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Estrofa X

iPatria, Patria! tus hijos te juran
exhalar en tus aras su aliento,
si el clarin, con su bélico acento
los convoca a lidiar con valor.
jPara ti las guirnaldas de oliva!
iUn recuerdo para ellos de gloria!
iUn laurel para ti de victoria!

iUn sepulcro para ellos de honor!

(Fragmento del Himno Nacional Mexicano;
Francisco Gonzalez Bocanegra, Letra
y Jaime Nuné Roca, Musica).

Letrilla IX

De mi desdicha me fio,
de fortuna nada espero,
si no es algun mal postrero,
que sera el primer bien mio:
no corra mas tras desvio,
y por no quedar corrido,
yo he hecho lo que he podido;

Fortuna, lo que ha querido.

(Fragmento de Letrillas Satiricas;
Yo he hecho lo que he podido;
Fortuna, lo que ha querido.
Francisco de Quevedo 1580-1645)



Cronica de mente

Cuando me miré al espejo, me veia
Cuando senti palpitar mi pecho, temia
Aparecieron mis diablos y me seguian

Observaba al mundo, y el mundo reia

Castigaba a mi mente con la verdad
Y mi mente decia que no sobreviviria
Recibia miradas de odio y frialdad

Eran animales con hambre de mi vida

Era un gato asediado por perros en jauria
Lo supe todo, pero nada probaria
Observé como, de sus hocicos, caia saliva

Eran mi carne y mis huesos lo que querian

Cerré mis ojos buscando paz
Pero los ojos de mi alma intuian
Me crearon trampas, pero no caia

Huia de ellos y otros mas aparecian

Entonces, supe que jamas me dejarian
El terror de mi faz tampoco se iria
Se iba el tiempo, pero ellos volvian

Eran mis amigos, mis maestros, mi familia

Desde entonces supe que estaba loco
Supe que la locura no acabaria
Supe que el destino me seguia

Disfruté, entonces, de la cruel agonia

Después recordé que el pez por su boca
muere
Y de esa misma manera, yo, con mi alma,
Hoy, mafiana, pasado mafiana,

O cualquier otro dia, al polvo volveria

Pero esa sera historia de otro dia.

Rodrigo M. Arofa
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Resumen

La vasoinhibina es un fragmento resultante del corte proteolitico de la
prolactina. La vasoinhibina promueve acciones proapoptéticas y antiangiogénicas
sobre las células endoteliales. Esta hormona actia también sobre los lactotrépos
adenohipofisiarios promoviendo su apoptosis, sobre las neuronas sensoriales
blogueando el crecimiento neuritico, y sobre las células de feocromocitoma PC12
blogueando la diferenciaciébn y sobrevivencia. Ademdés, la administracién
intracerebroventricular de vasoinhibina induce comportamientos de ansiedad y
depresion, a través de mecanismos celulares aun desconocidos. En este trabajo,
exploramos si las neuronas del sistema nervioso central son blanco de las acciones
de la vasoinhibina. Usamos cultivos primarios de neuronas del hipocampo de
ratones de 16 dias de edad gestacional para evaluar las acciones proapoptoticas
de la vasoinhibina. Los cultivos neuronales fueron tratados con vasoinhibina
recombinante humana o su correspondiente vehiculo en el dia In vitro 1. Luego de
24, 48 y 72 horas de tratamiento con concentraciones de 5, 10 y 20 nM de
vasoinhibina, evaluamos la densidad celular a través del conteo de células.
Después, utilizando las imagenes de una inmunocitoquimica para BllI-tubulina
realizamos la cuantificacién del porcentaje de neuronas a las 72 h de incubacion,
ya sea, con concentraciones de 5, 10, 20 y 40 nM de vasoinhibina, con
concentraciones de 10, 20 y 100 nM de prolactina, o coincubando la vasoinhibina
20 nM con algunas concentraciones de prolactina (20 y 100 nM). También
evaluamos la activacion de la caspasa 3 por inmunocitoquimica a las 4, 16 y 24

horas del tratamiento con una concentracién de 20 nM de vasoinhibina. Asimismo,
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evaluamos la muerte por apoptosis mediante el ensayo de TUNEL y la expresion de
genes relacionados a la apoptosis por RT gPCR en cultivos de neuronas a 24 horas
de tratados con vasoinhibina (20 nM) o vehiculo. Para probar la especificidad de la
vasoinhibina sobre las neuronas, como experimentos de pérdida de funcion
secuestrando a la vasoinhibina, se hicieron tratamientos en cada experimento
usando un anticuerpo anti vasoinhibina, al6kDa PRL. La vasoinhibina en
concentraciones de 10 y 20 nM disminuy6 la densidad celular de los cultivos a las
72 h de incubacion, en forma dependiente de la concentracion. El porcentaje de
neuronas disminuyd en todas las concentraciones usadas de vasoinhibina (5, 10,
20y 40 nM) y el area de BllI-tubulina disminuy6 solo con la concentracién de 40 nM
de vasoinhibina. La prolactina solo mostr6 efecto en la concentraciéon de 100 nM
revirtiendo los efectos deletéreos de la vasoinhibina sobre las neuronas en cultivo
primario, asi como protegiéndolas de la muerte espontanea. Los cultivos mostraron
sefal doble-positiva para neuronas y caspasa 3 activa, asi como una caracteristica
morfologia apoptotica. La vasoinhibina también increment6 el porcentaje de
neuronas en apoptosis e incremento la expresion relativa de genes proapoptoticos
como BAD, BIM, BAX y PUMA, comparado con el vehiculo. En todos los
experimentos realizados el al6kDa PRL bloqued los efectos de la vasoinhibina.
Estos resultados muestran que las neuronas del hipocampo son blanco celular de
las acciones proapoptoéticas de la vasoinhibina. Si bien, queda por determinar las
implicaciones fisiopatolégicas de estas acciones proapoptéticas de la vasoinhibina

sobre las neuronas del hipocampo.
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Abstract

Vasoinhibin is a prolactin fragment resulting from a posttranslational cleavage
that possess antiangiogenic effects involving proapoptotic and atrophic actions on
endothelial cells. Proapoptotic actions of vasoinhibin have also been reported in
adeno-hypophyseal lactotrophs, and atrophic actions on primary sensory neurons
and PC12 pheochromocytoma cells. In addition, the intracerebroventricular
administration of vasoinhibin induces behaviors associated with anxiety and
depression, although their cellular target in the central nervous system is unknown.
In this work, we explored whether central nervous system neurons are responsive
to vasoinhibin. We used primary hippocampal neuronal cultures from E16 mice to
assess the proapoptotic actions of vasoinhibin. These neuronal cultures were
treated with human recombinant vasoinhibin or the corresponding vehicle at day 1
In vitro. Cell density was assessed by cell counting after 24, 48 and 72 h of treatment
with 5, 10 and 20 nM vasoinhibin. After that, we quantified the percentage of neurons
using images of the immunocytochemical detection of Blll-tubulin after 72 hours of
treatment either with 5, 10, 20 or 40 nM vasoinhibin, with 10, 20 or 100 nM prolactin,
or vasoinhibin 20 nM in coincubation with prolactin at two concentrations (20 and
100 nM). Caspase 3 activation was assessed by double immunocytochemical
detection for cleaved caspase 3 and Blll-tubulin at 4, 16 or 24 hours after 20 nM
vasoinhibin treatment. Cultures were treated with 20 nM of vasoinhibin or vehicle to
assess both, apoptotic cell death by TUNEL dye and apoptosis related gene

expression by RT-gPCR after 24 hours of treatment. To test vasoinhibin specificity
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upon neurons, we performed experiments sequestering vasoinhibin as a loss of
function experiment, using an anti vasoinhibin antibody, a16kDa PRL. Vasoinhibin
(10 and 20 nM) diminished cell density after 72 h of treatment in a concentration-
dependent manner. The percentage of neurons decreased with all concentrations
used (5, 10, 20 and 40 nM) and Blll-tubulin area was diminished with 40 nM
vasoinhibin. Only 100 nM prolactin showed effects by reversing the deleterious
actions of vasoinhibin, as well as protecting the neuronal spontaneous cell death in
our primary cultures. Cultures showed neurons with positive signal for caspase 3
and the characteristic apoptotic-like shape. Also, vasoinhibin increased the
percentage of neurons in apoptotic process and increased the expression of
proapoptotic genes BAD, BIM, BAX and PUMA compared to vehicle. In all
experiments performed with a16kDa PRL the effects of vasoinhibin were prevented.
These results show that hippocampal neurons are targets of the proapoptotic actions
of vasoinhibin. However, further investigation is needed to understand the
pathophysiological implications of these proapoptotic actions of vasoinhibin on

hippocampal neurons.
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Introduccion

La vasoinhibina es un fragmento peptidico generado por el corte proteolitico
de la prolactina (PRL; 1-3). Nuevas funciones antiangiogénicas de la PRL han sido
descritas a través de su fragmentacion en residuos N-terminal, de ahi que se ganara
su nombre como vasoinhibina (4-7). El factor antiangiogénico, la vasoinhibina, no
solo es capaz de detener el ciclo celular en diferentes fases bloqueando la
proliferacion celular (8), sino que también puede ejercer acciones antiangiogénicas
activando el mecanismo de apoptosis In vitro e In vivo (4). La vasoinhibina puede
activar la apoptosis en las células endoteliales de la vena umbilical de humano y de
los capilares del cerebro bovino mediante la participacion de la familia de proteinas
de linfoma de células B-2 (B cell ymphoma-2, BCL-2) relacionadas con la apoptosis
(9) e inducir la activacion de la apoptosis dependiente de las caspasas, en las
células endoteliales de los capilares de la corteza adrenal bovina (10). Asimismo, la
vasoinhibina estimula la regresion mediada por apoptosis de los vasos hialoideos
en los ojos de ratas neonatas (11). Ademas, la vasoinhibina también mostr6 tener
acciones proapoptéticas y antiproliferativas dependientes del estradiol, sobre los

lactotropos de la adenohipdfisis (12).

