes neurodegenerativos, pero no se ha descrito qué es
lo que ocasiona esta diminucién, por lo tanto, es importante conocer las vias que
pueden alterar el funcionamiento de la GS y asi ayudar al entendimiento de la
fisiopatologia de estas enfermedades y/o desérdenes. Ademas, el papel de los
astrocitos ante un dafio causado por rotenona no esté del todo esclarecido, pues la
mayoria de las investigaciones con este inhibidor se realizan con neuronas o células
similares a neuronas (PC12, SH- SY5Y, RGC- 5) por tanto, resulta un buen campo
de investigacion, pues esto podria ayudar a entender los mecanismos moleculares

de dafio causado por rotenona en ceélulas astrociticas.

4. HIPOTESIS

Debido a que la rotenona es un inhibidor del CI de la CTE, utilizado para estudiar
dafio mitocondrial, si se les adiciona este compuesto a los cultivos de astrocitos,
entonces habra un cambio en la enzima GS, pues el ciclo glutamina-glutamato (en
el cual participa la GS) esta estrechamente relacionado con las vias metabdlicas de

la mitocondria.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Determinar los cambios que se presenten en la expresion de la GS en cultivos de

astrocitos de rata tratados con rotenona.
5.2 Objetivos particulares

» Estudiar la toxicidad de la rotenona en cultivos primarios de astrocitos de rata
* Medir la expresion de la enzima GS en cultivos primarios de astrocitos de rata
tratados con diferentes concentraciones de rotenona.

* Medir la actividad del Cl de la CTE, para evaluar el efecto de la rotenona.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales
La poli-D-lisina, la gentamicina, la DNasa y la rotenona se adquirieron de Sigma

Aldrich (St. Louis, MO, EUA). El suero fetal bovino, el medio de cultivo DMEM, y el
antibidtico-antimicotico, se adquirieron de Gibco (Waltham, MA, EUA). La calceina
AM, se obtuvo de Life Technologies (Eugene, OR, EUA). La leche descremada
(Skim Milk 232100) se obtuvo de Difco (NY, EUA). Los anticuerpos anti-glutamina
sintetasa (ab80779), anti-PCNA (ab18197), anti-VDAC1 (ab15895), anti-tubulina
(ab80779) y el secundario policlonal de cabra anti-raton se obtuvieron de Abcam
(Inglaterra, Reino Unido). El sistema de deteccion quimioluminiscente Immobilon
Western Chemiluminescent HRP Substrate se adquirio de Millipore (Burlington,
Massachusetts, EUA). Las membranas de polifluoruro de vinilideno (PVDF, por sus
siglas en inglés Polyvinylidene difluoride) se consiguieron de BioRad (CA, EUA) y el
inhibidor de proteasas (Halt Protease Inhibitor Cocktail, EDTA-Free, 87785) se
obtuvo de Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, EUA). El dimetilsulfoxido se
obtuvo de Productos Quimicos del Sur S.A. de C.V. (CDMX, México)

6.2 Animales

Para todos los experimentos, se utilizaron ratas de la cepa Wistar de 7 a 9 dias de
edad, las cuales fueron proporcionadas por el bioterio del Instituto Nacional de
Neurologia y Neurocirugia “Manuel Velasco Suarez”. Todos los procedimientos se
apegaron a la norma oficial mexicana NOM-062-Z00-1999, asi como a la NOM-
062-Z00-1999 para la disposicion de residuos biologicos. Numero de aprobacion
del Comité Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL):

19/17. Se siguio el método experimental mostrado en la Figura 11.

Preparacion de cultivos primarios
Astrocitos de cerebelo de rata Wistar entre 7 y 9 dias

Tratamiento con rotenona: Control (0 M), 0.1 uM, 1 uM
10 uM, 50 uM y 100 uM durante 24 h
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6.3 Cultivo primario de Astrocitos
El método utilizado fue de acuerdo con Garcia Serafin & Orozco Ibarra (2016)%’.

Brevemente, se decapitod rapidamente a la rata y se extrajo el cerebro, el cual se
coloc6 en solucion Tyrode con rojo fenol y se realiz6 la diseccion de cerebelo.
Después el tejido se disgregd mecanicamente con agujas calibre 21y 27G en medio
Tyrode, se incub6 durante 15 minutos a 37°C y se centrifug6 a 550 g durante 5
minutos. Las células se suspendieron en DMEM suplementado con suero fetal
bovino al 10% y penicilina/estreptomicina 1% y se sembraron en frascos de
poliestireno de 75 cm? previamente tratados con poli-D-lisina. Las células se
incubaron a 37°C en una atmosfera con 5% CO2/95% aire. El medio se cambié 24
horas después y posteriormente dos veces por semana.

