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Introduccion

El accidente cerebrovascular y la demencia son dos de los problemas de salud
publica mas graves que enfrenta nuestra sociedad. Los accidentes
cerebrovasculares, ocurren como resultado del bloqueo repentino del suministro de
sangre en regiones especificas del cerebro o por la ruptura de vasos sanguineos.
Por otro lado, la demencia es considerada como un proceso degenerativo, que
conduce al deterioro cognitivo de manera progresiva. Aunque por mucho tiempo,
ambas patologias fueron consideradas independientes, con el avance de la ciencia,
hoy en dia es evidente que ambos padecimientos estan relacionados. Existen
numerosos hechos que vinculan particularmente al infarto cerebral con la
enfermedad de Alzheimer (EA) (Lazarov & Tesco, 2016). Estas enfermedades no
solo comparten factores de riesgo en comun como: hipertensién, diabetes mellitus,
tabaquismo, hipercolesterolemia, hiperhomocisteinemia y el envejecimiento (Attems
& Jellinger, 2014), sino que, ademas, existe una fuerte incidencia de problemas
vasculares, especialmente infartos cerebrales en pacientes que sufren de EA. Por
otro lado, la hipoxia se ha relacionado con la alteracion de factores vasculares que
regulan el suministro de oxigeno al cerebro y acelera la progresién de la patogénesis

de EA (Fisk, et al 2007).

Los astrocitos juegan un papel vital en la organizacién, mantenimiento, soporte,
proteccion y reparacion del tejido nervioso, por ejemplo: ofrecen soporte metabdlico
y tréfico para las neuronas, participan en la eliminacion de especies reactivas de
oxigeno y son necesarios para mantener la integridad de la barrera

hematoencefalica (Alobayan, 2019). Por todas las caracteristicas mencionadas
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anteriormente, se considera que la manipulacién de los astrocitos puede ser una
estrategia importante ante un dafio, ya que estas células protegen y aumentan la
supervivencia neuronal en diversos eventos patoldgicos, incluidos la isquemia y la
EA (Ouyang, et al 2013), a través de la activacion de diversos mecanismos de
proteccion endbégenos, que promueven la integridad y funcionalidad del cerebro. A
estas respuestas se les conoce con el nombre de neuroproteccion (Estrada, et al

2012).

Entre los diversos mecanismos de neuroproteccidén, podemos mencionar de forma
general la sintesis y liberacion de factores troficos, que ayuden a detener el dafio y
evitar la muerte celular. Durante afios la investigacion cientifica, se ha encargado
de estudiar diversos factores troficos con potencial neuroprotector, entre ellos una
proteina llamada Klotho (KI), la cual es detectable principalmente en los tubulos
contorneados distales en el rifion y en los plexos coroideos en el cerebro.
Adicionalmente se ha demostrado que el mMRNA de Kl es detectable en regiones
como: la corteza, el hipocampo, el cerebelo, el cuerpo estriado, la sustancia negra,
el bulbo olfatorio y la médula (Kurosu et al, 2005). Por otro lado, gracias al estudio
de ratones transgénicos que sobre expresan Kl, se sabe que ésta molécula mejora
el desempefio cognoscitivo de los ratones, otorga resistencia a la
neurodegeneracion causada por la sobreexpresion de la proteina APP y A,
relacionadas con la EA. Ademas, estos ratones transgénicos parecen ser
resistentes al tratamiento con 1-metil-4-fenil-1,2,3,6 tetrahidropiridina (MPTP), una
neurotoxina usada en el modelo de la enfermedad de Parkinson. En este modelo

animal se observa una resistencia al estrés oxidante y proteccion contra la
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excitotoxicidad por glutamato (Cararo-Lopes et al, 2017). Lo anterior sugiere que el
KI es un factor de especial interés para el estudio de la neuroproteccion,

especificamente en eventos como la isquemia o la EA.

Antecedentes
1. Infarto Cerebral

Entre los accidentes cerebrovasculares, el infarto cerebral es el padecimiento méas
importante y representa la segunda causa de mortalidad y la tercera de incapacidad
a nivel mundial. El infarto cerebral, ocurre como consecuencia de una disminucion
severa o0 blogueo de la circulacién de sangre en una arteria y la consecuente
disminucién de glucosa y oxigeno pueden causar diferentes niveles de dafo,
dependiendo del tiempo de oclusion del vaso sanguineo, la resistencia de la células
y la magnitud del tejido dafiado, En el infarto cerebral, se activan diferentes
mecanismos patologicos como excitotoxicidad, dafio en la barrera hematoencefélica

(BHE) y neuroinflamacion ( Martinez-Coria, et al., 2020)

Existe evidencia de que la respuesta inflamatoria de los astrocitos es un evento
temprano y primario después del infarto cerebral por lo que la disfuncién en los
astrocitos pueden disparar una secuencia de eventos patolégicos como la pérdida
del control del volumen celular, el edema ya sea vasogénico o celular, un incremento
en la presion intracraneal, la formacion de una hernia cerebral y finalmente el arresto

de la circulacion (Yu et al, 1989).



Durante un infarto cerebral, las neuronas son privadas de oxigeno y energia lo cual
desencadena una serie de procesos que conducen a la muerte celular:
excitotoxicidad, estrés oxidativo y nitrosativo, inflamacion y apoptosis. Estos
procesos fisiopatoldgicos (Fig. 1) son perjudiciales no so solo para las neuronas,
sino también para la glia y las células endoteliales, que al estar interconectadas
entre si, estan expuestas a compuestos toxicos que causan la muerte del tejido

(Attems, 2014).

| ICTUS ISQUEMICO

4 FsC
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I Figura 1: Cascada Izsquémica Cerebral. adaptado de Castillo et al. 2003.

Debido a esta interconexion es posible observar un espectro de severidad en la
region afectada (Fig. 2), causada por la disminucién diferencial del suministro de

sangre a diferentes zonas por lo que una parte del tejido cerebral (nucleo), sufre un
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dafio irreversible debido a la muerte celular necrética, mientras que los tejidos
circundantes (penumbra) contienen células recuperables y metabdlicamente
activas, en las cuales la muerte celular ocurre con menor rapidez (Khoshnam et al,
2017). A pesar de este gradiente de dafio, se ha observado que después de un
infarto cerebral, algunos astrocitos dentro del nicleo isquémico permanecen viables
y metabodlicamente activos en las primeras fases después de la reperfusion, por lo
que las consecuencias del dafio isquémico sobre ellos podrian ser reversibles

(Pekny & Nilsson, 2005).

Figura 2: Areas del infarto cerebral

Los cambios en los astrocitos se encuentran entre las respuestas mas tempranas y
dramaticas del cerebro a una lesion y pueden tener consecuencias criticas sobre la

evolucion y el resultado del infarto cerebral. Entre los primeros cambios que ocurren
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en este tipo celular, se encuentra un cambio morfolégico denominado “hipertrofia
astrocitica” debido a que los astrocitos adoptan un citoplasma acuoso y agrandado
con vacuolas distendidas. Este proceso es el resultado de la alteracién osmoética
provocada por la pérdida de la homeostasis idnica (Panickar & Norenberg, 2005);
ademas, los astrocitos presentan un gran nimero de mitocondrias y aumento del
reticulo endoplasmico rugoso debido al incremento en la sintesis de proteinas

(Schimidit, et al 1994).

A nivel molecular, la isquemia provoca en las células la falla de la fosforilacion
oxidativa y de la sintesis de ATP, lo que lleva a que se agote el suministro de ATP,
lo cual afecta de forma negativa a la bomba Na*/K* ATPasa, lo que resulta en la
despolarizaciéon de la membrana plasmatica, la liberacion de potasio al espacio
extracelular y la entrada de sodio a las células. Ademas, existe un fallo en los
canales de Ca?* dependientes de voltaje lo que causa un aumento dramatico en la
concentracion de calcio intracelular. Esto activa diversas proteinas de sefializacion
de muerte celular, como las proteasas dependientes de calcio, las lipasas y las
DNAasas, lo que eventualmente termina en la muerte celular (Khoshnam et al,
2017). Sin embargo, los astrocitos son capaces de sobrevivir y funcionar durante
periodos prolongados en condiciones de hipoxia mediante la glucolisis anaerobica,
y aungque este proceso promueve la supervivencia de los atrocitos también
promueve la acumulacién de acido lactico en el area de penumbra, la cual puede
tener efectos perjudiciales sobre el metabolismo celular, dado que la produccion de
acido lactico genera iones de hidrogeno lo que altera la homeostasis del pH

intracelular (Chen & Swanson, 2003).
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Después de una isquemia, existe una liberacién patolégica de glutamato celular, y
aungue usualmente la recaptura de glutamato es llevada a cabo por los astrocitos,
estos no son capaces de prevenir la excitotoxicidad. En una crisis excitatoria, las
funciones potencialmente protectoras de los astrocitos, como la recaptura del
glutamato, la eliminacion de radicales libres y el sistema amortiguador de K*,
pueden verse eventualmente reducidos o incluso revertidos, contribuyendo al
desarrollo del dafio neuronal. Los cambios morfolégicos y moleculares
experimentados por los astrocitos cuando ocurre un dafio al tejido, se les denomina
astrogliosis reactiva o astrocitos reactivos (Anderson y Sofroniew, 2014). Los
astrocitos reactivos pueden tanto proteger como contribuir el dafio neuronal
mediado por glutamato (Pekny & Nilsson, 2005). Ademas, bajo condiciones de
isquemia, tanto la microglia como los astrocitos reactivos son capaces de secretar
productos con acciones neuroprotectoras. Por ejemplo, distintos estudios han
demostrado que la eliminacion de citocinas producidas tras un evento isquémico
como IL-6 e IL-1B aumentan la permeabilidad de la BHE y disminuye la produccion
de factores neurotréficos como el factor neurotrofico ciliar (CNTF) y el factor de
crecimiento insulinico (IGF), lo cual indica que la astrogliosis inducida por citocinas
después de un trauma es importante para restablecer la integridad de la BHE y para
reparar la lesién en general. Varios datos in vitro demuestran que citocinas como la
IL-1, la IL-6 y el TNF apoyan la produccion de mediadores neuroprotectores

(Becerra-Calixto & Cardona-Gomez, 2017).