Se conoce que la vasoinhibina puede interferir con la activacion de las vias de
sefalizacion de las proteinas quinasas activadas por mitdgeno (mitogen-activated
protein kinases, MAPK) y de la proteina quinasa B (protein kinase B, AKT) en las
células endoteliales (13-17), en las células neuronales sensoriales (18) y en las
neuronas de la linea celular PC12 (19). Aunque la naturaleza quimica y estructural

del (los) receptor (es) de la vasoinhibina no es completamente esclarecida hasta

16



ahora, se sabe que las acciones de la vasoinhibina no ocurren a través del receptor
de la PRL (PRLR, por sus siglas en inglés; 20). Se conoce que la vasoinhibina
antagoniza de manera funcional las acciones troficas, proliferativas y en pro de la
sobrevivencia celular estimulada por algunos factores de crecimiento, interfiriendo
con las vias mencionadas anteriormente (4-6). Adicionalmente, en ratas, la
vasoinhibina induce comportamientos relacionados a la ansiedad y a la depresion
después de ser administradas de forma intracerebroventricular (21), aunque hasta
ahora no se han establecido los mecanismos moleculares ni los blancos celulares
para estas acciones de la vasoinhibina dentro del sistema nervioso central (SNC).
La administracién de la vasoinhibina de manera intraventricular dentro del SNC y la
consecuente induccién de comportamientos de ansiedad y depresion (21) sugirieron
que la vasoinhibina podria ser un regulador local de la funcion neuronal mas alla de
las células endoteliales. Por lo tanto, en este trabajo, hipotetizamos que las
neuronas del SNC son un blanco de la vasoinhibina, y evaluamos las acciones
proapoptoéticas de la vasoinhibina sobre cultivos primarios de neuronas del

hipocampo.

Revision de literatura

1. LaPRL.

La PRL es una hormona sintetizada y secretada principalmente por la
glandula pituitaria anterior, pero también puede ser sintetizada en otros tejidos como
la glandula mamaria (22,23), la decidua (24), la préstata (25), la piel (26) y el cerebro

(27). El control hipotaldmico de la secrecién de la PRL es predominantemente
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inhibitorio, por medio de la dopamina producida por las neuronas
tuberoinfundibulares dopaminérgicas (28). El gen de la PRL se localiza en el
cromosoma 6 en humanos (29) y codifica para una cadena de 199 aminoécidos con
un peso molecular de ~23kDa (30), y una estructura terciaria formada por un haz de
4 a hélices dispuestas 2 arriba 2 abajo conectadas por 3 asas (4,31). La versatilidad
de la PRL es evidente en los varios cientos de acciones que posee en diversas
especies de vertebrados (30), las cuales caen en las siguientes categorias
generales: la reproduccion, la prefiez y la lactancia, el crecimiento y el desarrollo, el
metabolismo, la modulacion inmune, el transporte electrolitico, la regulacion del
integumento, el comportamiento y la carcinogénesis (32). Las acciones bioldgicas
de la PRL ocurren a través del receptor de PRL (PRLR, por sus siglas en inglés), el
cual es expresado en muchos tejidos blanco de la PRL y en el cerebro (30,31). El
PRLR posee tres isoformas (larga, 80-85kDA,; corta, 45kDa; y la intermedia, 65kDa;
33). El PRLR transmite una sefial a través de la proteina citoplasmatica asociada
quinasa Janus 2 (Janus protein kinase 2, JAK2; 33). En el cerebro se ha reportado
la expresion de la PRL en diversas areas, incluyendo el hipotalamo (34), el talamo
y el hipocampo (27), y del PRLR en estas y algunas otras regiones, tales como, el
bulbo olfatorio y la corteza cerebral (27). Ademas, se conoce que la PRL puede
ingresar al cerebro a través de un mecanismo mediado por el PRLR en los plexos
coroideos para ser llevado después al liquido cerebroespinal (35), aunque también
esta demostrado el ingreso de la PRL al interior del cerebro por un mecanismo
saturable en la barrera hematoencefalica independiente del PRLR en los plexos

coroideos (36).
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1.1. Efectos neuroprotectores de la PRL.

Esta reportado que la PRL tiene un papel neuroprotector en algunas regiones
cerebrales, como, por ejemplo, atenuando el infarto cerebral, el edema cerebral y
restableciendo constantes fisiol6gicas como la presion sanguinea, la tasa de latidos
y el flujo de sangre en el cerebro tras la isquemia inducida en ratas macho por la
oclusion de la carétida comun bilateral (37), reduciendo la pérdida neuronal en
algunas regiones del hipocampo (CAl, CA3 y CA4) en ratas intactas y
ovariectomizadas pretratadas con PRL y sometidas después a las acciones
excitotoxicas en el modelo de epilepsia por kainato (38), asimismo, un
pretratamiento con PRL incrementd la viabilidad celular de las neuronas del
hipocampo en cultivo primario que fueron sometidas a un insulto de excitotoxicidad
inducida por glutamato a diferencia de aquellas que no recibieron pretratamiento
con PRL (39-41), ademas, cuando el PRLR fue blogueado, se elucidé que estos
efectos de proteccion sobre las neuronas del hipocampo en cultivo primario ocurren
via su receptor (40). La PRL también resulta en un potencial agente terapéutico
contra las enfermedades neurodegenerativas, ya que, el pretratamiento con PRL ha
mostrado efectos antiapoptéticos sobre las neuronas del hipocampo inducidas a
excitotoxicidad por glutamato implicando mecanismos de restablecimiento de la
homeostasis del calcio intracelular, de la actividad mitocondrial, asi como evitando

el corte de la procaspasa 3 y promoviendo la activacién de NF-kB (39).
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2. Lavasoinhibina.

La vasoinhibina ha sido caracterizada como un regulador antiangiogénico en el
sistema vascular, y su origen a través de la fragmentacion en residuos N-terminal a
partir de la PRL (4-7,42). El corte de la PRL resulta en fragmentos de diferente
masa molecular y diferente tamafio de la secuencia de la cadena de aminoacidos
de la PRL dependiendo de cual sea la proteasa que realice el procesamiento de la
PRL. La protedlisis de la PRL humana por la catepsina D produce péptidos
antiangiogénicos que fueron identificados como N-terminal y que corresponden a la
secuencia de aminoécidos 1-132 (15kDa), 1-147 (16.5kDa) y 1-150 (17kDa; 3). Las
metaloproteasas de matriz 1, 2, 3, 8, 9 y 13 de los condrocitos muestran en mayor
o menor medida la capacidad de generar fragmentos de 16kDa biol6gicamente
funcionales a partir de la PRL (2). Asimismo, la proteina 1 morfogenética de hueso
es capaz de realizar el corte proteolitico de la PRL a un fragmento N-terminal de
17kDa manteniendo las propiedades antiangiogénicas (1). En el sistema
hipotalamo-hipdfisis, el corte de la PRL por la catepsina D puede generar
vasoinhibina de 14-18kDa (4,34,43). En algunas ocasiones el corte proteolitico de
la PRL resulta en un fragmento de ~16kDa de peso molecular (44) que se conoce
posee caracteristicas de potente inhibidor de la angiogénesis (45). Por otra parte,
se sabe que el fragmento C-terminal de la PRL generado por la trombina parece no
tener actividad antiangiogénica (46). Las propiedades antiangiogénicas de la
vasoinhibina estan presentes en los primeros 79 aminoacidos de la cadena de

aminoécidos de la PRL, y un modelado dindmico molecular muestra que la pérdida
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de la cuarta hélice de la PRL expone el nacleo hidrofébico de la molécula generando

una nueva conformacion del asa 1 que esconde de nuevo el nucleo hidrofébico (47).