6.4 Subcultivo de astrocitos

Método basado en (Garcia Serafin & Orozco Ibarra, 2016). Entre 15 y 20 dias
después de preparar el cultivo primario se preparé un subcultivo. Con el fin de
eliminar células de la glia, se agitaron los frascos a 180 rpm durante 24 horas.
Posteriormente, los astrocitos se retiraron con una solucion de tripsina al 0.5%
agitando por 5 minutos a 37°C. El numero de células se estimd por exclusion de
azul tripano y se sembraron en placas de 24 pozos y en cajas de 60 mm?, con una
densidad de 1.6x10* células/cm?. Las imagenes de campo claro se obtuvieron con
un microscopio invertido (CKX41, Olympus).

6.5 Tratamiento de células con rotenona

Para el tratamiento con rotenona se utilizo el subcultivo, en un periodo maximo de
3 dias de haberlo preparado. Se utilizé una solucién concentrada de rotenona
disuelta en dimetilsuféxido con una concentracion de 100 mM, del cual se tomaron
5 uL y se disolvieron en 5 mL de medio de cultivo para formar una solucion con una
concentracion de 100 uM de rotenona. Después se hicieron diluciones seriadas con
el medio de cultivo para obtener concentraciones de 50, 10, 1y 0.1 uM. Para poner
el tratamiento, se retird el medio de cultivo de las células y se les agreg6 el medio
de cultivo con las diferentes concentraciones de rotenona. Las células se expusieron
a rotenona por un periodo de 30 minutos, 1 hora o 24 horas. Sin embargo, la

evaluacion de viabilidad celular por calceina, los niveles de expresiéon de proteinas
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por western blot y las fluorescencias soélo se realizaron después del tratamiento de
24 horas. La actividad del CI se midi6 después de 30 minutos, 1 hora o 24 horas
después de la exposicién con rotenona.

6.6 Método de viabilidad de Calceina AM

La Calceina AM es un compuesto hidrofébico no fluorescente que es permeable
para membranas de células vivas intactas. La hidrdlisis de la Calceina AM por la
accion de enzimas intracelulares denominadas esterasas, produce Calceina, un
compuesto hidrofilico y fluorescente que se retiene en el citoplasma de las células
(Figura 12)%.

Calceina

Calceina AM
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| enddgenas %
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Compuesto hidrofébico Excitaciéon/ Emision Compuesto hidrofilico
facilmente absorbido por ~495 nm/ ~515 (permanece en el citosol de
las células células con membranas
intactas).

Figura 12. Esquematizacion de la accion de las enzimas esterasas.
Tomado y modificado de Inc., R. D. S. Calcein AM (2007).
Cell Viability Assay.

Después de las 24 horas del tratamiento, se quito el medio con rotenona, se hicieron
lavados con solucion Tyrode y se adicion6 una solucién de calceina AM, se incubo
a 37°C por media hora y la fluorescencia se ley6 con ayuda de un lector de placas
multimodal (Sinergy HT, Biotek, Winooski, VT, EUA).
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6.7 Obtencion de lisados celulares
Al terminar el tratamiento con rotenona, las células sembradas en cajas de 60 mm?

se utilizaron para la obtencion de lisados celulares, para ello se decantd el medio
de las cajas Petri, se hicieron 3 lavados con solucion salina, se agregaron 50 L de
solucién amortiguadora RIPA con inhibidor de proteasas. Se incubé en hielo durante
5 minutos. Se retir6 el amortiguador con ayuda de un raspador, para recuperar el
lisado y se almacenaron las muestras a -80°C hasta su uso.