2. AB y Enfermedad de Alzheimer

La EA es una patologia neurodegenerativa, irreversible y progresiva cuyo sintoma
mas notorio y temprano, es la pérdida de la memoria junto con una gradual
disminucién de otras habilidades intelectuales, cambios notables en la personalidad
y el comportamiento, en resumen, las personas que sufren de la EA presentan
demencia, es decir, un grupo de desdrdenes cerebrales que impiden la cognicion
(Li, 2011) y que son el resultado del dafio progresivo que termina por destruir las
células cerebrales. En a EA son dos procesos degenerativos los que caracterizan
la fisiopatologia: la amiloidogénesis, que corresponde a la formacion de filamentos
de péptido AB en forma de depdsitos extracelulares y la degeneracion neurofibrilar,
resultado de la agregacién intraneuronal de filamentos de proteinas tau
hiperfosoriladas (Li, et al 2011). Esta enfermedad se presenta de dos formas
principales; la familiar autosomica dominante de EA que ocurre en menos del 1 %
de los casos, es completamente hederitaria, se presenta a una edad temprana y se
asocia con mutaciones en el gen de la proteina precursora del amiloide (APP) en la
region que codifica para el péptido AB, asi como en los genes que codifican para
las presinilinas 1y 2 (PSEN1 y PSEN2), enzimas que regulan la amiloidogenesis.
Las otra forma de esta enfermedad, es la llamada esporadica y se asocia a multiples
factores de riesgo principalmente la edad, estilo de vida, la presencia del alelo
éepsilon 4 de la apopoliproteina (APOE4) y algunas comorbilidades como
enfermedades vasculares y diabetes entre otras (Dossi et al 2018). Se presenta en
personas mayores de 65 afos y representa la principal causa de demencia en

adultos mayores alrededor del mundo. Se caracteriza por la acumulacion de
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oligomeros del péptido AB, el cual se forma como producto de la escision de APP,
ovillos neurofibrilares de la proteina Tau, neuroinflamacién y muerte celular.
Presenta una progresion lenta que inicia en la region de la corteza temporal y el
hipocampo distribuyendose a todo el cerebro en etapas avanzadas (LOpez-Valdés

& Martinez-Coria, 2016).

La neuropatologia de la EA es muy compleja y se han propuesto varias hipotesis
sobre el desarrollo de esta enfermedad, una de ellas propone al péptido A como
el principal generador (Yamamoto et al, 2018). Se estima que la acumulacion y
agregacion patologica de AB que se ve en la EA, es resultado principalmente de un
desequilibrio entre su producciéon y su eliminacién. Por mucho tiempo se ha
propuesto que las neuronas son las Unicas células responsables de acumular y
secretar el péptido AB42 y sus oligdmeros en la EA, mientras que los astrocitos se
encargan de eliminar los desechos neuronales y los residuos de AB (Dal Pra, et al
2015). Por otro lado, se sabe gue existen varias enzimas enddégenas expresadas
por los astrocitos capaces de la degradacién de A, incluidas la neprilisina (NEP),
la enzima degradadora de insulina (IDE), la plasmina, diversas metaloproteasas de
matriz (MMP), la enzima convertidora de endotelina (ECE) y la enzima convertidora
de angiotensina (ACE) (Yamamoto et al, 2018). Por lo tanto, se asumio que esta es
la razén por la que los astrocitos estan cargados con AB42 en los cerebros humanos
con EA. Sin embargo, se ha demostrado que los astrocitos humanos aislados de las
cortezas cerebrales del I6bulo temporal al ser expuesto al fragmento AB25-35
exégeno, se convierten en células productoras, acumuladoras y secretoras de

AB42. Se propone que la EA se desarrolla como un “contagio” endocerebral puesto
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que los oligdbmeros de A se propagan a través de los procesos de las células por
exocitosis, exosoma o varicosidades axonales, convirtiendo a las células diana,
astrocitos y neuronas, en ceélula productoras de AB. Tomando en cuenta que la
proporcién de astrocitos es de 1.7 a 2.2 neuronas en general y que ademas las
sinapsis de las redes neuronales estan envueltas por los procesos moviles de los
astrocitos, donde cada astrocito envuelve un conjunto de neuronas y sus procesos,
se propone que los astrocitos podrian contribuir sustancialmente al desarrollo de la

neuropatologia de la EA (Dal Pr4a, et al 2015).

Por otra parte, la astrogliosis reactiva junto con los ovillos neurofibrilares y las placas
de AB, se consideran como los marcadores neuropatoldgicos del cerebro con la EA
(Li, 2011). Aunque los estimulos capaces de inducir la reactividad en astrocitos
durante la EA siguen bajo debate, diversos estudios utilizando agregados del
péptido AB y nucleos intactos de las placas de AB aislados de cerebros que
presentaban la enfermedad, mostraron que el AR puede disparar la activacion de
astrocitos in vitro, dando como resultado una sobreexpresion de GFAP, ademas de
cambios morfolégicos en estas células (Dossi et al 2018) a través de la activacion
de la via ERK (cinasa de regulacién extracelular), de hecho, se ha encontrado que
el nivel de activacién de la proteina cinasa regulada por estrés en el reticulo
endoplasmico (PERK) en astrocitos, esta fuertemente correlacionado con el
desempefio cognitivo y la gravedad de la neuropatologia en pacientes con EA.
Ademas, se ha demostrado que el péptido AB, puede elevar la produccién de
citocinas y quimiocinas en astrocitos lo que puede transformar a los astrocitos per

se en reactivos (Li, 2011).
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3. Laconvergencia entre lalsquemiay la EA

El infarto cerebral y la demencia son dos de los problemas de salud publica méas
graves que enfrenta nuestra sociedad. Como se ha mencionado previamente, el
infarto cerebral ocurre como resultado del bloqueo repentino del suministro de
sangre a regiones especificas del cerebro. Por otro lado, la demencia es
considerada como un proceso degenerativo que conduce al deterioro cognitivo de
manera progresiva. Aunque por mucho tiempo ambas patologias fueron
considerados como entidades no relacionadas, hoy en dia es evidente que ambos
padecimientos estan relacionados y, de hecho, existe gran evidencia que vinculan
estos padecimientos (EA) (Lazarov & Tesco, 2016). No solo comparten factores de
riesgo en comun como: hipertension, diabetes mellitus, tabaquismo,
hipercolesterolemia, hiperhomocisteinemia y el envejecimiento (Attems & Jellinger,
2014), sino que, ademas, existe una fuerte incidencia de problemas vasculares,
especialmente infartos cerebrales en pacientes que sufren de EA. Esto ultimo se ha
relacionado con la expresion de la APOE4, una apolipoproteina que regula el
metabolismo de lipoproteinas y se asocia con la acumulacion de amiloide en los
capilares del cerebro. Por otro lado, la hipoxia se ha relacionado con la alteracion
de factores vasculares que regulan el suministro de oxigeno al cerebro y acelera la
progresion de la patogénesis de EA (Fisk et al 2007). Por ejemplo, varios estudios
experimentales han demostrado que la isquemia cerebral o la hipoperfusion crénica
estan asociadas con una mayor expresiéon de APP, B-secretasa, y-secretasa y la

deposicion de AB. Por otro lado, aunque se han descrito diversos mecanismos para
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la eliminacién AR, se cree que la via vascular juega un papel importante en dicha
eliminacion ya que la evidencia experimental indica, que estas vias de depuracion
vascular se deterioran tras un infarto cerebral, lo que disminuye la posibilidad de
que se elimine el AB acumulado. Por lo tanto, la hipoperfusién cerebral y la isquemia
inducida por un infarto cerebral pueden acelerar y potencialmente iniciar la cascada
de neurodegeneracion en la EA al aumentar la acumulacion de AB y reducir su
depuracion (Lazarov & Tesco, 2016), a su vez, el AR puede promover la formacion
de lesiones ateroscleréticas a traves del estrés oxidante vascular y la disfuncion

endotelial, lo cual puede desencadenar una isquemia (Khoshnam et al, 2017).