2.1. Las acciones proapoptoéticas de la vasoinhibina.

El factor antiangiogénico, vasoinhibina, inhibe la sintesis de &cido
desoxirribonucleico (ADN) inducida por el suero en las células endoteliales de aorta
bovina. Ademas, esta inhibicion esta asociada al arresto del ciclo celular en las fases
Go-G1 y G2-M mediado por la disminucion de la expresion de la ciclina D1 y de los
reguladores negativos del ciclo celular p21 (cipl) y p27 (kipl; 8). También, la
vasoinhibina puede ejercer acciones antiangiogénicas activando el mecanismo de

apoptosis In vitro e In vivo (4).

La vasoinhibina puede activar la apoptosis en las células endoteliales de la vena
umbilical de humano y en las de los capilares del cerebro bovino con la participacion
de la familia de proteinas BCL-2 relacionadas con la apoptosis, favoreciendo la
conversion de BCL-X. a BCL-Xs que es la forma proapoptdtica de BCL-X (9).
Ademas, la vasoinhibina puede inducir la apoptosis activando a la caspasa 3
(efectora) dependiente de caspasas iniciadoras como la caspasa 8 y la caspasa 9,
de manera dependiente de NF-kB, en las células endoteliales de los capilares de la
corteza adrenal bovina (10). La vasoinhibina, también estimula la regresion mediada
por apoptosis de los vasos hialoideos en ratas neonatas (11). Asimismo, la
vasoinhibina muestra ser proapoptética pero dependiente del estradiol y

antiproliferativa sobre los lactotropos de la adenohipdfisis (12).
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2.2. Las acciones antitroficas de la vasoinhibina.

La vasoinhibina antagoniza de manera funcional las acciones trdficas,
proliferativas y en pro de la sobrevivencia celular que promueven algunos factores
de crecimiento tales como el factor de crecimiento del endotelio vascular (vascular
endothelial growth factor, VEGF; 4—6). La vasoinhibina bloquea la fosforilacion de la
MAPK inducida por el VEGF y por el factor de crecimiento fibroblastico basico (13)
e inhibe la activacion de la via de sefalizacion de las MAPK inhibiendo la activacion
de Ras-Raf-1 inducida por el VEGF en células endoteliales de los capilares del
cerebro bovino (14). La vasoinhibina inhibe la activacion de eNOS, bloquea el
incremento intracelular transitorio de Ca?* y la proliferacion inducidos por la
bradiguinina en las células endoteliales de la vena umbilical bovina y en las células
endoteliales de los capilares de la retina de la rata (16,17). La vasoinhibina inhibe la
permeabilidad inducida por el VEGF en células endoteliales de la aorta bovina 'y en
las células endoteliales de los capilares de la retina de rata. Ademas, la vasoinhibina
bloquea la vasopermeabilidad en la retina de ratas inducida por la inyeccién
intravitreal del VEGF, asi como en la retina de ratas diabéticas, a través de la
activacion de la fosfatasa de serina/treonina 2A (serine/threonine protein

phosphatase 2A, PP2A; 15).

2.3. El (los) receptor (es) de la vasoinhibina.

Aunqgue la naturaleza quimica y estructural del (los) receptor (es) de la vasoinhibina
no es completamente entendida hasta ahora, se han identificado proteinas de 52y

32kDa como los principales sitios de union de la vasoinhibina sobre la membrana
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de las células endoteliales (4,20). Asimismo, se ha sugerido al complejo proteinico
formado por el plasmindgeno activador inhibidor-1 (plasminogen activator inhibitor-
1, PAI-1)- el activador de plasminégeno de tipo uroquinasa (urokinase-type
plasminogen activator, uPA)— vy el receptor de uPA (uPA receptor, uPAR), como
receptor de la vasoinhibina dado que se ha mostrado que la unién de la vasoinhibina
a este complejo impide la vascularizacién y el crecimiento tumoral, mediado por la
actividad antifibrinolitica de PAI-1 (48). También, se ha sugerido la participacion de
las proteinas integrinas como receptores de la vasoinhibina, ya que la neutralizacién
de las integrinas betal y alpha5 betal con anticuerpos especificos inhibe los efectos
apoptoéticos de la vasoinhibina, aunque no la proliferacion celular de las células
endoteliales de la vena umbilical de humano (49). Ademas, ya que la estructura de
la vasoinhibina carece del primer sitio de unién de la molécula de la PRL al PRLR,

se sabe que las acciones de la vasoinhibina no ocurren a través del PRLR (20).

3. La asociaciéon de la PRL y la vasoinhibina con los comportamientos de
ansiedad y depresion.

La vasoinhibina induce comportamientos relacionados a la ansiedad y a la
depresion en las ratas (21). La administracion intracerebroventricular de
vasoinhibina es capaz de reducir el porcentaje de tiempo que permanecen los
animales en los brazos abiertos en la prueba del laberinto de cruz elevado; y reducir
las entradas en el cuadro central e incrementar el nimero de bolas fecales en la
prueba de campo abierto, lo cual indica un aumento en los niveles de ansiedad de
las ratas después de este tratamiento. Adicionalmente, la inyeccion

intracerebroventricular de vasoinhibina reduce la latencia a la flotacion e incrementa
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el tiempo de flotacion en la prueba de nado forzado, indicando un estado mas
depresivo en los animales (21). Sin embargo, hasta ahora no se han establecido los
mecanismos moleculares ni los blancos celulares que pudieran explicar estas
acciones de la vasoinhibina en el SNC. En contraste, la administracion
intracerebroventricular de la PRL a ratas hembra virgenes y a ratas macho,
disminuye los comportamientos relacionados a la ansiedad al aumentar el
porcentaje de entradas y el porcentaje de tiempo que pasan en los brazos abiertos
en la prueba del laberinto de cruz elevado. Asimismo, la PRL administrada de
manera intravenosa en ratas hembra disminuye los comportamientos de ansiedad,
revelado por el incremento en el porcentaje de entradas en los brazos abiertos en
la prueba del laberinto de cruz elevado. Por otra parte, cuando el PRLR es regulado
a la baja, los comportamientos relacionados a la ansiedad se incrementan, como
muestra la reduccion en el porcentaje de entradas y el tiempo en los brazos abiertos
en la prueba del laberinto de cruz elevado (50). Interesantemente, algunos autores
muestran una relacion entre los comportamientos de ansiedad y depresion con los
cambios en las vias de sefializacion de factores de crecimiento (51,52) y la muerte

neuronal en el hipocampo y/o la disminucién del volumen del hipocampo (53-56).

4. Apoptosis.

El término apoptosis que significa: apd "a partir de" + ptosis "caida", es
propuesto en 1972 para nombrar un mecanismo reconocido hasta ese entonces de
supresion celular controlada, lo que parecia jugar un rol complementario pero
opuesto al de la mitosis en la regulacion de la poblacién de las células animales

(57). La apoptosis se lleva a cabo generalmente a través de mecanismos
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bioguimicos dependientes de energia, que dan lugar a caracteristicas morfolégicas
particulares; y es considerada un componente vital de varios procesos incluyendo
el recambio celular normal, el desarrollo propio y el funcionamiento del sistema
inmune, de la atrofia dependiente de las hormonas, del desarrollo embrionario y la
muerte celular inducida por quimicos (58). De entre los hallazgos que llevaron a
acufiar el término apoptosis esta la observacion por microscopia electrénica de
pequefios cuerpos redondos resultado de la condensacion celular que estan
bordeados de membrana y contienen organulos intactos y, que son fagocitados y
digeridos por células residentes del higado incluyendo las células epiteliales (59).
Los distintivos morfologicos y bioquimicos de la apoptosis permiten distinguirla de
otros tipos de muerte celular (60). Cuando la apoptosis empieza, existe una
transicion en la permeabilidad de la membrana caracterizada por la pérdida del
potencial transmembranal mitocondrial interno (61). El siguiente paso se caracteriza
por la condensaciébn de la cromatina y la fragmentacién nuclear mediada
principalmente por las enzimas caspasas (62,63). Después la célula se rompe en
fragmentos pequefios rodeados de membrana y bien conservados que son

ingeridos por macréfagos, lo que previene la induccién de la inflamacion (57,64).

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada activada por cualquier
receptor de muerte, por una via apoptotica extrinseca, o por factores proapoptoticos
de la mitocondria, tal como una via apoptética mitocondrial o intrinseca, la principal
via de muerte en las neuronas. Ambas vias activan cascadas de enzimas, tales
como las proteasas especificas de aspartato (caspasa 3 y caspasa 8) resultando en

muerte celular. En la via extrinseca se implica una interaccion clasica de ligando-
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receptor membranal, con receptores de muerte, como la familia del receptor de del
factor de necrosis tumoral (tumor necrosis factor, TNFR). En contraste, la via
apoptoética mitocondrial es usualmente iniciada de una manera autbnoma de la
célula (44). En la via apoptotica mitocondrial, factores proapoptéticos, tales como el
citocromo C y el factor de induccion de la apoptosis (AlF, por sus siglas en inglés)
se mueven de la mitocondria hacia al citoplasma o hacia al nucleo llevando a la

activacion de caspasa 3y a la fragmentacion del ADN (63).