6.8 Western blot

La concentracién de proteina se determind utilizando el método de Lowry . Las
proteinas se separaron por un gel SDS-PAGE (sodium dodecyl
sulfatepolyacrylamide gel electrophoresis, por sus siglas en inglés) al 10% para
transferirse a una membrana de PVDF. Después de bloquearse por 2 h en leche
descremada al 5%, la membrana se incubo con un anticuerpo monoclonal de raton
anti-glutamina sintetasa (GS, 1:5000) a 4°C durante una noche. Después de
lavados con PBS-T, las membranas se incubaron con anticuerpo secundario
policlonal de cabra anti-ratén (1:5000) por 1 h'y se volvieron a realizar lavados con
PBS-T. Se utilizé un sistema de deteccion quimioluminiscente y las bandas se
visualizaron en el equipo Fusion FX (Vilber, Collégien, Francia). Se realiz6 un
analisis densitomeétrico utilizando el programa ImageJ (National Institute of Health,
MD, EUA).

6.9 Medicién de actividad del ClI mitocondrial

Para la medicion del Cl, se utilizaron lisados celulares. Previo al procedimiento, se
prepar6 una mezcla de reaccion que consiste en albumina sérica bovina,
decilubiguinona, NADH, 2,6 diclorofenolindofenol, antimicina A, cianuro de potasio
y amortiguador de fosfatos.

Se utiliz6 una placa de 96 pozos; en cada pozo se colocaron 5 pL de la muestra de
lisado celular, después se afadié la mezcla de reaccion y se leyé a 600 nm con
ayuda de un lector de placas multimodal (Sinergy HT, Biotek).

6.10 Inmunofluorescencia

Las muestras en cubreobjetos se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente

con anticuerpo Alexa Fluor 488 anti-ratén, dilucién 1:200. Se realizaron lavados con
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PBS y posteriormente se afiadid Vectashield con DAPI (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, EUA) para montar los cubreobjetos sobre portaobjetos con resina
de montaje. Las imagenes de GFAP se tomaron con un microscopio de
epifluorescencia (Eclipse E200, Nikon). Las imagenes de GS, VDACL1 y tubulina se
obtuvieron con un Lector Multi-Modal con Captura de Imagenes Celulares
(Cytation 5, Biotek).

6.11 Analisis estadistico

Para el andlisis estadistico se ocupé un analisis de varianzas (ANOVA) seguido de
una prueba post-hoc Dunnet y se consideraron diferencias significativas a los
valores iguales 0 menores a p<0.05. Todos los valores se muestran como promedio
+ error estandar de la media (EEM). Las pruebas estadisticas se realizaron en el
programa Prism 6 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA).
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7. RESULTADOS

7.1 Toxicidad de rotenona en cultivos de Astrocitos

7.1.1 Imagenes de campo claro

Para observar el efecto de la rotenona sobre la morfologia de las células se tomaron
imagenes de campo claro, las cuales se muestran en la Figura 13. Se pueden
observan imagenes representativas de campo claro de astrocitos tratados con
diferentes concentraciones de rotenona. Los astrocitos sin tratamiento revelan una
morfologia estrellada y prolongaciones fuertes y largas, extendiéndose por todo el
campo visual (Figura 13 a). En las concentraciones de 0.1 uM y 1 uM (Figura 13 b
y 13 c respectivamente), los astrocitos parecen estar relativamente normales, sin
embargo, a partir de 10 uM de rotenona (Figura 13 d), los astrocitos comienzan a
encoger sus prolongaciones (Figura 13 d y 13 e) hasta perder su forma, como se
puede observar en la Figura 13 f. Ademas, se observan menos células, pues a
medida que mueren se despegan de la superficie y flotan en el medio (Figura 13 d,
13 e, 131).

Figura 13. La rotenona afecta la morfologia de los astrocitos. Imagenes
de campo claro, aumento 10x. Astrocitos tratados con rotenona por 24 h.
a)0uM b) 0.1 uM ¢)1 uM d) 10 uM €) 50 uM f) 100 pM.
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7.1.2 Fluorescencia de Calceina

Para determinar la viabilidad de las células ante el tratamiento se utilizé un método
bioquimico (ensayo de calceina AM), cuyos resultados se muestran en la Figura 14.
En las concentraciones 0.1 y 1 uM de rotenona no se observa un cambio con
respecto al control, pero a medida que va aumentando la concentracion de rotenona
se puede apreciar una la disminucién de fluorescencia de calceina, la cual es
estadisticamente significativa con respecto al control. Estos resultados concuerdan
con lo observado en las imagenes de campo claro, donde en las primeras dos
concentraciones probadas no se observa un cambio morfolégico en las células, sino

hasta las concentraciones mas altas de rotenona.