4. Neuroproteccion

Practicamente cualquier estimulo capaz de causar dafio a un tejido u 6rgano puede
activar mecanismos de proteccion enddgenos, lo que potencialmente disminuye el
impacto de estimulos posteriores mas severos (Dirnagl, et al 2003), particularmente
las respuestas de proteccion que intentan mantener la integridad y funcionalidad del
cerebro bajo diferentes estimulos dafiinos. Estas respuestas se conocen como
neuroproteccion (Estrada, et al 2012). De esta manera podemos definir a la
neuroprotecciéon como la prevencion o disminucién del dafio neuronal evidenciado
por las irregularidades en el metabolismo cerebral, la histopatologia o la funcion
neuroldgica que ocurre después de un evento de dafio. Por lo tanto, la prevencion
del dafio y la recuperacion del tejido nervioso representan los objetivos esenciales

de la neuroproteccion (Hudetz, 2010).
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Multiples datos demuestran que los astrocitos juegan un papel multifacético y
complejo en respuesta al dafio en el SNC, de hecho, se considera que estas células
son las principales responsables de la proteccidén de las neuronas especialmente
después de una lesién neuronal (Barreto, 2011) ya que protegen a las neuronas y
aumentan su supervivencia en muchos eventos patoldégicos como la EA y el infarto
cerebral, por lo tanto la manipulacion de las funciones de los astrocitos es una

estrategia importante para mejorar la supervivencia neuronal (Ouyang, et al 2013).

5. Astrocitos

Hasta hace un par de décadas, los astrocitos estuvieron considerados como células
gliales de soporte, con actividades limitadas a brindar metabolismo tréfico y soporte
estructural a las neuronas. Sin embargo, hoy en dia, diversas investigaciones han
revelado el rol multifacético de los astrocitos en la homeostasis del parénquima

cerebral (Becerra-Calixto & Cardona-Gomez, 2017).

Los astrocitos son las células mas numerosas del sistema nervioso central y realizan
multiples funciones (Fig. 3) que son de vital importancia para el funcionamiento
neuronal oOptimo (Chen & Swanson, 2003). Bajo condiciones fisiolégicas, los
astrocitos juegan un papel muy relevante en la organizacion, mantenimiento,
soporte y reparacion del tejido nervioso, ofrecen soporte metabolico y trofico para
las neuronas, participan en la eliminacién de especies reactivas de oxigeno, y son
necesarios para mantener la integridad de la barrera hematoencefalica. Ademas, es
importante mencionar que los astrocitos son importantes para la plasticidad y

transmision sinaptica en el sistema nervioso central puesto que participan en la
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regulacion de los niveles de glutamato extracelular en el espacio postsingptico
(Alobayan, 2019). Ademas, pueden liberar factores neurotroficos y antioxidantes, y
pueden responder a la liberacion de moléculas pro y antinflamatorias. También, se
ha demostrado que los astrocitos regulan el flujo sanguineo durante la actividad
neuronal, a través de la liberacion de sustancias vasoactivas como el 6xido nitrico
(NO), los productos derivados de la actividad de la epoxigenasa, el ATP y la
ciclooxigenasa (Becerra-Calixto & Cardona-Gomez, 2017). Muchas de las
actividades que realizan los astrocitos se deben a la capacidad de estos para estar
interconectados entre ellos via uniones comunicantes (Pekny & Nilsson, 2005), es
decir puntos especializados de contacto, que actian como unidades de
comunicacién intercelular para la transmision directa de moléculas de bajo peso

molecular (<1kDa), usualmente iones y metabolitos (Panickar & Norenberg, 2005).

Figura 3. Funciones bésicas de los astrocitos
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Clasicamente los astrocitos se clasifican en tres tipos principales, dependiendo de
su morfologia y su organizacion espacial: astrocitos radiales que rodean los
ventriculos y que se encuentran orientados perpendicularmente a las superficies
ventriculares, sus procesos son largos y poco ramificados; astrocitos
protoplasméticos en la materia gris con una morfologia abultada y con numerosos
procesos cortos, pero altamente ramificados; y astrocitos fibrosos en la materia
blanca y que presentan una morfologia mas estrelladas con procesos suaves y
largos, pero poco ramificados. A pesar de esta clasificacidon es posible encontrar en
varias zonas del cerebro astrocitos con una morfologia mixta entre los tipos

anteriores (Chen & Swanson, 2003).

5.1. Astrocitos reactivos y Astrogliosis

Los atrocitos son células muy complejas, que no solo juegan un rol fundamental en
la proteccion del sistema nervioso a través de mantener el equilibrio ionico, la
sintesis y la recaptura de neurotransmisores, el control del flujo sanguineo cerebral,
el transporte de agua, la liberacién de antioxidantes, la inmunomodulacién y la
neurogénesis (Fig. 4), sino que ademas, se ven involucrados en eventos de dafio al
tejido nervioso, modificando su morfologia estrellada caracteristica a una forma
‘reactiva” cuando las células son sometidas a condiciones de estrés, dafio o
degeneracion (Becerra-Calixto & Cardona-Gomez, 2017). A este proceso se le
denomina “astrogliosis reactiva® (Fig. 4) y es el resultado de la sefalizacion
especifica de moléculas que pueden inducir multiples cambios que van desde la

hipertrofia celular, las cicatrices gliales, hasta la expresion génica que puede resultar

15



en la secrecion de diferentes mediadores como factores de crecimiento (NGF,
GDNF, BDNF, IGF), interleucinas (IL-1B, IL-6, IL-11), quimiocinas (CXCL1,
CXCL10, CC12, CC17) y factores de necrosis tumoral (TNF-a) (Lépez-Valdés &

Martinez-Coria, 2016).

Durante los ultimos veinte afios se han recopilado evidencias sobre los cambios
continuos y graduales que suceden en la astrogliosis reactiva y van desde
alteraciones reversibles en la expresién génica e hipertrofia celular, hasta la
formacion de cicatrices que pueden representar un reordenamiento permanente en
el tejido nervioso. También es claro que esta diversidad de cambios estructurales
y funcionales es dependiente del contexto del dafio al que se enfrentan los astrocitos

(Anderson, et al 2014).

La forma reactiva de los astrocitos esta directamente relacionada con la expresion
de la proteina &cida fibrilar glial (GFAP) (Becerra-Calixto & Cardona-Gémez, 2017),
de hecho, los astrocitos reactivos fueron caracterizados originalmente por sus
cambios morfologicos (hipertrofia, reestructuracion de los procesos, etc.) y por la
sobreexpresion de GFAP (Ben-Haim, et al, 2015). Esta sobreexpresion de GFAP
depende de factores como la naturaleza del dafio, la distancia entre los astrocitos,
el sitio del dafio, y el tiempo transcurrido desde el dafio. Sin embargo, es importante
mencionar que ademas de la sobrerregulacion de GFAP, otras proteinas
participantes en la formacion de la red de filamentos intermedios se sobreexpresan,
como la vimentina y la nestina. Dicha red se vuelve cada vez mas prominente,
especialmente en los procesos principales y en el soma de la célula (Pekny &

Nilsson, 2005).
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ASTROCITOS EN CONDICIONES
FISIOLOGICAS

ASTROCITOS REACTIVOS
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Figura 4. Papel de los astrocitos en condiciones fisiologicas y de astrogliosis reactiva. Tomado
y modificado de Becerra-Calixto & Cardona-Gémez, 2017.
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Los estudios in vitro, particularmente los cultivos primarios de astrocitos han
permitido conocer algunos de los mecanismos moleculares involucrados en la
astrogliosis. Generalmente los astrocitos en cultivos primarios son expuestos a
citocinas como interleucinas (IL), factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) e interferon
gamma (IFNy), los cuales inducen varios factores transcripcionales que terminan
por provocar cambios funcionales; sin embargo, estas células muestran signos de
reactividad en ausencia de estimulos. Normalmente los astrocitos en cultivo
expresan altos niveles de GFAP y una morfologia plana y poligonal, diferente a la

observada in situ. Cuando los astrocitos son co-cultivados con neuronas, muestran
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una morfologia estrellada y una baja expresion de GFAP, lo cual sugiere que las
neuronas liberan factores que mantienen a los astrocitos en un estado no reactivo

(Ben-Haim, et al, 2015).

Aungue aun no son muy claros los mecanismos moleculares en la astrogliosis
reactiva, se sabe que juega un papel importante en la neuroproteccion, gracias a
los distintos factores producidos bajo estas condiciones que pueden promover la

supervivencia celular y la proliferacion (Becerra-Calixto & Cardona-Gomez, 2017).