4.1. Apoptosis neuronal

Las neuronas en desarrollo estan programadas para morir por apoptosis a menos
gue sean rescatadas por factores de crecimiento extrinsecos que generan una
respuesta antiapoptética (65). Es a menudo sorprendente saber que las células
comprendidas por distintos 6rganos y tejidos, incluyendo el sistema nervioso,
representan solo del 20 al 70 % o menos de las células que estuvieron presentes
mas temprano en el desarrollo. Lo que hace parecer contra intuitivo saber que los
embriones en crecimiento produzcan numeros masivos de células para luego
desecharlas (65). En contraste, las neuronas adultas necesitan sobrevivir por el
resto de la vida del organismo y su muerte prematura puede causar déficits
funcionales irreversibles. La muerte apoptotica de las neuronas en desarrollo es
apagada cuando el desarrollo es completado y los factores de crecimiento no son
requeridos mas para prevenir su muerte. Para proteger de la muerte celular
apoptética son activados mecanismos antiapoptéticos en neuronas maduras en
respuesta al estrés (66). La activacion inapropiada de la apoptosis puede contribuir

a la neurodegeneracion, un proceso multifacético que resulta en desordenes
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cronicos, incluyendo las enfermedades de Alzheimer y de Parkinson (67). Varios
estudios In vivo e In vitro han demostrado que la apoptosis neuronal es un proceso
de muerte celular que requiere sintesis de &cido ribonucleico (ARN). Por lo tanto,
los genes activados transcripcionalmente cuyos productos inducen muerte celular
pueden ser disparados por diferentes estimulos y antagonizados por factores
neurotroficos (68). En la muerte neuronal, en un desequilibrio capaz de interrumpir
la homeostasis neuronal, se ven directamente involucradas proteinas de la familia
BCL-2 proapoptéticas y en pro de la sobrevivencia que determinan la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial (69). Existen dos grupos
proapoptoticos de proteinas de la familia BCL-2. En el primero poseen por lo menos
los dominios BH1 y BH3 y en este grupo se incluye a la proteina X asociada del
linfoma de células B-2 (B-cell lynphoma 2-associated protein X, BAX). En el
segundo, todas las proteinas contienen solo el dominio BH3 e incluye a al mediador
de la muerte celular que interactia con BCL-2 (BCL-2-interacting mediator of cell
death, BIM), a la proteina de muerte asociada a BCL-2 (BCL-2-associated death
protein, BAD), al modulador de apoptosis regulado por p53 (p53-upregulated
modulator of apoptosis, PUMA) y a la proteina 1 inducida por forbol-12-miristato-13-
acetato (phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1, PMAIP1/NOXA), vy
todos estos participan de la via intrinseca o mitocondrial de la apoptosis (66). Por
ejemplo, en cultivo celular y en ratones transgénicos, la sobreexpresion de BCL-2
incrementa la resistencia de las neuronas a la muerte inducida por insultos
excitotoxicos, metabdlicos y oxidativos. Inversamente, las neuronas carentes de
BAX son protegidas contra la muerte por apoptosis al verse interrumpida la via de

sealizacion por la falta d esta proteina (70).
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5. Antecedentes inmediatos.

La vasoinhibina muestra tener como blanco de sus acciones a las células de tipo
neuronal, esto tras elucidarse que la vasoinhibina bloquea el crecimiento neuritico
de las neuronas sensoriales del ganglio de la raiz dorsal de rata en cultivo primario.
Estos efectos fueron, como mecanismos de accion de la vasoinhibina, observados
antagonizando los efectos troficos de los factores de crecimiento neural (NGF, por
sus siglas en inglés) y del VEGF blogueando la fosforilacion de ERK y AKT (18).
También, ha sido elucidado que la vasoinhibina recombinante, asi como la
transduccion de un vector lentiviral con la secuencia de la vasoinhibina humana,
disminuyen significativamente el crecimiento neuritico y la fosforilacion de AKT y
ERK 1 / 2 inducidos por el NGF en células neuronales PC12 (19). Asimismo, la
vasoinhibina recombinante y transducida afecta la sobrevivencia neuronal inducida
por NGF de la linea celular PC12, generando la activacion de la via apoptotica como
fue revelado por el incremento de la fragmentacion de ADN precedida por la

activacion de la caspasa 3 (19).

Planteamiento del problema.

La administracion de vasoinhibina de manera intraventricular en el cerebro y
la consecuente induccién de comportamientos de ansiedad y de depresion (21)
sugieren gque la vasoinhibina podria ser reguladora local de la funcién neuronal
actuando sobre las neuronas centrales mas alld de actuar sobre las células

endoteliales. La incierta naturaleza del receptor de la vasoinhibina (5), y la pregunta
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de si las neuronas del SNC son blanco directo de las acciones de la vasoinhibina,

hacen interesante conocer mejor el papel de la vasoinhibina en el cerebro.

Hipotesis.

Si la vasoinhibina tiene como blanco a las neuronas del SNC, evaluando las
acciones proapoptoticas de la vasoinhibina sobre las neuronas del hipocampo en

cultivo primario.

Materiales y métodos.

Animales.

Ratones de 16 dias de edad gestacional (E16) fueron disecados de una
ratona CD1 que antes se alimentd Ad libitum y se mantuvo en un ambiente con
humedad y temperatura controladas, bajo fotoperiodo controlado (ciclos de 12 horas
luz/obscuridad). El promedio del tamafio de la camada usada para cada cultivo
primario neuronal fue de 10 crias por ratona gestante. Todos los esfuerzos fueron
hechos para minimizar el sufrimiento animal y el nUmero de animales utilizados (71)
y completar el disefio experimental de acuerdo a los andlisis estadisticos
apropiados. Todos los procedimientos fueron realizados bajo la aprobacion del
Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia de la Universidad Nacional
Autonoma de México y bajo la observacion de la norma, NORMA Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso

de los animales de laboratorio.
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La diseccion del hipocampo y el cultivo primario de neuronas del hipocampo.

La ratona gestante fue adormecida con CO:2 e inmediatamente fue
decapitada y los embriones fueron retirados. Intactos, los ratones E16 fueron
colocados en buffer frio (HBSS sin Ca?* y Mg?*; Gibco, cat. no. 14175095, USA)
suplementado con piruvato de sodio (Gibco, cat. no. 11360070, China) a 1 mM,
glucosa (Sigma-Aldrich, cat. no. G-6152, USA) al 0.1% y HEPES (pH 7.3, Sigma-
Aldrich, cat. no. H-4034, USA) a 10 mM y llevados a la campana de flujo laminar
siguiendo el protocolo de Beaudoin Ill et al. (72), con algunas modificaciones. Los
bulbos olfatorios, el cerebelo, las meninges y el diencéfalo fueron disecados del
cerebro. Dentro de un tubo cénico de 15 mL, 10 hipocampos fueron colocados e
inmediatamente incubados con tripsina (Gibco, cat. no. 27250-018, Canada) al 2.5
% durante 20 minutos a 37°C y 10 minutos mas con DNAsa (Worthington-Biochem,
cat. no. LS002140, USA) al 1% a temperatura ambiente. Después de la digestion
enzimatica, los tejidos fueron disgregados usando una pipeta Pasteur con puntas
pre pulidas. Las células fueron resuspendidas en 2.5 mL de medio de sembrado
(BME medium; Gibco, cat. no. 21010-046, USA) suplementado con suero fetal
bovino (Gibco, cat. no. 26140-079, USA) al 10 %, glucosa al 0.1 %, piruvato de sodio
a 11 ug / mL, glutamina (Gibco, cat. no. 35050-061, Japan) a 2 mM y penicilina-
estreptomicina (BioWest, cat. no. L0022-100, France) al 1 %. Las células fueron
contadas y sembradas a una densidad celular de 50,000 células / cm? en placas de
cultivo previamente recubiertas con poli-L-lisina (Sigma-Aldrich, cat. no. P4707,
USA) al 0.01 % e incubados a 37° C. Luego de 5 horas, el medio de sembrado fue

sustituido por medio de mantenimiento constituido por medio Neurobasal (Gibco,
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cat. no. 21103049, UK), suplementado con B-27 (1x, Gibco, cat. no. 17504044,

USA) al 2%, glutamina 2 mM y antibioticos al 1 %.

Los tratamientos de los cultivos de neuronas del hipocampo.