Calceina
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Concentracion (uM)

Figura 14. El tratamiento con rotenona reduce la viabilidad de los
astrocitos alas 24 h en forma dependiente de la concentracion.
Media + EEM, n=6. **p<0.01 y ***p<0.001 vs. control.
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7.2 El tratamiento con rotenona disminuye la actividad del Cl sélo en tiempos

cortos

Dado que la rotenona es el inhibidor por excelencia del Cl, se midio la actividad
enzimatica de éste a través de un método bioquimico para observar el efecto de la
toxina. Las células se incubaron 30 minutos, 1 hora y 24 horas con diferentes
concentraciones de rotenona, tal y como se describe en la seccidon de materiales y
métodos. El efecto inhibidor sélo se registr6 en tiempos cortos (30 minutos), y
después se perdio; sélo hubo diferencia significativa en la concentracién de 100 uM
con respecto al control. En los tratamientos de 1y 24 h, aparentemente la actividad

del CI disminuye, pero no se encontré diferencia significativa (Figura 15).
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7.3 La rotenona disminuye la expresion de diversas proteinas

7.3.1 Inmunofluorescencia

El efecto de la rotenona sobre proteinas de citoesqueleto, citosélicas y de la
mitocondria se observo mediante la técnica de inmunofluorescencia. Se muestran
imagenes representativas de fluorescencia de las proteinas GS, tubulina, GFAP,
VDAC1 y DAPI -para marcar nucleos celulares-, en astrocitos tratados con las
diferentes concentraciones de rotenona. En la Figura 16 se puede observar la marca
del anticuerpo GFAP, el cual es especifico para astrocitos. En la Figura 16 a se
encuentran astrocitos sin tratamiento y se puede observar una marca clara para
GFAP y DAPI. Los astrocitos muestran morfologia estrellada, caracteristica de este
tipo celular y también se pueden observar prolongaciones fuertes. En la Figura 16
b y 16 c todavia se pueden ver prolongaciones fuertes y los astrocitos aun
conservan su forma, sin embargo a partir de la Figura 16 c, se puede apreciar que
se va perdiendo la marca para GFAP. En la Figura 16 d y 16 e se comienza a ver
una deformacion en la forma de los astrocitos y también parecen encogerse. En la
Figura 16 f se puede observar que se va perdiendo la marca para GFAP, aunque

todavia se puede apreciar al fondo.

Figura 16. La rotenona disminuye la fluorescencia de GFAP. Imagenes de
fluorescencia aumento 40x. Astrocitos, tratamiento con rotenona por 24 h. a) 0 uM
b) 0.1uM c) 1 uM d) 10 puM €)50 pM f) 100 M.
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La Figura 17 representa imagenes de inmunofluorescencia de la proteina tubulina.
En la Figura 17 a se puede apreciar la forma alargada de los astrocitos, con
prolongaciones largas y una marca fuerte de la proteina. El tratamiento con rotenona
parece disminuir la expresién de la proteina, ya que entre mayor concentracion,
menos intensa es la marca fluorescente. Desde la concentracion 0.1 yuM (Figura 17
b) se puede apreciar una menor tincién, también se puede observar la pérdida de
prolongaciones y pareciera que los astrocitos se retraen, lo cual también se puede
observar en la concentracion de 1 pM y de 10 pM (Figura 17 c y 17 d,
respectivamente). En ésta Ultima concentracion, la marca de la tubulina se localiza
principalmente alrededor del nacleo. En la concentracion 50 uM (Figura 17 e) la
marca de tubulina es casi imperceptible, mientras que en la concentracion 100 uM

(Figura 17 f) la tincion se pierde casi por completo.

Tubulina/ {7 Tubulina/

Tubulina/

Tubulina/

Tubulina/ Tubulina/

Figura 17. La rotenona disminuye la fluorescencia de tubulina. Imagenes de
inmunofluorescencia aumento 40x. Astrocitos, tratamiento con rotenona por 24 h.
a)0uM b) 0.1 uM ¢)1 uM d) 10 uM €e) 50 pM f) 100 uM. Barra de escala =100 pm.
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En la Figura 18 se muestran imagenes de inmunofluorescencia de la proteina GS.
La expresion de la proteina no parece disminuir de manera signficativa conforme
aumenta la concentracion de rotenona, soOlo es posible observarlo en las
concentraciones de 50 y 100 uM (Figura 18 e y 18 f, respectivamente). También se
puede observar marca de la proteina en el ndcleo, aunque principalmente se

observa alrededor de éste, ya que es una proteina citosolica.