Muchos estudios sugieren que los astrocitos reactivos pueden ser tanto
neurotoxicos como neuroprotectores dependiendo de las condiciones, lo cual
sugiere que diferentes tipos de estimulos inducen diferentes tipos de astrocitos
reactivos, por ejemplo un estimulo neuroinflamatorio como el lipopolisacarido (LPS)

puede activar a la microglia para secretar citocinas inflamatorias como IL-1a, TNF

y Clq lo que produce astrocitos reactivos con caracteristicas neurotoxicas, por el
contrario la isquemia tiene como resultado la produccion de astrocitos reactivos con
caracteristicas neuroprotectoras por mecanismos aun no totalmente conocidos
(Baldwin, 2017). Por esta razén es que diversos autores clasifican a los astrocitos
reactivos en dos categorias: Al y A2 (Fig. 5), haciendo una analogia a la
clasificacion M1 y M2 de macrofagos. Los astrocitos A1l se caracterizan por una
sobreexpresién de vias que activan genes, como el sistema complemento, que
pueden impidir la sinapsis, y que ademas secretan neurotoxinas. Los astrocitos A2
sobreexpresan diversos factores neurotréficos que pueden promover tanto la

supervivencia neuronal como la reparaciéon sinaptica. En resumen, el estado Al
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puede ser considerado como dafiino mientras que A2 como un estado de reparacion

(Li, K. et al, 2019).

La astrogliosis reactiva puede observarse como respuesta a practicamente
cualquier dafio del sistema nervioso, incluyendo el infarto cerebral y las

enfermedades neurodegenerativas.
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Figura 5. Heterogeneidad de los astrocitos reactivos. Tomado y modificado de Baldwin, 2017.
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6. Klotho (KI)

En la mitologia griega, tres diosas, Cloto, Laquesis y Atropos determinan la duracién
de la vida de cada mortal controlando el hilo de la vida. Asi pues, hilaban, median y
cortaban dicho hilo, respectivamente (Kuro-o, 2009). Kl fue identificado en 1997
como un gen mutado en una cepa de ratones que acelera la pérdida de funciones
dependientes de la edad. Los ratones homocigotos para el alelo mutado (ratones Kl
- / -) muestran rasgos normales hasta la tercera o cuarta semana de vida, y a partir
de ese momento empiezan a manifestar multiples trastornos relacionados con la
edad, como calcificacion ectépica, atrofia de la piel, atrofia muscular, osteoporosis,
arterosclerosis y enfisema pulmonar. Los ratones Kl - / - sufren una muerte
prematura alrededor de los dos meses de edad (Kurosu et al, 2005). Todos estos
fenotipos estan presentes en cada ratén deficiente de Kl con una penetrancia del
100%. Ademas es importante mencionar que estos ratones deficientes de Kl no
muestran un incremento en la incidencia de tumores malignos, ni un incremento en
las placas amiloides o en los ovillos neurofibrilares en el cerebro, caracteristicas
asociadas al envejecimiento. Sin embargo, es posible que esto se deba a que los
ratones deficientes mueren demasiado pronto para desarrollar dichas

caracteristicas (Kuro-o, 2009).

El gen Kl codifica para una proteina del mismo nombre y existe en cinco formas
diferentes: una proteina transmembranal, tres formas desprendibles y una proteina
secretada (Fig.6). La proteina transmembranal y los dominios desprendibles son
producto del mismo mRNA, que inicialmente produce una proteina transmembranal

de ~130 kDa. Las formas desprendibles de Kl se liberan mediante la escision
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proteolitica del dominio extracelular del KI transmembranal por las
metaloproteinasas ADAM10 y ADAM17. De este dominio extracelular se derivan
dos fragmentos con secuencias similares (KI1 y KI2) y uno compuesto por ambos
(KI1+KI2). Por otro lado, el Kl secretado es producto de un evento de splicing
alternativo, y su secuencia es similar a KI1 con una variacion en el carboxilo
terminal. Se asume que esta forma molecular de Kl es secretada y probablemente
reside en los liquidos extracelulares y la luz de las vesiculas intracelulares (Cararo-

Lopes et al, 2017).
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Figura 6: Diferentes formas de la proteina KI. Modificado de Cararo-Lopes et al,
2017.
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La proteina Kl tiene diversas funciones en el cuerpo (Fig. 7), por ejemplo, el Kl
transmembranal funciona como un correceptor obligado para el factor de
crecimiento fibroblastico 23 (FGF23), una hormona producida en los osteocitos y
actla aumentando la eliminacion de fosforo a nivel renal (Kuro-o, 2011), de esta
manera Kl participa en la regulacion del metabolismo del fosfato, calcio y de la
vitamina D. El dominio extracelular de Kl que es cortado y secretado al sistema
circulatorio funciona como un factor endocrino que tiene una actividad putativa como
sialidasa, por lo que modifica los glucanos de los canales de calcio TRPV5 de la
superficie celular (Kuro-o, 2009). Ademas, este Kl secretado influye en diferentes
vias de sefializacion como p53/p21, cAMP, PKC y Wnt, aunque el efecto mas
marcado de la proteina Kl se aprecia al inhibir la via de sefializacion de la
insulina/IGF-1 (Wang, 2009), ya que esta caracteristica puede contribuir a las
propiedades antioxidantes y anticancerigenas de Kl a nivel sistémico (Kuro-o,

2009).

Kl es detectable principalmente en los tubulos contorneados distales en el rifién y
en el plexo coroideo en el cerebro (Kurosu et al, 2005), y la mayoria de los estudios
se han centrado en estudiar la expresion de Kl en el rifién, por lo tanto actualmente
no se sabe con claridad por qué existe una alta expresion de Kl en las células
epiteliales del plexo coroideo. Ya que Kl soluble es detectable en el liquido cerebro
espinal, lo mas razonable es suponer que esta proteina ha sido producida por el
plexo coroideo, considerandose por algunos investigadores como una produccion
analoga a la del rifién, quien suministra Kl soluble al suero. Esta comparacion no

parece tan sorprendente al tomar en cuenta que el rifidbn y el plexo coroideo
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presentan grandes similitudes a nivel de expresion génica, por lo que el plexo
coroideo se le ha denominado “el rifidn del cerebro”. Por otro lado, el mRNA de Ki
también es detectable en regiones como la corteza, el hipocampo, el cerebelo, el
cuerpo estriado, la sustancia negra, el bulbo olfatorio y la médula. Sin embargo, la
falta de anticuerpos adecuados ha dificultado los estudios de expresion de Kl a nivel
de proteina. Dado que no existe evidencia de que Kl pueda cruzar la barrera
hematoencefélica y ya que hay muy poco intercambio de fluidos entre el liquido
cerebro espinal y el liquido intersticial del parénquima cerebral, se puede asumir
que la proteina Kl que es detectable en el cerebro ha sido expresada localmente

(Cararo-Lopes et al, 2017).
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Figura 7: Funciones de la proteina K1. Modificado de Kuro-o, 2009.
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Como se mencioné anteriormente, un defecto en el gen Kl conduce a una
degeneracion sistémica dependiente de la edad, ademas se ha demostrado que la
sobreexpresion de Kl puede extender la longevidad, esto debido a que el dominio
extracelular de la proteina Kl circula en la sangre y puede unirse a un receptor de
superficie celular que tiene efectos marcados en la fisiologia de la insulina.
Aparentemente al suprimir la fosforilacion de tirosina de los receptores de insulina
e IGF1 se reduce la actividad de las proteinas del sustrato receptor de la insulina
(IRS) y su asociacion con la fosfoinositol 3-quinasas (PI3), lo cual inhibe la
sefalizacion de la insulina. El aumento de la longevidad tras la regulacion negativa
de la insulina y la sefalizacion de IGF1 es un mecanismo conservado
evolutivamente para suprimir el envejecimiento. Kl parece actuar por lo tanto como
una hormona que modula el metabolismo de la insulina y el envejecimiento (Kurosu

et al, 2005).

En el cerebro, la evidencia sugiere que la proteina Kl se requiere a diferentes
niveles. Por ejemplo, a las 5 semanas de edad en los ratones KL - / - se presenta
hipocinesia provocada por la degeneracion de las células de Purkinje en el cerebelo.
Investigaciones posteriores en el hipocampo de estos animales, han reportado
pérdida de sinapsis, perturbaciones en el transporte axonal, alteraciones en los
neuro filamentos y acumulaciéon de lisosomas. Como era de esperar, a las siete
semanas de edad, los ratones muestran alteraciones cognitivas severas, asociadas
con disfuncién colinérgica, dafio oxidativo y estrés apoptético. En contraste, los
ratones que sobreexpresan Kl muestran una cognicion mejorada y parecen

resistentes a la neurodegeneracion causada por la sobreexpresion de la proteina
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APP y AB, relacionadas con la EA, parecen ser resistentes al tratamiento con MPTP,
modelo de la enfermedad de Parkinson, y también se observa una resistencia al
estrés oxidante y proteccidn contra la excitotoxicidad por glutamato (Cararo-Lopes
et al, 2017). Ademas, un estudio de Zhou y colaboradores (2018), concluyé que la
proteina Kl puede funcionar como un factor neuroprotector endégeno contra el dafio
por isquemia cerebral al menos parcialmente ya que puede inhibir la sefalizacién

inflamatoria de RIG-I/NF-k(.