En el dia In vitro (DIV) 1, los cultivos de neuronas del hipocampo fueron
tratados con una vasoinhibina recombinante que contiene los 123 aminoacidos de
la secuencia de la PRL humana, conteniendo una cola de 7 histidinas, generada
como fue descrito previamente (73), para investigar los efectos de la vasoinhibina
sobre la viabilidad celular, la fragmentacion del ADN y la expresion de genes de la
apoptosis. Adicionalmente, otros dos grupos de cultivos fueron tratados solo con
PRL ovina (oPRL; Sigma-Aldrich, cat. no. L6520 MO, USA) o en combinacion con
vasoinhibina. La especificidad de las acciones de la vasoinhibina fue verificada
preincubando vasoinhibina con un anticuerpo policlonal (a#l16kDa PRL) a una
dilucién final de 1:500. El anticuerpo fue generado y caracterizado como se describid

previamente (74).

Inmunocitoquimicay adquisicion de imagenes.

Las neuronas del hipocampo obtenidas de embriones disecados de 12
ratonas gestantes fueron cultivadas sobre cubreobjetos cubiertos con poli-L-lisina
para llevar a cabo el inmunomarcaje para B-lll tubulina (marcador especifico
neuronal) y caspasa 3 cortada (marcador de caspasa 3 activa) como fue descrito
previamente (18,75). Las neuronas fueron fijadas en paraformaldehido al 4% /
sacarosa al 4% en PBS por 10 minutos a temperatura ambiente, se hicieron lavados

con PBS tres veces, y se permeabilizaron con triton X-100 (J.T. Baker, cat. no. X198-
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07, USA) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después, fueron bloqueados
con suero normal de cabra (Gibco, cat. no. 10000C, USA) al 10 % durante 1 hora a
temperatura ambiente. La incubacién con los anticuerpos primarios monoclonal anti
Blll-tubulina (dilucién 1:1000; Covance, cat. no. MMS-435P, USA), policlonal anti
proteina acidica fibrilar glial (diluciéon 1:1000; cat. no. AB5804, Merck Millipore, MA,
USA) o policlonal anti-caspasa 3 cortada (dilucién 1:400; Cell Signaling, cat. no.
9661, USA) fue realizada durante la noche a 4°C. Después, las células fueron
lavadas e incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente con anticuerpo
secundario anti-raton hecho en cabra acoplado a rojo Texas (dilucién 1:1000,
Molecular Probes, Invitrogen, cat. no. T-862, USA) o anticuerpo secundario anti-
conejo hecho en cabra acoplado con AlexaFluor488 (dilucién 1:1000, Abcam, cat.
no. ab150077, UK). Finalmente, los cubreobjetos fueron montados sobre laminillas
con medio de montaje (Vectashield; Vector Laboratories, cat. no. H-1200, USA)
suplementado con DAPI. Todas las imagenes fueron capturadas y digitalizadas con

el microscopio confocal Zeiss LSM 780 (Carl Zeiss, Alemania).

Ensayo de TUNEL.

Los cultivos primarios de neuronas del hipocampo de embridn obtenidos de
3 ratonas prefiadas fueron utilizados para realizar el ensayo de TUNEL como
previamente fue descrito (75), y de acuerdo con las instrucciones del fabricante (In
Situ Cell Death Detection kit, fluorescein. Roche Diagnostics, cat. no. 11684795910,
USA). Los cubreobjetos fueron montados sobre laminillas con medio de montaje

(Vectashield; Vector Laboratories, cat. no. H-1200, USA) suplementado con DAPI.
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La retrotranscripciéon de RNA mensajero y la reaccién en cadena de la
polimerasa en tiempo real (RT gPCR).

La RT PCR fue realizada como previamente fue descrito (76). En breve, el
ARN total de cultivos primarios de neuronas del hipocampo de embriones de 4
ratonas prefiadas fue extraido usando el Kit RNeasy (Qiagen, cat. no. 74106,
Germany) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Un microgramo de ARN
fue retro transcrito usando el Kit de retro transcripcion de alta capacidad de ADN
(Applied Biosystems, cat. no. 4368814, USA) en un termociclador Mastercycler
(Eppendorf, Germany) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La reaccion
en cadena de la polimerasa fue realizada en un termociclador (Bio-Rad, Inc. USA),

con secuencias de oligonucleétidos como se indica en la siguiente tabla:

SECUENCIAS DE OLIGONUCLEOTIDOS
Gen Sentido Antisentido
BAX 5-GAGTCACAGTCGGATATCAG-3’ 5-AAGTAGAAGAGGGCAACCAC-3’
BCL2 5-CTGTGGATGACTGAGTACCT-3’ 5-AGGTATGCACCCAGAGTGAT-3’
BAD 5-ACATTCATCAGCAGGGACG-3’ 5-TCGAAAAGGGCTAAGCTCC-3’
PUMA 5-CTGTGAAGAGCATATGAGCC-3’ 5’- CAGATGAAGGTGAGGCAGG-3’
BIM 5’- GAGATACGGATTGCACAGGAG-3’ 5’- CGGAAGATAAAGCGTAACAGTTG-3’
HPRT 5-ATTCACCACCACCCTCTACA-3’ 5-GCTTGCAGACCACCACGTA-3’

Los resultados de la reaccion en cadena de la polimerasa fueron detectados y
cuantificados con Maxima Green / ROX gPCR Master (Thermo Scientific, USA) en

una reaccion con volumen final de 10 pL conteniendo muestra (25 ng en 0.5 pL de
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cADN) y 0.5 uM de cada oligonucleétido. La amplificacion, fue realizada en un
termociclador (Bio-Rad, USA) PCR CFX96, con ciclos de desnaturalizacion por 10
minutos a 95° C, seguidos por 40 ciclos de amplificacion (10 segundos a 95° C, 30
segundos en la temperatura especifica de apareamiento de oligonucleoétidos, y 30
segundos a 72° C). Los datos de la reaccion en cadena de la polimerasa fueron
analizados por el método 2-PPCT, y los umbrales de los ciclos fueron normalizados
al gen casero Hipoxantina-guanina fosforibosiltranferasa (HPRT) utilizados para

calcular el nivel de ARN mensajero de nuestro interés.

Analisis estadisticos.

Los resultados se muestran como el promedio * error estandar de la media
(E.E.M.); todos los datos mostraron distribucion normal o igual varianza de acuerdo
con las pruebas estadisticas de D’Agostino-Pearson o6omnibus, y Levene,
respectivamente. Las diferencias estadisticas fueron determinadas por andlisis de
varianza (ANOVA) seguida del analisis post hoc-Tukey (GraphPad Prism Software,
USA). Las diferencias en las medias con p < 0.05 fueron consideradas

estadisticamente significativas.

34



Resultados.

La caracterizacion de la composicion de los cultivos primarios de neuronas
del hipocampo.

Para analizar la pureza de los cultivos primarios de neuronas del hipocampo
y garantizar que el tipo neuronal es el blanco de las acciones de la vasoinhibina,
determinamos la composicion celular de los cultivos. Esto fue realizado a través de
una inmunocitoquimica para BlllI-tubulina y para la proteina acidica fibrilar glial
(GFAP, por sus siglas en inglés), marcadores especificos neuronales y astrogliales,
respectivamente. Adicionalmente, los nucleos celulares fueron marcados con DAPI.
Asi pues, la inmunocitoquimica fue hecha al DIV 1 (Fig. 1A), momento en el que los
tratamientos con vasoinhibina fueron realizados a los cultivos primarios. El uso de
esta técnica nos permitié observar un alto porcentaje de células neuronales, por
encima del 90 %, marcadas con Blll-tubulina. Mientras que, menos del 10 % de las
células, fueron observadas positivas para el marcaje de GFAP en nuestros cultivos

(Fig. 1B).
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Fig. 1. La composicidon celular de los cultivos primarios de neuronas del hipocampo. A) Imagen representativa
de la inmunocitoquimica para Blll-tubulina (neuronas; rojo) y para GFAP (astrocitos; verde). B) Cuantificacion del % de
células positivas para Blll-tubulina y para GFAP en el DIV 1. La microfotografia esta compuesta de 16 campos
capturados en tile-scan por microscopia confocal. Objetivo 25X, Zeiss LSM 780; Zeiss, Alemania.
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El establecimiento y la estandarizacion de los cultivos primarios de las
neuronas del hipocampo.

Para evaluar los efectos de la vasoinhibina sobre las neuronas del SNC,
establecimos como modelo experimental los cultivos primarios de neuronas del
hipocampo. Primero evaluamos la viabilidad de los cultivos primarios de neuronas
del hipocampo llevando a cabo el seguimiento del desarrollo del cultivo neuronal
hipocampal, la aparicién de neuritas y conexiones interneuronales, dentro un curso
temporal desde las 5 horas después de sembradas y hasta el DIV 7 (Fig. 2). A las
5 horas después de sembradas las células observamos que carecian de
proyecciones. Sin embargo, al DIV 1 ya se pudo observar hasta mas de una
pequefia neurita a partir de un solo soma neuronal. A partir del DIV 2 observamos
un mayor numero de neuritas por célula y con longitudes que hacian contacto con
otras neuritas y con otras neuronas. En el DIV 5 observamos una red neuritica mejor
constituida fortaleciendo el contacto entre neuritas, asi como entre neuronas que
pareceria haber alcanzado la madurez al DIV 7, lo que, de acuerdo con la literatura,
permitiria la comunicacion celular. Ademas, a lo largo del curso temporal parecié
mantenerse constante el nimero de células en cultivo. Y ya que, de acuerdo con
los antecedentes, otro de nuestros principales intereses era evaluar los efectos de
la vasoinhibina sobre el crecimiento neuritico, decidimos realizar tratamientos con

la vasoinhibina al DIV 1.
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Fig. 2. Curso temporal del cultivo primario de neuronas del hipocampo. Imagenes representativas tomadas en campo
claro de los cultivos primarios de neuronas del hipocampo desde las 5 horas después de sembradas y hasta el DIV 7
Barra de calibracion, 150 um. Objetivo 20X, Olympus.
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El andlisis de los efectos de la vasoinhibina sobre la densidad celular en los
cultivos primarios de neuronas del hipocampo.