Figura 18. La rotenona parece no disminuir la fluorescencia de GS. Imagenes
de fluorescencia aumento 40x. Astrocitos, tratamiento con rotenona por 24 h.
a)0uMb) 0.1 uMc) 1 pM d) 10 uM €) 50 pM f) 100 uM. Barra de escala = 100 pm.

Las imagenes de fluorescencia de la proteina VDAC1 se muestran en la Figura 19.
En el control (Figura 19 a) y en la primera concentracion de rotenona (Figura 19 b)
se puede observar la marca para la proteina a lo largo de la célula, sin embargo, a
partir de la concentracion 1 uM (Figura 19 c) la marca esta alrededor del ndcleo. La
expresion de la proteina no parece disminuir conforme aumenta la concentraciéon de
larotenona, incluso pareciera aumentar en la concentracion 1 uM (Figura 19 c¢), pero
en las concentraciones de 0.1, 10, 50 y 100 uM (Figura 19 b, 19 d, 19 e y 19 f,

respectivamente), no se ve una disminucién significativa en la fluorescencia.
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Cabe recalcar que la marca fluorescente de DAPI no parece disminuir en intensidad
conforme aumenta la concentracion de rotenona. La forma de los nucleos tampoco
parece cambiar con el tratamiento, lo cual indicaria que la rotenona no afecta

nucleos celulares.

VDAC-1/

VDAC-1/ VDAC-1/ VDAC-1/

Figura 19. La rotenona parece no disminuir la fluorescencia de VDAC1.
Aumento 40x. Astrocitos, tratamiento con rotenona por 24 h. a) 0 uM b) 0.1 puM
c) 1 uM d) 10 uM e) 50 uM f)100 uM. Barra de escala =100 pm.

7.3.2 Western blot
Una vez que observamos las proteinas en células fijadas, se us6 el método de

western blot para cuantificar. Se muestra una imagen representativa de la deteccion
de las proteinas GS, tubulina, GFAP y VDAC1 por western blot. En la Figura 20 se
observa que la expresion de algunas de estas proteinas va disminuyendo conforme
aumenta la concentracion de rotenona. Como control positivo se utilizd
homogenado de rifion y como control de carga la proteina nuclear PCNA (antigeno
nuclear de células en proliferacion). Se observé que todas las proteinas tienen una
tendencia a disminuir al aumentar la concentracion de rotenona, pero la disminucion
sélo fue significativa estadisticamente para GS y tubulina. La excepcion es la
concentracion de 1 uM para GFAP y VDAC1, donde la expresion parece aumentar
con respecto al control. La GS mostré una disminucion con diferencia significativa

en todas las concentraciones, excepto en 1 upM. La tubulina so6lo presento
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diferencias significativas con respecto al control en la concentraciéon mas alta de

rotenona. Tanto GFAP como VDAC1 no mostraron diferencias significativas con

respecto al control.
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Tubulina/PCNA

VDAC-1/PCNA

1.2
1.0
0.8
0.6
0.4+
0.2

0.0~

55 kDa

50 kDa

42 kDa

31 kDa

29 kDa

Tubulina

| é&l *
1 10

VDAC-1

110

densitometria. Media £ EEM, n=6. *p<0.05 vs control.

29



8. DISCUSION

El dafio en la mitocondria se ha asociado a enfermedades neurodegenerativas®’, es
por ello por lo que en este trabajo se utilizé la rotenona, pues es un inhibidor del ClI
mitocondrial. Sin embargo, de manera sorprendente, no se encontré0 una gran
inhibicion del Cl en astrocitos al ser tratados con rotenona, pero si se observé una
desestabilizacién en el citoesqueleto, disminucion en los niveles de expresion de
proteina GS, y al parecer reduce, aunque no de manera significativa, la cantidad de

mitocondrias (indicado por la disminucién en los niveles de expresiéon de VDAC1).