Justificacion

Tanto en la EA como en la isquemia cerebral, diversos estudios han reportado una
astrogliosis reactiva de forma crénica con un incremento en las citocinas
proinflamatorias y quimiocinas que exacerban la respuesta inmune (Yu et al, 1989;
Panickar & Norenberg, 2005; Li, 2011). Como consecuencia se disminuye la
neuroproteccion proporcionada por los astrocitos y agrava la patologia. También, se
alteran funciones como la recaptura del glutamato contribuyendo a la muerte
neuronal por excitotoxicidad y se reduce la depuracion de AB (Pekny & Nilsson,
2005; Khoshnam et al, 2017; Lazarov & Tesco, 2016). Ademas, el incremento de
citocinas proinflamatorias producen un aumento en la produccién de 6xido nitrico
(NO), apoptosis neuronal e inhibicion de la neurogénesis (Baldwin, 2017; Li, K. et
al, 2019). Recientemente, se han analizado tratamientos que prolonguen la
neuroproteccion y reduzcan la neuroinflamacion, utilizando como blanco la
respuesta de los astrocitos (Barreto, 2011; Ouyang, et al 2013). En este trabajo
exploramos la posibilidad de reducir la respuesta inflamatoria a través de modular

un factor neurotréfico como el K.
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Diversos estudios demuestran la importancia de la proteina Kl como factor
antienvejecimiento. Sin embargo, los estudios acerca de su funcionamiento en el
SNC parecen ser aun escasos. La mayoria de las observaciones hechas hasta
ahora, apuntan a que la proteina Kl juega un papel neuroprotector en el cerebro. Este

trabajo pretende contribuir al entendimiento del posible papel neuroprotector de esta

proteina.

Hipotesis

Si la proteina Kl funciona como neuroprotectora entonces, es posible observar una
disminucién en la astrogliosis reactiva, provocada por la privacion de oxigeno y

glucosa y AB en el cultivo primario de astrocitos de rata neonata.

Objetivo general

Identificar si la proteina Kl tiene un efecto neuroprotector en los astrocitos tratados

con AB y sometidos a la privacion de glucosa y oxigeno en un modelo in vitro.

Obijetivos particulares

e Determinar si existe expresion del gen y de la proteina Kl en cultivo primario

de astrocitos de rata neonata
e Determinar los valores basales de GFAP y BDNF en astrocitos

e Determinar los cambios en la expresion de GFAP Y BDNF en respuesta a los

tratamientos con A, Kl y la privacion de glucosa y oxigeno.
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Metodologia

1. Animales

Los cultivos primarios de astrocitos se aislaron de la corteza de ratas de la especie Rattus
norvegicus cepa Wistar de 0-3 dias de nacimiento, las cuales se obtuvieron del
Departamento de Bioterio del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia “Manuel
Velasco Sudrez”. El bioterio del instituto mantiene a los animales de acuerdo con la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 “Especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio”. El protocolo forma parte del proyecto
numero 150/18 que fue aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los
animales de laboratorio (CICUAL-INNN) del INNN. También se observaron las
recomendaciones de la NOM-087-ECOL-1995 para la disposicién de residuos bioldgicos. La
manipulacién de los animales se realizd siempre procurando minimizar el sufrimiento

animal.

2. Diseio experimental:

Se trabajo con cultivos primarios de astrocitos entre el dia 16 y 18 de los cuales se
obtuvieron dos grupos, el grupo de células sin hipoxia (37 °Cy 5 % CO2 95 % O2) y
el grupo de células con hipoxia (85 % N2 10% Hz 5% CO2), a los cuales se les
aplico durante 6 h tratamientos con Kl (0.4 ug/ ml) y AB (1ug/ml). Inmediatamente
después de 6 h se obtuvieron tres tipos de muestras: lisados celulares para la

extraccion y cuantificacion de proteinas, lisados celulares para la extraccion de RNA
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y células fijadas sembradas en vidrio para inmunocitoquimica. Esto se resume en la

figura 8.

Lisado celular para
extraccion de
proteinas (WB:
GFAP, BDNF, Kl

Células control

Células con
hipoxia Lisado celular para

(Tx: Klotho, AB y e extraccion de RNA
Klotho+AB) blologleas (qPCR: BDNF, K)

Cultivos
primarios
de
astrocitos

. Muestras
Rata Wistar PO.

Célulasfijadas
Célulassin (Inmunocitoquimica:
hipoxia GFAP)
(Tx: Klotho, AB y
Klotho+ARB)

Figura 8: Esquema representativo del disefio experimental (Tx: tratamiento, K1: Klotho, AP: Péptido beta-amiloide, WB:
Western Blot, GFAP: Proteina acida fibrilar glial, BDNF: Factor neurotréfico derivado del cerbro, RNA: acido ribonucleico,
qPCR: reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa)

3. Preparacion de cultivos primarios de astrocitos:

Se utilizdé un protocolo previamente reportado (Schildge, et al 2013). Se extrajo el
cerebro de la cavidad craneal y se colocé en solucién Hanks libre de Ca?* y Mg?*,
donde se retiraron las meninges y se diseccionaron las cortezas. El tejido se
disgregd de forma mecénica con la ayuda de una pipeta pasteur y de una jeringa
con calibre 21G. El tejido disgregado se centrifugd posteriormente durante 3 minutos

a 1200 rpm, el pellet resultante se resuspendié en medio DMEM suplementado con
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suero fetal bovino (SFB) al 10% y antibacteriano-antimicético al 1 %. La suspension
fue colocada en un frasco de 75 cm? previamente tratado con poli-D-lisina al menos
durante 1 hora. El medio se cambié 24 h después de la siembra y posteriormente
dos veces por semana. Al llegar al dia 14-16, el frasco se agit6 durante 24 h a 200
rpm a 37 °C y 5% C02/95% Oz, lo que promovio la suspension de las células no
astrociticas. Los astrocitos fueron despegados del frasco con una solucion de
tripsina al 0.5% y agitacion manual. Una alicuota de la resuspencion de las células
se contabilizaron mediante tincién con azul de tripano, y se sembraron en placas de
6 pozos o en fluorodish a una densidad de 1x10° células. Los tratamientos fueron

aplicados 48 h después de su estabilizacion.

4. Viabilidad celular:

La viabilidad de las células se realiz6 mediante la técnica de azul de tripano. Se
tomé una alicuota de 10 ul de células en medio DMEM y se mezclé con 10 pl de
azul de tripano al 0.05%, y se agregaron 80 pl de medio DMEM. La cuantificaciéon
se realizé con la ayuda de la camara de Neubauer y de un microscopio de luz
invertido (Olympus 1X50). Se consideraron como células muertas a todas las
células tefiidas en azul, mientras que las no tefiidas se cuantificaron como células

vivas.

5. Caracterizacion de la poblacién celular en los cultivos primarios:

La caracterizacion de la poblaciéon celular se llevo a cabo mediante la técnica de

inmunocitoquimica utilizando como marcador a la proteina acida fibrilar glial (Glial
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Fibrillary Acidic Protein, GFAP). La GFAP es un filamento intermedio que se

encuentra en el citoesqueleto astroglial (Dennie, et al, 2016).

Para su cuantificacion, los cultivos primarios fueron fijados con paraformaldehido al
4 % en TBS 1x (Tris 10 nM, NaCl 234 Mm, pH 7.6) durante 30 minutos.
Posteriormente, para permeabilizar las células se realizaron 5 lavados de 15 min
con TTBS 1x (Tritdn X-100 0.1% en TBS 1x). Para el bloqueo de sitios inespecificos
se procedio a incubar con leche descremada (BioRad) al 5 % en TBS 1x por 1 hr.
Finalizado el tiempo de incubacion, se prosiguié a lavar las células con TTBS 1x 3
veces por 10 min, después las células fueron puestas en incubacion y refrigeracion
durante toda la noche con el anticuerpo Anti-GFAP (monoclonal, hecho en ratén,
Millipore MAB360) en una dilucién 1:1000 en TTBS 1x con leche al 1 %. Pasada la
noche, se lavé con TTBS 1x durante 30 minutos y posteriormente se incubaron las
células por 2 hrs co n anticuerpo anti-ratdbn hecho en conejo marcado con Alexa 488
a una dilucion 1:2000 en TTBS 1x con leche al 1 %. Terminado el periodo de
incubacion, las células se lavaron durante 10 min con TTBS 1x, para después
contra-tefiir los nucleos celulares con DAPI (4,6-diamidino-2-fenilidole, 300M,
Invitrogen) 1 ug/ml. Las células fueron observadas en el microscopio confocal y se

analizaron con el software Imagen J.

6. Tratamientos v condiciones experimentales de los cultivos:

Se form6 un grupo control y dos grupos experimentales. Las células control se
mantuvieron a 37 °C y 5 % CO2/ 95 % Oz durante 6 h, para luego ser procesadas.

El primero grupo experimental “Células sin hipoxia” fue mantenido a 37 °Cy 5 %
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CO02/95 % Oz durante 6 hrs , dichas células fueron divididas en tres subgrupos con
tratamientos diferentes: Kl, AR y KI + AB. El grupo experimental “Células con hipoxia”
fue mantenido en condiciones anaerdbicas (85 % N2/ 10% H2 / 5% CO2) durante 6
h, dicho grupo fue subdividido en cuatro: Células sin tratamiento, células con Kil,

células con AB y células con Kl y AB.