Para analizar los efectos de la vasoinhibina sobre la densidad celular, fueron
cultivadas las neuronas primarias del hipocampo y tratadas con vehiculo o con 5,
10 y 20 nM de vasoinhibina durante 24, 48 y 72 horas. Al termino de estos tiempos
las neuronas fueron fotografiadas en campo claro para contar las células y elucidar
el efecto de disminucion en la densidad de las células por condicion (Fig. 3A). Los
conteos a las 24 y 48 horas no revelaron cambios significativos en la densidad
celular con ninguna concentracion usada. Sin embargo, a las 72 horas de
incubacion, se observéd una disminucién significativa en la densidad celular con las
concentraciones de 10 y 20 nM de vasoinhibina (Fig. 3B; P = 0.025 y P = 0.001,

respectivamente).
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Fig. 3. Los efectos de la vasoinhibina sobre la densidad celular en un curso temporal en los cultivos primarios de

neuronas del hipocampo. A) Imagenes representativas que muestran neuronas en campo claro después de 24, 48y 72

horas de tratamiento con diferentes concentraciones de vasoinhibina (5, 10 y 20 nM). B) La cuantificacion del porcentaje (%)
de neuronas primarias del hipocampo disminuyé significativamente a las 72 h de incubacion con Vi 10 nM (barra gris oscuro)
y con Vi 20 nM (barra negra) comparado con el control (barra blanca). Los analisis estadisticos fueron realizados con one-
way ANOVA (B, P =0.0042 y F = 2.871) y la prueba post hoc de Tukey. Los valores son la media + E.E.M de triplicados de
dos experimentos independientes. ** p < 0.01; *** p < 0.001. Cada microfotografia esta capturada en microscopia de campo

claro por contraste de fases. Barra de calibracién, 150 um. Objetivo 20X, Olympus. Veh, vehiculo; Vi, vasoinhibina.
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El analisis de los efectos de la vasoinhibina sobre la densidad neuronal.

Para explorar los efectos de la vasoinhibina sobre la densidad neuronal, las
neuronas primarias del hipocampo fueron cultivadas y tratadas con vehiculo o con
diferentes concentraciones de vasoinhibina (5, 10, 20 0 40 nM) en el DIV 1. Después
de 72 horas, se realiz0 una inmunocitoquimica para un marcador especifico
neuronal con nucleos tefiidos con DAPI (Fig. 4A). Las imagenes procesadas de esta
inmunocitoquimica mostraron que la vasoinhibina disminuyé significativamente la
densidad de las neuronas del hipocampo de forma dependiente de la concentracion
y confirmo las observaciones realizadas en campo claro. La cuantificacion de la
densidad neuronal revel6 la reduccion en el porcentaje de nucleos celulares por
area en las concentraciones de 5 (P = 0.014), 10 (P = 0.013), 20 (P = 0.004) y 40
(P =0.001) nM de vasoinhibina con respecto a su control (Fig. 4B). Como indicador
para analizar cambios en la formacion de la red neuritica se realiz6 la cuantificacion
del area de Blll-tubulina. Esta cuantificacion arrojé como resultado la disminucién
significativa (P = 0.050) del area de Blll-tubulina solamente con la concentracion de
40 nM de vasoinhibina (Fig. 4C), la concentracién mas alta de vasoinhibina utilizada.
Para evaluar solamente la densidad neuronal y no los cambios en la conformacién
de la red neuritica, decidimos para los subsiguientes experimentos utilizar
Unicamente la concentracién de 20 nM de vasoinhibina. La especificidad de la
accion de la vasoinhibina reduciendo el nimero de neuronas fue verificado usando
un anticuerpo capaz de secuestrar a la vasoinhibina (Fig. 4D; al6kDa PRL),

previamente caracterizado (Duefas et al., 1999). Este anticuerpo, efectivamente,

41



bloqued la reduccion del nimero neuronal mediada por la vasoinhibina (Fig. 4E; P

= 0.008 vs vasoinhibina).
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Fig. 4. Los efectos de la vasoinhibina sobre la densidad celular en los cultivos
primarios de neuronas del hipocampo. A) Microfotografias representativas de la
inmunocitoquimica para Blll-tubulina (rojo; marcador neuronal) y nucleos (en azul)
tefildos con DAPI en las neuronas primarias del hipocampo en el DIV 4, y 72 horas
después del tratamiento con diferentes concentraciones de vasoinhibina (5, 10, 20 0 40
nM). Cada microfotografia estd compuesta por 16 campos capturados por tile-scan en
microscopia confocal. B) La cuantificacion del porcentaje (%) de neuronas por area
después del tratamiento con diferentes concentraciones de vasoinhibina (5, 10, 20 y 40
nM; barras negras) comparado con el control (barra blanca). C) Cuantificacion del area
de Blll-tubulina (um?) después del tratamiento con vasoinhibina (5, 10, 20 y 40 nM; barras
negras) comparado con el control (barra blanca). D) Analisis de inmunofluorescencia
para Blll-tubulina (rojo) en las neuronas del hipocampo en cultivo primario tratadas con
vehiculo, vasoinhibina (20 nM) o vasoinhibina inmunosecuestrada (al6kDa PRL)
durante 72 h. Los nucleos celulares fueron tefiidos con DAPI (azul). E) Cuantificacion
del porcentaje (%) de neuronas tras los efectos de la vasoinhibina (barra negra) y la
vasoinhibina inmunosecuestrada (barra gris; al6kDa PRL). B, C y E) Los andlisis
estadisticos fueron realizados con one-way ANOVA (B, P=0.0001y F=11.14;C,P =
0.0882yF=2.326; E,P=0.0017y F=12.02) y la prueba post hoc de Tukey. Los valores
son la media + E.E.M de triplicados de 4 experimentos independientes. * p < 0.05; ** p <
0.001; *** p < 0.0001. Barra de calibracién, 200 um. Objetivo 25X, Zeiss LSM 780; Zeiss,
Alemania. Veh, vehiculo; Vi, vasoinhibina; Ctl Neg, control negativo; al6kDa PRL,
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La PRL reduce la muerte celular basal e inducida por la vasoinhibina en los
cultivos primarios de neuronas del hipocampo.

Investigamos también si la PRL afecta la densidad celular de los cultivos
primarios de neuronas del hipocampo bajo condiciones basales (Fig. 5A y 5B), asi
como bajo la influencia de la vasoinhibina (20 nM; Fig. 5C y 5D). Los datos a partir
de imagenes inmunofluorescentes mostraron que bajo condiciones basales la oPRL
en una concentracion de 100 nM no solo evitd el decremento espontaneo en el
namero de neuronas observado a las 72 h (P = 0.015) sino que podria haber
estimulado la proliferacion celular en los cultivos primarios, aunque no mostro
ningun efecto en las concentraciones de 10 y 20 nM (Fig. 5B). Ademas, la PRL
bloqued también el efecto deletéreo de la vasoinhibina sobre la densidad celular
neuronal. La pérdida neuronal resultante del tratamiento con 20 nM de vasoinhibina
fue revertida por la adicion de 100 nM de PRL (P = 0.044; Fig. 5D). Sin embargo, la
PRL no fue capaz de revertir la diminucién de la densidad neuronal inducida por 20

nM de vasoinhibina en una concentracion equimolar (Fig. 5D).
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Fig. 5. Los efectos en la reduccion de la muerte neuronal basal e inducida
por la vasoinhibina luego de 72 h de incubacién con la PRL. A) Imagenes
representativas de la inmunocitoquimica para Blll-tubulina (rojo) y ndcleos tefidos
con DAPI (azul) en las neuronas primarias del hipocampo a las 72 horas después
del tratamiento con concentraciones crecientes de PRL (10, 20 o 100 nM). Cada
microfotografia estd compuesta por 16 campos capturados por tile-scan en
microscopia confocal. B) La cuantificacion del porcentaje (%) de neuronas por
area después del tratamiento con diferentes concentraciones de PRL (10, 20 y
100 nM; barras grises) comparado con el control (barra blanca). C) Andlisis de
inmunofluorescencia para BllI-tubulina (rojo) y los nucleos tefiidos con DAPI (azul)
en las neuronas del hipocampo en cultivo primario tratadas con vehiculo,
vasoinhibina (20 nM), PRL (20 y 100 nM) o la combinacion de vasoinhibina con
las diferentes concentraciones de PRL durante 72 h. D) Cuantificacion del
porcentaje (%) de neuronas después de los tratamientos referidos. B y D) Los
analisis estadisticos fueron realizados con one-way ANOVA (B, P =0.0194y F =
3.904; D, P =0.0005y F =5.802) y la prueba post hoc de Tukey. Los valores son
la media + E.E.M de triplicados de 4 experimentos independientes. * p < 0.05; **
p < 0.001. Barra de calibracién, 200 ym. Objetivo 25X, Zeiss LSM 780; Zeiss,
Alemania. Veh, vehiculo; Vi, vasoinhibina; PRL, prolactina.
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Los efectos de la vasoinhibina sobre la muerte por apoptosis de las neuronas
del hipocampo en cultivo.