El dafio observado en el citoesqueleto concuerda con el trabajo de Chernivec et.
al.*!, ya que demostraron que la rotenona desestabiliza el citoesqueleto en células
de la amiba Dictyostelium discoideum, despolimerizando tanto microtubulos como
filamentos de actina. En las neuronas los axones poseen grandes cantidades de
microtubulos y Feng*? propuso que la despolimerizacion de éstos causa mas dafio
en los procesos que en el soma debido a que la sintesis de tubulina puede
restablecer rapidamente la formacién de microtabulos en el cuerpo celular, pero no
en los procesos mas alejados. Un mecanismo similar podria ocurrir en los astrocitos,
ya que la tubulina también se distribuye a lo largo de sus prolongaciones; de esta
manera también se explicaria el acortamiento de las células ante el tratamiento de
rotenona en este estudio. Ademas, el cambio en la morfologia de las células puede
ser debido a que la rotenona se une a la tubulina y causa inhibicion de la formacion
de microtubulos®.

Otra explicacion de cdmo la rotenona afecta la tubulina, es mediante la inhibicién
del CI: los procesos de plegamiento de la tubulina requieren ATP y GTP, y debido
a que la inhibicion del CI mitocondrial reduce la producciéon de ATP, eso puede
generar un mal plegamiento de la proteina*’. No obstante, es necesario medir la
cantidad de ATP en los cultivos de astrocitos para poder asegurar que existe un mal
plegamiento debido a una menor produccién de ATP.

La despolimerizacién de microtubulos también interrumpe el transporte vesicular y

se ha demostrado que los defectos en el transporte mediante microtubulos juegan
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un papel importante en enfermedades neurodegenerativas**. El transporte de Glu y
GIn se genera via vesicular, de modo que el ciclo glutamina-glutamato también
podria verse afectado en este modelo de dafio con rotenona.

En este trabajo se observdé que la viabilidad de los astrocitos disminuyé
significativamente a partir de la concentracion de 10 pM. Se ha descrito que la
rotenona disminuye la viabilidad en células tales como PC12%, la linea celular
RGC- 5%, la linea celular de neuroblastoma SH- SY5Y#’ y otros tipos celulares, sin
embargo, se han realizado muy pocos estudios con rotenona en astrocitos, la mayor
parte se enfocan en células neuronales o lineas celulares derivadas de neuronas.
El presente estudio pretende indagar la respuesta de los astrocitos ante la rotenona,
un inhibidor de la CTE, el cual afecta a las neuronas dopaminérgicas*, pero muy
poco se sabe de la participacion de los astrocitos en estos casos.

El proceso predominante de muerte celular causada por rotenona en astrocitos
podria ser la apoptosis, ya que en las imagenes de campo claro se observan
caracteristicas como retraccion de prolongaciones y acortamiento de la célula, asi
como pérdida de unién celular*®%° . Esto concuerda con el trabajo de Li et. al.>,
guienes demostraron que en la linea celular HL-60 la rotenona causa apoptosis por
un aumento de las especies reactivas de oxigeno. Sin embargo, para poder afirmar
gue la rotenona causa muerte por apoptosis en astrocitos, se necesitarian hacer
ensayos como medicion de actividad o expresion de caspasas, fragmentacion de
DNA, medicion del potencial de membrana y ensayo de TUNEL, entre otros. La
rotenona causa muerte celular en diferentes tipos de células*>475253 a pesar de
ello, el mecanismo de muerte depende del tipo celular®.

Como se menciond anteriormente, la inhibicion del Cl en astrocitos no fue tan
severa, pues solo se registré diferencia significativa en el tratamiento de 30 minutos
en la concentracién 100 uM con alrededor de un 30% de inhibicion. Esto es contrario
a lo esperado, pues la rotenona es el inhibidor por excelencia del Cl. Ademas, en
estudios como el de Barrientos & Moraes*® si se registré una menor actividad del ClI
en células human xenomitochondrial cybrids (HXC) expuestas a rotenona, pero
cabe recalcar que la actividad se midié en mitocondrias aisladas. Es posible que, en

astrocitos, el Cl no sea el Unico blanco de la rotenona, sino que a nivel celular afecta
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también al citoesqueleto y otras zonas de la célula ademas de la mitocondria.
También resulta interesante que el efecto inhibitorio sélo se registre en periodos
cortos -en este caso en 30 minutos- y que se pierda conforme pasa el tiempo -como
se observo en los tratamientos de 1y 24 h-. Una explicacion de la pérdida del efecto
puede ser la degradacion de la rotenona, ya que este compuesto es fotosensible y
termosensible®® y durante los experimentos la rotenona estuvo parcialmente
expuesta a laluz y se incub6 a 37°C, y la rotenona comienza a degradarse a partir
de los 35°C> por lo que pudo ser un factor para que se degradara y se dejara de
observar el efecto inhibitorio.