El Kl recombinante de 50 ug se disolvio en 1,250 pl de H20 y para los grupos
tratados con Kl se utilizaron 10 pl de la disolucién por cada ml de medio

(concentracion final de 0.4 ug/ ml).

Se disolvio 1 mg de AB (25-35) en 1ml de H20 y se utilizd 1 pl de esta solucion por

cada ml de medio (concentracion final de 1ug/ml).

Durante las 6 h de experimento, todos los grupos, incluido el grupo control, fueron

mantenidos con medio DMEM bajo en glucosa.

7. Cuantificacion de proteinas (BDNF, GFAP, KL):

Para la cuantificacion de BDNF, GFAP y Kl mediante SDS-Western Blot los cultivos
de astrocitos, tanto los controles como los grupos experimentales, fueron
preservados a 80°C inmediatamente después de las 6 h de tratamiento.
Posteriormente fueron descongelados y homogenizados en amortiguador (50 mM
TRIS, inhibidor de proteasas, Complete mini, pH 7.4), posteriormente las células se
lisaron por sonicacion (sonicador Fisher, FSH9) durante 2 min, se homogenizaron
con ayuda de un pistilo de plastico y se cuantificaron las proteinas por el método de

Bradford (500-0006 de Bio-Rad, EUA)

31



Se realiz6 un SDS-PAGE en condiciones reductoras en un gel de poliacrilamida al
12% con una carga total de 60 pug de proteina por pozo. Una vez terminada la
electroforesis el gel al igual que las membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad, EUA), se
equilibraron durante 15 min con amortiguador de transferencia (TRIS 25mM, Gly
192 mM, metanol 20 %, pH 8.3). Posteriormente se transfirieron los geles de
poliacrilamida a las membranas de nitrocelulosa a 200 mA durante 1 h con agitacion
constante. Después se lavaron las membranas con TBS 1X (TRIS 100 nM, NaCl 2.5
M, pH 7.5) por 30 min y se bloquearon las membrana con leche al 5% en TBS 1X
durante 2 h, a temperatura ambiente y agitacibn constante. Inmediatamente
después las membrana fueron lavadas con TTBS 1X (Tween 20 al 0.05 % en TBS)
por 30 min para posteriormente ser incubadas con los anticuerpos primarios: Anti-
BDNF dilucion 1:1000 (Monoclonal hecho en ratdén, abcam ab205067), Anti-KI
dilucién 1:500 (Policlonal hecho en conejo, abcam ab98111) y Anti-GFAP dilucién
1:500 (Monoclonal hecho en ratén, millipore MAB360). La incubacién se mantuvo
toda la noche a temperatura ambiente. Posteriormente las membrana fueron
lavadas con TTBS 1x por 30 min y se incubaron por 2 h en el anticuerpo secundario:
Tanto para BDNF como GFAP se utilizé un anticuerpo anti-mouse hecho en conejo
conjugado con HRP, diluido en TTBS 1X con leche al 1 % (1:3000 y 1:600,
respectivamente). Para Kl se utilizd un anticuerpo anti-conejo hecho en cabra

conjugado con HRP, diluido en TTBS 1X con leche al 1 % (1:5000).

Posteriormente, las membranas se lavaron con TTBS 1X durante 30 min y con TBS
1X por 20 min, para después ser reveladas con ECL (Amersham GE healhcare) en

peliculas Kodak Biomax ML.
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Para determinar el nivel de expresion de actina como control de carga se realizo
stripping a las membranas. Se lavaron con TBS 1X durante 30 min y se incubaron
con amortiguador para stripping (TRIS-HCL/SDS/Mercaptoetanol) por 20 min a
70°C en bafio maria y con agitacion constante. Posteriormente, se lavaron con TBS
1X para eliminar el exceso de mercaptoetanol. Se bloquearon con leche al 5 % por
2 h para después ser lavadas con TTBS 1X por 30 min para luego ser incubadas
con el anticuerpo anti-actina dilucién 1:3000 (Monoclonal hecho en ratén) en TTBS
1X con leche al 1% durante toda la noche a temperatura ambiente. Posteriormente
las membranas fueron lavadas con TTBS 1X durante 30 min para después ser
incubadas por dos hrs con el anticuerpo anti-raton hecho en conejo conjugado con
HRP, diluido 1:6000 en TTBS 1X con leche al 1, por 2 h a temperatura ambiente.
Pasado este tiempo las membranas se lavaron con TTBS 1X durante 30 min y luego
con TBS 1X durante 20 min. Se revelaron con ECL (Amersham GE healthcare) en

peliculas Kodak Biomax ML.

Se determind la densidad de pixeles con ayuda del software Image Lab 6.0.1 de

Bio-Rad y se hizo la relacién con respecto a la actina.

8. Extraccion de RNA:

A partir de 1.5 x 106 células se realizé la extraccion de ARN total mediante el método
de trizol (Invitrogen) y el kit Direct-zol RNA MiniPrep (Zymo research, R2050). Las
células fueron homogenizadas en 450 pl de Trizol y después se les afiadié 450 pl
de etanol (100%), se homogenizo con vortex. Después el contenido fue transferido

a una columna Zymo-Spin IIC dentro de un tubo colector y se procedié a
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centrifugarlo a 16,000 x g por 30 s (centrifuga Sorvall). Se descart6 el sobrenadante
y se adicionaron 400 yl del RNA Wash Buffer a la columna para después ser
centrifugada nuevamente a 16,000 x g por 30s. Posteriormente se realizd un
tratamiento con Dnasa tipo |, es decir se le adicionaron a la columna 5 pl de DNasa
tipo I y 75 de Digestion Buffer, y se dejo incubar por un lapso de 15 min a
temperatura ambiente. Al finalizar este tiempo se adicionaron 400 pl de Directo-zol
RNA PreWash a la columna para ser centrifugada a 16,000 x g por 30s. Pasado
este tiempo se adicionaron a la columna 700 pl de RNA Wash buffer y se centrifugd
a 16,000 x g por 2 min. Por ultimo se transfiri6 la columna a un tubo libre de RNasa
y se suspendié el RNA adicionando 50 pl de agua libre de RNasa para luego ser
centrifugado a 16,000 x g por 30s. La concentracién se cuantifico leyendo 2 pl del

RNA eluido a 260 y 280 nm en un Nanodrop (Thermo scientific).

9. Sintesis de DNA complementario (DNAC):

Para sintetizar el DNAc se utiliz6 1 ug del RNA total en un volumen final de 40 pl.
Se siguid una serie de 2 reacciones: En la primera se afiadieron 1 pl de hexameros
y 1 ul de oligo d(T)(100pM). En la segunda reaccién se afiadieron 1 pl de dNTPs
(10mM), 8 ul de Buffer de la retrotranscriptasa, 1 pl de RNasa out y 1 pl de
transcriptasa reversa. El volumen se complet6 con H20. La reaccion para la
transcripcion se llevé a cabo a 37°C durante 90 min. Posteriormente las muestras

se guardaron a - 4 °C.
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10. PCR punto final:

Para detectar la expresion del RNA mensajero de la proteina Kl se utilizé el equipo
GeneAmp PCR System 2400 Thermal Cycler (Perkin Elmer) y oligonucleétidos para
Kl y para la fraccién 18S ribosomal como gen enddgeno. Los reactivos utilizados

fueron de la marca BioRad.

Se prepar6 una mezcla de reaccidon para cada muestra, la cual consistio en: 10.75
pl de H20, 5 pl de Buffer (5x), 4 pl de Magnesio (50nm), 1 pl de DNTPs, 2 ul de
DNACc de la muestra, 1 pl de primer forward, 1 pl de primer reverse y 0.25 pl de Taq
Polimerasa, dando un volumen final de 25 pl. Cada muestra fue colocada en el
termociclador para realizar la reaccién de la cadena de la polimerasa bajo las
siguientes condiciones: desnaturalizacién inicial a 95°C por 2 min, desnaturalizacion
a 95°c por 30s, alineamiento a 62°C por 30s, extension a 72°C por 1 min por 40

ciclos y extension final a 72°C por 10 min.

El producto obtenido se analiz6 mediante una electroforesis en gel de agarosa al
1% (40ml de TAE 1x, 0.4 g de agarosa y 2 ul de Bromuro de etidio 10 mg/ml). La
visualizacion de los amplicones se llevo a cabo mediante la exposicion del gel de

agarosa a luz UV, para posteriormente tomar una foto con un fotodocumentador .

11. PCRy gPCR:

Para cuantificar la expresion de los mensajeros de Kl y BDNF se utilizo el equipo
StepOne™ Real-Time PCR System (ThermoFisher Scientific), el kit Maxima SYBR
Green gPCR Master Mix (2X), with separate ROX vial (Thermo Fisher) y

oligonucledtidos para Kl, BDNF y para la fraccion 18s ribosomal como gen control
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(tabla 1). La mezcla de reaccion contenia 5 pl de Maxima Mix, 0.5 ul del primer
forward, 0.5 pl del primer reverse y 1 pl de H20, y para obtener un volumen final de
10 pl se adicionaron 3 ul de la muestra previamente diluida con H20 1:3. Se llevaron
a cabo 40 ciclos de amplificacion a 95 °C por 10 s, 65 °C durante 30 sy 72 °C por
20 s en cada ciclo. Posteriormente se obtuvo la cuantificacion del producto de gPCR
gracias a la determinacion de CT comparativo, usando como gen de referencia la

fraccién 18s ribosomal.