De acuerdo con la muerte neuronal observada en respuesta a la
vasoinhibina, nos preguntamos si estos hallazgos podrian estar siendo mediados
por las acciones proapoptoticas de la vasoinhibina. Para determinar las acciones
proapoptoéticas de la vasoinhibina, las neuronas en cultivo fueron tratadas con el
vehiculo o la vasoinhibina, después de 4, 16 y 24 horas, se realizd una
inmunocitoquimica para BllI-tubulina y caspasa 3 cortada (Fig. 6A), forma activa de
esta enzima proapoptética. El analisis de las imagenes de esta inmunocitoquimica
nos permitié la identificacion de neuronas en apoptosis, de acuerdo con el doble
marcaje positivo y la caracteristica morfologia apoptética (Fig. 6B y 6C). La
cuantificacion mostro que a las 16 h se alcanzé un aumento significativo (P = 0.004;
Fig. 6D) de cuatro veces el % del numero total de neuronas positivas para caspasa
3 cortada en los cultivos tratados con la vasoinhibina 20 nM comparado con el

vehiculo.

En paralelo, para confirmar si la observacion en la disminucion en la densidad
celular en los cultivos neuronales era debida a las acciones proapoptéticas de la
vasoinhibina, hicimos los tratamientos con el vehiculo o la vasoinhibina 20 nM, y
adicionalmente, con vasoinhibina inmunosecuestrada (al6kDa PRL) como
experimento de pérdida de funcién. Luego de 24 horas de incubacion con la
vasoinhibina, realizamos el ensayo de TUNEL (Fig. 6E). El andlisis de las imagenes
mostré que la vasoinhibina incrementd significativamente (P = 0.006; Fig. 6F) el

porcentaje de neuronas positivas para TUNEL por area comparado con el vehiculo.
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La especificidad de los efectos de la vasoinhibina fue mostrada nuevamente con el
uso del al6kDa PRL. La coincubacion de las neuronas con la vasoinhibina
inmunosecuestrada bloqueo los efectos de fragmentacion del ADN inducidos por la

vasoinhibina (P = 0.047; Fig. 6F).
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Fig. 6. Los efectos de la vasoinhibina sobre la muerte por apoptosis en los
cultivos primarios de neuronas del hipocampo. A) Imagenes representativas
de la inmunocitoquimica para Blll-tubulina (rojo) y para caspasa 3 cortada (forma
activa de esta enzima proapoptotica; verde), con los nucleos tefiidos con DAPI
(azul) en los cultivos incubados con el vehiculo y con la vasoinhibina (20nM)
durante 4, 16 y 24 h. B) El andlisis de inmunofluorescencia para BllI-tubulina (rojo)
y para caspasa 3 cortada (verde) con los nucleos tefiidos con DAPI (azul) en
cultivos incubados con el vehiculo, la vasoinhibina (20nM) y la vasoinhibina
inmunosecuestrada (al6kDa PRL) durante 16 h. C) La identificacion de las
neuronas en apoptosis a través de la colocalizacion de ambos marcadores,
neuronal y caspasa 3 activa (amarillo) en un aumento de la imagen. D) La
cuantificacion del % de células positivas para caspasa 3 cortada a las 16 h de
tratamiento con la vasoinhibina (barra negra) respecto a su control (barra blanca)
y respecto a la vasoinhibina inmunosecuestrada (a16kDa PRL; barra gris). E)
Iméagenes representativas que muestran las células positivas para TUNEL (verde)
y los nudcleos celulares tefiidos con DAPI (azul), después de 24 horas de
tratamiento con la vasoinhibina 20 nM. F) La cuantificacion del porcentaje (%) de
neuronas primarias del hipocampo positivas para TUNEL por area en respuesta
a el vehiculo (barra blanca), la vasoinhibina 20 nM (barra negra) o la vasoinhibina
inmunosecuestrada (a16kDa PRL; barra gris). D y F) Los analisis estadisticos
fueron realizados con one-way ANOVA (D, P =0.0043y F =8.233; F, P = 0.0068
y F =7.292) y la prueba post hoc de Tukey. Los valores son la media = E.E.M de
triplicados de 4 experimentos independientes. * p < 0.05; ** p < 0.001. Cada
microfotografia estda compuesta de 16 campos capturados en tile-scan por
microscopia confocal. La barra de calibracion, 200 ym. Objetivo 25X, Zeiss LSM
780; Zeiss, Alemania. Veh, vehiculo; Vi, vasoinhibina; Casp3, caspasa 3; a16kDa
PRL, anticuerpo policlonal levantado contra vasoinhibina; TUNEL, terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling.
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Los efectos de la vasoinhibina sobre la expresion génica de las neuronas del
hipocampo en cultivo primario.

Para determinar la posible via de sefializacion apoptética siendo activada por
la vasoinhibina, evaluamos cambios en la expresion de algunos genes
proapoptoticos por RT gqPCR. Las neuronas fueron tratadas con el vehiculo, la
vasoinhibina 20 nM o la vasoinhibina inmunosecuestrada. Luego de 24 horas de
tratamiento con la vasoinhibina, las muestras procesadas fueron analizadas. El
andlisis de estas muestras mostré que la vasoinhibina incrementa la expresion de
algunas proteinas proapoptéticas implicadas en la via intrinseca, tales como BAD,
BAX, BIM y PUMA comparado con sus respectivos controles (p < 0.001, p < 0.001,
p <0.041y p <0.001, respectivamente; Fig. 7A) y comparado con la vasoinhibina
inmunosecuestrada (p < 0.001, p < 0.008, p < 0.007 y p < 0.028, respectivamente;
Fig. 7A). Asimismo, la vasoinhibina mostré disminuir la expresion de la proteina
antiapoptotica BCL-2 comparado con el control (p < 0.010; Fig. 7B) y comparado
con la vasoinhibina inmunosecuestrada (p < 0.048; Fig. 7B). Ademas, en la razon
BAX/BCL-2 (Fig. 7C), que es indicativa de apoptosis incrementada, se observo un

aumento debido a que los niveles de BAX aumentaron y los de BCL-2 disminuyeron.
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Fig. 7. Los cambios en la expresion génica en respuesta a la vasoinhibina. Los cultivos primarios de neuronas
del hipocampo fueron tratados con el vehiculo (control; barras blancas), la vasoinhibina (20 nM; barras negras) o la
vasoinhibina inmunosecuestrada (a16kDa PRL; barras grises) durante 24 h y la expresion relativa del ARNm de
proteinas relacionadas a la via intrinseca de la apoptosis de la familia BCL-2 fue medida. La cuantificacion de los
cambios en la expresion del ARNm de algunos genes A) proapoptéticos como BAX, BAD, BIMy PUMA y de la proteina
B) antiapoptética BCL-2, asi como la C) ratio Bax/Bcl-2 fueron analizados por RT qPCR. Los andlisis estadisticos
fueron realizados con one-way ANOVA (BAX, P =0.0001y F =14.76; BAD, P =0.0001 y F = 17.90; BIM, P = 0.0046
y F=6.269; PUMA, P =0.0001y F =12.23; BCL-2, P =0.0125 y F = 5.038; Ratio BAX/BCL-2, P = 0.048y F =3.72
y la prueba post hoc de Tukey. Los valores son la media + E.E.M de triplicados de 4 experimentos independientes. *
p < 0.05; *p < 0.001; **p < 0.0001. Veh, vehiculo; Vi, vasoinhibina; a16kDa PRL, anticuerpo policlonal levantado
contra vasoinhibina.
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Discusion.