A diferencia de lo que indican estudios previos, en los que la linea celular glioma de
rata (C6) el tratamiento durante 4 h con rotenona incrementd la expresion de
GFAP®®, en el presente trabajo se encontr6 que la expresion de esta proteina tiende
a disminuir, aunque sin diferencia significativa, ante la exposicion al inhibidor. Esto
podria ser congruente con el hecho de que la rotenona desestabiliza el
citoesqueleto, pues también es notable la disminucién de la expresion de la tubulina.
En las imagenes de fluorescencia es posible apreciar que la expresion de la GS no
disminuy0 tan drasticamente como la de las proteinas mencionadas anteriormente,
sin embargo, la distribucion de la proteina cambia con el tratamiento, pues en el
control se localiza a lo largo del citoplasma, mientras que, en los tratamientos con
rotenona, su distribucion parece ser mas perinuclear. De manera interesante, los
niveles de expresion de proteina de GS medidos por western blot, si disminuyeron
significativamente en casi todas las concentraciones de rotenona.

El tratamiento con rotenona también podria afectar la cantidad de mitocondrias,
pues en el western blot se observé una tendencia a disminuir en la expresion de la
proteina VDAC1 (aunque no es estadisticamente significativo), sin embargo, para
poder afirmar esto se tendrian que hacer pruebas como MitoTracker o deteccion de
ATP sintasa por métodos como inmunofluorescencia o western blot. A pesar de que
en los resultados de western blot se observa que VDACL1 tiende a disminuir, en las
imagenes de fluorescencia, la marca de esta proteina parece que no se reduce, por

ello seria adecuado utilizar los métodos anteriormente mencionados.
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Por otra parte, la marca para DAPI no parece disminuir en las imagenes de
fluorescencia, tampoco se observé un cambio notable en la morfologia nuclear.
Ademas, en el western blot de PCNA no se observé tampoco una gran disminucion
de la expresion de la proteina, estos resultados confirman que la rotenona no afecta

el nucleo de las células, al menos en un tratamiento de 24 h.

9. CONCLUSIONES

El tratamiento con rotenona afecto a los astrocitos de diversas maneras: cambio su
morfologia, disminuy0 la viabilidad con un efecto dependiente de la concentracion;
disminuy® la expresion de las proteinas GS y tubulina.

Al verse afectada la GS en los astrocitos, podria desencadenar la desregulacion de
la homeostasis del Glu y la GIn, lo cual a su vez podria afectar la neurotransmision
y ser una posible causa de la fisiopatologia de enfermedades neurodegenerativas.
La disminucion de las proteinas GFAP y tubulina se puede interpretar como un dafio
en el citoesqueleto de los astrocitos.

El efecto de la rotenona como inhibidor del CI en astrocitos solo fue observable en
un corto tiempo de 30 minutos, mientras que en tratamientos mas largos (1 y 24 h)
el efecto se perdio. Posiblemente la rotenona tenga otros blancos en estas células
antes de llegar a la mitocondria, sin embargo, hace falta investigacion al respecto.
La rotenona parece no afectar los nucleos de los astrocitos, asi que proteinas
nucleares podrian ser buenos controles de carga o marcadores de estas células en

tratamientos con esta toxina.

10. PERSPECTIVAS

e Utilizar un rango mas amplio de concentraciones de rotenona.

e Medir la cantidad de ATP producida en la CTE de los astrocitos con las

diferentes concentraciones de rotenona.
e Medir la actividad de la GS con las diferentes concentraciones de rotenona.

e Medir la expresion de los transportadores de Glu.
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11

12

Comparar los mismos parametros en cultivos de neuronas y/o co-cultivos de
neuronas y astrocitos para tener un panorama mas amplio del ciclo

glutamina-glutamato.
Medir los niveles de Glu y GIn, tanto intra como extracelulares.

Realizar ensayos de apoptosis como como medicién de actividad o expresion
de caspasas, fragmentacion de DNA, medicion del potencial de membrana,
ensayo de TUNEL.

Medir cantidad de mitocondrias mediante métodos como MitoTracker o a

través de la deteccion de proteinas especificas, tal como la ATP sintasa.
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