Tabla 1:Secuencia de oligonucle6tidos de KI, BDNF y 18s ribosomal de Rata (Rattus
norvegicus)

Secuencia sentido Secuencia antisentido
Nombre
KIRt GGACAAAGAAGTGGCGG TTGATGCCGTCCAACACGTA
aaaaaaaaaa CTGCGCCCATGAAAGAAG GCTGTGACCCACTCGCTAAT
BDNFRt

CTTTAATGGCAGTGATAGCGA  CTCTTCCACAGGAGGCCTA
18sRt
12. Analisis estadistico:

El analisis comparativo entre los grupos experimentales y el grupo control se realizé
por medio de una ANOVA de una via, usando la prueba de Tukey como prueba
post-hoc. Los datos se analizaron usando Prism 8.0 (Graphpad Software, San
Diego, California, USA), y se presentaron los promedios obtenidos de por lo menos

cuatro experimentos independientes con su error estandar de la media.
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Resultados

1. Caracterizacion de la poblacién celular de los cultivos primarios
La poblacién celular en los cultivos se caracterizO mediante inmunocitoquimica
utilizando los marcadores para proteina acida fibrilar glial (GFAP) y DAPI. Se
observd una gran cantidad de células con alta inmunoreactividad a GFAP, dichas
células presentan una morfologia estrellada con prolongaciones largas,
correspondiente a la forma de los astrocitos (Fig. 7) El porcentaje de astrocitos en

el cultivo fue de 87%, calculado contabilizando la propocién de células positivas a

DAPly a GFAP.

combinacion (traslape de ambas imagenes) en cultivos primarios de corteza prefrontal de rata neonata.
Objetivo 40x. Barra de escala 100 um.
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2. Expresion de RNAm de Kl en los cultivos primarios

Para determinar si existia una expresion endodgena de Kl en los astrocitos, se
evaluo la expresion del RNAm de Kl en los cultivos primarios de astrocitos, tanto
en condiciones control como en condiciones experimentales. Debido a que no
existia un registro en la literatura acerca de esta proteina en los astrocitos, se
procedié primero mediante la técnica de PCR punto final. En la figura 8, podemos

observar como el RNAmM de Kl es detectable en los cultivos en condiciones control

(C1y C2)y en cada una de las condiciones experimentales.

Figura 8. Imagen representativa de un gel de agarosa, donde se observa la comparacion entre la expresion de RNAm de 18sy
RNAm de KI de cada condicién control y experimental por duplicado, donde CB representa una muestra de cerebro de rata,
C1y C2 condiciones control, aB1 y aB2 células sin hipoxia con AP, K11 y KI2 células sin hipoxia con K1, KA1 y KA2 células
sin hipoxia con K1y AP, H1 y H2 células con hipoxia, las demas acotaciones en color morado corresponden a los tratamientos
antes mencionados pero en condiciones de hipoxia, CN1 y CN2 son los controles negativos.
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Una vez comprobada la expresion del RNAm de Kl en los cultivos primarios de
astrocitos, se evalué el cambio en su expresion provocado por los diferentes
tratamientos y/o condiciones experimentales, por lo cual se realiz6 un PCR en
tiempo real para poder medir las diferencias. En la figura 9 podemos observar que
la expresion del RNAm de Kl aumenta por efecto de la hipoxia. Sin embargo, el
tratamiento con AR no produce ningun cambio con respecto al control en ambas
condiciones de oxigeno. Con el tratamiento con Kl se observé un incremento de
2.34 veces mas en la expresion de RNAm de Kl, pero la presencia de AB inhibe
esta expresion. Este efecto se pudo observar tanto en condiciones normales como

en condiciones de hipoxia.

*gottoll

6+ f *P<0.01 vs. grupo control

#P<0.01 vs. grupo AB
$P<0.05 and $$P<0.01 vs. grupo klotho

). o s P . rupn Hipata
ﬁ D D D I =P<0.01 vs. grupo Hipoxia AB
0=
Figura 9. Andlisis de la expresion de Kl en cultivos primarios de astrocitos tanto en
condiciones control (37 °C y 5 % CO2/ 95 % O2) como en condiciones experimentales
(6 h de privacion de oxigeno glucosa: 85% N2 10% H2 5% CO2, AB: 1ug/ml, KI: 0.4
ug/ ml). Las céulas fueron recolectadas inmediatamente después de las 6 h la expresién
de RNAm de KI fue medida por qPCR. Cada barra representa la media £ erros

estandar, n= 4 experimentos independientes. ANOVA de una via post hoc Tukey. AB
= tratamiento con AP

Expresion relativa Klotho/18S
B

3. Expresion de la proteina Kl en los cultivos primarios de astrocitos

Una vez que se confirmo la expresion del RNAm de Kl en los astrocitos, asi como
los cambios en su expresion, se decidi0 determinar si existia una expresion

cuantificable de la proteina Kl en estas células, asi como si la expresion de esta
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podia modificarse con respecto a las condiciones experimentales. En la figura 10,
se observa una disminucion estadisticamente significativa de la proteina Kl en las

células en cada uno de los tratamientos, con respecto al control.
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C AB Kl K+ABR H  HAB H.Kl HEK+Ap
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AB - 4+ - 4 - 4 -
Klotho -
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*P=0.05 y **P=0.01 vs. grupo control

Figura 10. Efecto de los diferentes tratamientos (Ap: lug/ml, Kl: 0.4 ug/ ml) y condiciones
experimentales de privacion de oxigeno y glucosa (85% N2 10% H2 5% CQO2,) en la expresion de
la proteina Klotho en cultivos primarios de astrocitos. Las células fueron recolectadas
inmediatamente después de las 6 h de tratamiento. La expresion de la proteina fue evaluada
mediante Western Blot. Cada barra representa la media + erros estandar, n= 4 experimentos
independientes. ANOVA de una via post hoc Tukey. AB = tratamiento con A3
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4. Expresion de BDNF y GFAP en cultivo primario de astrocitos:
Para determinar si la proteina Kl juega un papel neuroprotector se decidié evaluar

la expresion del Factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), asi como la
proteina &cida fibrilar glial (GFAP) en los cultivos primarios de astrocitos, tanto en

condiciones control como en condiciones de hipoxia.

200 —
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GFAP/Actina %
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AB - = -+ -+
Klotho el S R g L O

*P=0.05 and **P=0.01 vs. grupo control
$P<=0.05 and $$P<=0.01 vs. grupo klotho

Figura 11. Efecto de los diferentes tratamientos (Af: 1ug/ml, KI: 0.4 ug/ ml) y condiciones
experimentales de privacién de oxigeno y glucosa (85% N2 10% H2 5% CO2,) en la
expresion de la proteina GFAP en cultivos primarios de astrocitos. Las células fueron
recolectadas inmediatamente después de las 6 h de tratamiento. La expresion de la proteina
fue evaluada mediante Western Blot. Cada barra representa la media + erros estandar, n= 4
experimentos independientes. ANOVA de una via post hoc Tukey. AB = tratamiento con AP

En la figura 11 se pueden observar los niveles de GFAP en respuesta a los
diferentes tratamiento. Se encontré6 que la hipoxia produce un incremento
significativo de GFAP en las células (1.53 veces mas que el control). Sin embargo,
este efecto se reduce en presencia de AB. Es interesante que solo se observo esta
disminucién con la combinacién de hipoxia y AR porque en condiciones controles el

efecto de AP es contrario, aumenta la expresion de GFAP. En condiciones controles
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el Kl no tuvo ningun efecto sobre los niveles de GFAP aun en presencia de AB. Sin
embargo, en condiciones de hipoxia el Kl se opone al efecto del tratamiento con AR.
En la figura 12 se pueden observar los niveles de BDNF en los astrocitos en cultivo
y se puede ver como la hipoxia produjo un incremento de BDNF, mientras que el
tratamiento con AP solo incremento los niveles de BDNF en condiciones de hipoxia.
Por otro lado, Kl produjo un incremento de BDNF en las células tanto en condiciones
de normales como en hipoxia, particularmente en condiciones de hipoxia donde el
aumento es de 2.88 veces con respecto al control cercano. Es interesante resaltar
gue este efecto del Kl sobre BDNF no se ve alterado por la presencia de AB. Por
otro lado, es posible observar que existe una tendencia al aumento de la expresién
de BDNF (Fig. 12) en condiciones de dafio, ya sea por AB o hipoxia, y este cambio
es estadisticamente significativo y muy notorio en el grupo tratado con Kl bajo

condiciones de hipoxia, seguido por el grupo tratado AB en condiciones de hipoxia.
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Figura 12. Efecto de los diferentes tratamientos (AB: 1ug/ml, KI: 0.4 ug/ ml) y condiciones
experimentales de privacion de oxigeno y glucosa (85% N2 10% H2 5% CO2,) en la
expresion de la proteina BDNF en cultivos primarios de astrocitos. Las células fueron
recolectadas inmediatamente después de las 6 h de tratamiento. La expresion de la proteina
fue evaluada mediante Western Blot. Cada barra representa la media + erros estandar, n= 4
experimentos independientes. ANOVA de una via post hoc Tukey. AB = tratamiento con A}