Interesantemente, algunos autores han mostrado una relacion entre los
comportamientos de ansiedad y depresidn con el impedimento de la sefalizacién
de factores de crecimiento (51,52) y la muerte de neuronas del hipocampo (53-56).
Nuestros resultados, y la administracion intracerebral de vasoinhibina con la
subsecuente induccion de comportamientos de ansiedad y depresion (21) sugieren
que la vasoinhibina podria actuar como un regulador local de la funcién neuronal en
el SNC mas alld de las células endoteliales. Los efectos regulatorios de la
vasoinhibina sobre el sistema nervioso han llegado a ser el objeto de investigacion
de estudios recientes (18,19). Este reciente interés es el resultado de los hallazgos
acumulados que muestran la influencia de las hormonas sobre el cerebro para
modular la funcion neural y, en consecuencia, modular los patrones de
comportamiento (77). Sin embargo, se desconoce si la vasoinhibina actla
directamente sobre las neuronas del SNC. El presente estudio apoya el papel de la
vasoinhibina en la regulacion de las neuronas del SNC. Nuestros resultados
muestran que las neuronas del hipocampo son células blanco de las acciones
proapoptoticas de la vasoinhibina, induciéndoles la muerte celular por apoptosis via
la familia de proteinas BCL-2. Este estudio es la primera evidencia de que la

vasoinhibina tiene un efecto directo sobre las neuronas del SNC.

Los estudios previos para evaluar los efectos de la vasoinhibina sobre células
neuronales fueron realizados en cultivos de neuronas periféricas, y mostraron que

la vasoinhibina promueve la atrofia neuronal y la pérdida celular (18,19). Para
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elucidar si estas acciones de la vasoinhibina u otras ocurren en las neuronas del
SNC nosotros utilizamos cultivos primarios de neuronas del hipocampo, una
conveniente y bien establecida aproximacion para estudiar el papel de diferentes
factores sobre las neuronas del SNC. La vasoinhibina redujo la sobrevivencia de las
neuronas primarias del hipocampo en una concentracion en la cual en neuronas
periféricas solamente bloquea el crecimiento neuritico (18). Solamente con una
concentracion cuatro veces mayor que la dosis efectiva en neuronas periféricas
observamos una reduccién en el area de neuritas de las neuronas del hipocampo.
Esta reduccion podria deberse al grado de dafio o por un efecto independiente sobre
el crecimiento neuritico, puesto que si la viabilidad celular esta comprometida todos
los procesos celulares colapsan (78). Esta diferencia en la respuesta y sensibilidad
a la vasoinhibina entre neuronas centrales y neuronas periféricas podria ser
explicada por la diferencia en especie y estadio de desarrollo de los animales de los
cuales las neuronas fueron aisladas, es decir, las neuronas fetales podrian ser mas
susceptibles que las neuronas de recién nacidos. Otra importante diferencia es que
los efectos de la vasoinhibina sobre las neuronas periféricas ocurrieron a través del
antagonismo funcional de la vasoinhibina sobre la sefalizacion activada por un
factor de crecimiento utilizado como co-tratamiento (18). Mientras que, en este
trabajo se muestran los efectos proapoptoticos de la vasoinhibina sobre las células
neuronales de forma directa, por supuesto, sin perder de vista la presencia de los
factores de crecimiento en el medio suplementado que permiten la sobrevivencia y

el mantenimiento de los cultivos primarios neuronales.
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Hay evidencia convincente de que la muerte celular de poblaciones neuronales
postmitoticas en el SNC ocurre por apoptosis (79). Los datos indicaron que la
vasoinhibina tuvo una accion proapoptotica en las neuronas primarias del
hipocampo. Lo que coincide con las acciones proapoptéticas de la vasoinhibina
previamente descritas en la regresion vascular de los vasos hialoideos en ratas
neonatas (11), la muerte dependiente del estradiol en los lactotrépos de la
adenonhipofisis (12) y en las células endoteliales de los capilares cerebrales y de la
vena umbilical humana (9), asi como en las células endoteliales de los capilares de
la corteza adrenal de bovino en donde induce activacion de apoptosis dependiente
de caspasas (10). El blogueo de la funcion de ERK 1/ 2 y AKT en las neuronas del
hipocampo, promueve citotoxicidad acompafada de la activacion de la caspasa 3
(80). Nuestros resultados, también fueron consistentes con la activacion de la
caspasa 3 como reveld el doble marcaje positivo en la inmunocitoquimica para
caspasa 3 cortada y para Blll-tubulina. Asimismo, los cambios en la expresion de
algunas proteinas proapoptoticas de la familia BCL-2 fueron observados en

respuesta a la vasoinhibina.

La apoptosis neuronal inducida por la vasoinhibina es disparada por la via
intrinseca. La vasoinhibina incrementa la expresion de BAD, BAX, BIM y PUMA,
genes de proteinas proapoptéticas de la familia BCL-2 las cuales son llaves
reguladoras de la apoptosis neuronal (81). La induccién de la apoptosis intrinseca
en neuronas es enteramente dependiente de la expresion y activacion de BAX (82).
BAX es inhibido mediante las interacciones con los miembros antiapoptoticos de la

familia BCL-2, tal como BCL-2, cuya expresion es reducida en respuesta a la
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vasoinhibina. BAD, BIM y PUMA son proteinas con solo el dominio BH3 que inducen
apoptosis por causar desinhibicion de BAX. Particularmente, BIM y PUMA tienen
una potencia relativamente alta en términos de induccién de la apoptosis
comparados con otras proteinas con solo el dominio BH3, debido a su unién con
alta afinidad a todas las proteinas antiapoptoticas BCL-2. En contraste, los niveles
de BCL-2 y de BAX no fueron afectados por el tratamiento con vasoinhibina en las
células endoteliales de los capilares del cerebro bovino, sin embargo, en estas
células la vasoinhibina estimula la conversion de BCL- XL a su forma proapoptética

BCL- Xs, un mecanismo que no fue evaluado en este trabajo.

Por otra parte, la vasoinhibina por si misma no induce muerte celular en las
neuronas del sistema nervioso periférico (SNP), solamente evita la sobrevivencia
inducida por el NGF (19). Esta discrepancia en el efecto de la vasoinhibina en la
sobrevivencia celular en estos dos modelos de neuronas en desarrollo podria
deberse a que la regulacion de la apoptosis es diferente en el SNP y en el SNC. La
via apoptética en el SNP en desarrollo es bien sabido que se regula por factores
troficos derivados del blanco, tales como el NGF, que mantiene la sobrevivencia de
las neuronas, lo cual contrarresta la propension interna a morir (83). En contraste,
las neuronas del SNC en el desarrollo no dependen de un solo factor de crecimiento
para su sobrevivencia y las sefiales implicadas en la regulacién de la apoptosis no
estan totalmente esclarecidas. Por lo tanto, estos hallazgos sugieren que la
vasoinhibina podria ser una de esas sefales implicadas en la regulacion de la

apoptosis en el SNC en desarrollo.
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La expresion de la PRL en diferentes estructuras cerebrales como el hipotalamo, la
corteza y el hipocampo ha sido ampliamente discutida (84,85). La PRL puede cruzar
la barrera hematoencefalica a través de un mecanismo mediado por su receptor en
las células de los plexos coroideos (35) asi como puede cruzar la barrera
hematoencefalica a través de un mecanismo no determinado pero independiente
del RPRL (36). La PRL en el cerebro ha mostrado proteger a las neuronas del
hipocampo contra la excitotoxicidad a través del RPRL (40). La sefializacion
activada por el RPRL en el cerebro ocurre principalmente a través de tres rutas;
MAPK, STAT y PI3K (86,87). Se sabe que la vasoinhibina antagoniza las acciones
en pro de la sobrevivencia, las acciones proliferativas y las acciones tréficas de
algunos factores de crecimiento, interfiriendo con estas mismas vias (4—6). También
es conocido que la vasoinhibina puede interferir con estas vias de activacion en las
células endoteliales (13—17) y en células neuronales (18,19). Aunque la naturaleza
del (los) receptor (es) de vasoinhibina no es completamente conocida, se conoce
gue las acciones de la vasoinhibina no son mediadas por el RPRL (20). Las
acciones opuestas mostradas entre la PRL y la vasoinhibina, la incierta naturaleza
del receptor de vasoinhibina (5,88,89) y si las neuronas del sistema nervioso central
son células blanco de las acciones de la vasoinhibina hacen interesante conocer
mejor el papel de las vasoinhibinas en el cerebro. Estas consistencias podrian
sugerir que el eje PRL / vasoinhibina (89) podria estar activo en el SNC, asi como
ha sido propuesto en el sistema vascular, donde ambas hormonas presentan

efectos opuestos entre ellas (88).
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Estos hallazgos muestran claramente que la vasoinhibina actia directamente sobre
las neuronas del hipocampo induciendo la apoptosis. Sin embargo, si estos efectos
de la vasoinhibina pueden ocurrir In vivo, queda pendiente por estudiarse, asi como
permanece por elucidarse la posible significancia fisiologica que pueda tener.
Asimismo, sera necesaria una extensa investigacion para entender los mecanismos

y las implicaciones patofisiolégicas de la vasoinhibina en el SNC.
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