Discusion:

En este trabajo se analizo el efecto de la proteina Kl en cultivo primario de astrocitos
de rata neonata, sometidos a la privacién de glucosa y oxigeno por 6 hrs combinado
con el tratamiento de AB. El gen Kl, codifica para una proteina transmembranal, que

juega un papel critico en la funcién renal como co-receptor para FGF23 (Kuro-o, M.,
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2009). El KI también se expresa en los plexos coroides donde es liberado en el
liguido cerebroespinal, asi mismo se ha observado su expresion en el parénquima
cerebral (Cararo-Lopes et al, 2017). Los resultados obtenidos en este trabajo no
solo confirman la expresién del RNAm de Kl en el parenquima cerebral de rata, sino
que muestran la expresion del mensajero de Kl (Figuras 8y 9) y la proteina (Fig. 10)
en los astrocitos cultivados de las cortezas cerebrales de rata. Ademas, es
importante sefalar que la expresién del mensajero cambia por efecto de los
tratamientos. Ademas, se pudo observar que la hipoxia produce un aumento en la
expresion del RNAm de KiI, lo que podria sugerir que el KI reponde ante un dafio.
Estos resultados concuerdan con los reportes del efecto neuroprotector de Kl sobre
citotoxicidad en neuronas (Zeldich, et al 2014; Abraham, et al 2016). Normalmente
los astrocitos juegan un papel importante en la citotoxicidad en las neuronas, a
través de la recaptura de glutamato y la depuracion de radicales libres (Chen &
Swanson, 2003). Sin embargo, no se observaron cambios por efecto del AR
directamente sobre los niveles de RNAmM de KI. Recientemente se ha reportado, que
la acumulacion de AB producen un deterioro en la depuracién de este péptido por
parte de los astrocitos y un exceso de A provoca que los mismos astrocitos inicien

con la produccion de mas AR (Dal Pra, et al 2015).

Los astrocitos tratados con Kl soluble, ya sea en condiciones control o hipoxia,
muestran un aumento significativo en la expresion del RNAm, lo cual podria sugerir
un caso de retroalimentacién positiva. Aunque fisiolégicamente los ejemplos de
retroalimentacion positiva son poco abundantes, se sabe que como parte de la

regulacion de la maduracién en astrocitos existe un proceso de retroalimentacion
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positiva que involucra al factor de crecimiento similar al factor de crecimiento
epidérmico de union a heparina (HBEGF) y al receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) (Li, et al, 2019). No seria extrafio que el Kl soluble, provocara
una produccion de Kl intracelular. Sin embargo, para confirmar este hecho se debe

ampliar la investigacion acerca de la regulacion intracelular de K.

Como se ha mencionado anteriormente la expresion del gen Kl disminuye con la
edad y la evidencia acumulada de diversas investigaciones sugiere un posible nexo
entre Kl y diversos padecimientos presentes en el envejecimiento, incluyendo la
neurodegeneracion y los infartos cerebrales (Zhou, H., et al, 2018). Por esta razén,
es que se decidié someter a los cultivos primarios de astrocitos a condiciones de
privacion de oxigeno y glucosa, ya que este modelo ha sido el mas comunmente
utilizado para inducir dafio similar al infarto cerebral en células in vitro. El método
consiste en reemplazar el medio de cultivo estandar por uno sin o con poca glucosa,
y la incubacién de las células en una cadmara de hipoxia (Tornabene, et al, 2019).
Para imitar un infarto cerebral, los astrocitos en cultivo fueron sometidos a un medio
de cultivo con 1g/L D-glucosa en una camara de hipoxia con 1% de O2. Ademas,
como se menciond previamente, existe evidencia que sugiere fuertemente una
relacion entre EA y el accidente cerebrovascular, factores de riesgo vascular, como
la hipertension, relacionados con la isquemia, aumentan significativamente el riesgo
de presentar EA, ademas, entre el 60-90% de los pacientes con EA presentan
lesiones correspondientes a las de un accidente cerebrovascular. Por otro lado,
algunos estudios clinicos indican que personas con deficiencias cognitivas como las

diagnosticadas clinicamente con EA tienen un mayor riesgo de presentar isquemia
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0 un accidente cerebrovascular (Koistinaho & Koistinaho, 2005). Existe evidencia
que ha revelado que la exposicién a hipoxia/isquemia aumenta la sintesis de la
proteina precursora de (-amiloide (APP), lo cual conduce a una acumulacion del
péptido B-amiloide en el cerebro (Salminen, 2017). Aunque por mucho tiempo se
penso, que las neuronas eran el Unico tipo celular capaz de producir AB, estudios
recientes muestran que los astrocitos son capaces de secretar Ap (Frost, 2017), de
hecho, en cultivos de astrocitos sometidos a periodos largos de hipoxia se ha
observado la produccion de la proteina B-amiloide (Boycott, 2007). También, se
sabe que el envejecimiento, ademas de ser un factor de riesgo comun para la EA 'y
el infarto cerebral, puede tener efectos sobre las arterias cerebrales reflejAndose en
una mayor acumulacion de AP soluble tanto en el parénquima cerebral como en las
paredes de los vasos sanguineos, provocando una predisposicion para sufrir
hipoxia (Attems, 2014). Por eso se considero apropiado incluir entre los tratamientos
experimentales el fragmento AB (25-35) disuelto en el medio celular y en
combinacion de la hipoxia, teniendo como objetivo comprender mejor la interaccion
entre la acumulacion de la proteina amiloide y la hipoxia. Se decidio trabajar con el
fragmento de AB 25-35 ya que se ha propuesto que este fragmento representa la
region biolégicamente activa del AB, ademas estudios in vitro han demostrado que

no requiere del “envejecimiento para agregarse y volverse toxica (Hughes, 2000).

A pesar de que se encontré un aumento significativo en cuanto a la expresién del
RNAmM de Kl en los grupos tratados con Kl soluble, ya sea en hipoxia o no, y a pesar
de que se observa una tendencia a aumentar el RNAm de Kl, en general en todas

las condiciones comparadas con el grupo control, al realizar la cuantificacion de la
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proteina Kl en los cultivos (Fig. 10), se observo una disminucion estadisticamente
significativa de Kl en cada tratamiento, siendo mas marcada en los tratamientos con
hipoxia. Es importante recordar, que el dogma central de la biologia vincula
fuertemente al DNA, RNA y a su proteina. Mientras que una secuencia genética
determina la secuencia del RNAm producto, y a su vez este determina la secuencia
de aminoacidos del polipéptido resultante, no existe una relacion exacta entre la
concentracion de un transcripto y la concentraciébn o concentraciones de la o las
proteinas derivadas de un locus particular. Cuando una célula se encuentra en
‘estado estable”, se considera que no se encuentra experimentando grandes
cambios fisiolégicos y sus promedios de traduccion proteina y/o RNAmM se
mantienen estables, bajo dichas circunstancias, la variaciébn de los niveles de
proteina entre genes esta determinada principalmente por sus respectivos niveles
de RNAm. Cuando una célula se encuentra en un estado de transicion, las proteinas
sintetizadas también pueden ser determinadas en gran medida por la induccién de
RNAmM respectiva. Sin embargo, no se espera que la transcripcion inducida
conduzca a un aumento inmediato de los niveles de proteinas, ya que la
maduracion, la exportacion y la traduccién del RNAm toman algin tiempo, por lo
tanto, se considera que existe un retraso entre la induccién transcripcional y el
aumento del nivel de proteinas (Liu, Y, 2016). De hecho, en un estudio publicado
en 2015 usando un modelo de estimulacion por LPS de células dendriticas de ratéon,
donde se midieron proteinas de respuesta inmune y se demostré que a pesar de

existir un pico de RNAm a las 5 hrs de la estimulacion, no es hasta 12 hrs post
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tratamiento, que los niveles de proteina pueden ser correlacionados con sus RNAm

especificos (Jovanovic, 2015).

Como se menciond anteriormente, a pesar de que se observa un aumento
significativo en la expresion del RNAm de Kl (Fig. 9), este aumento parece no
correlacionar con los niveles de expresion de la proteina Kl, pero debemos tomar
en cuenta, que la hipoxia tiene efectos significativos y conocidos en las diversas
proteinas celulares, lo cual puede provocar no solo efectos inmediatos en la
activacion de enzimas, sino que puede resultar en cambios en la sintesis de
proteinas (Fisk, 2007). Ademas, no solo se utilizo la hipoxia como factor de estrés
y dafio celular, sino también el del péptido AR 25-35 fue usado en algunos grupos
experimentales. Debido a que diversos estudios previos, han demostrado que los
agregados de AP, asi como el nucleo intacto de las placas de A, pueden disparar
la activacion de los astrocitos in vitro, causando una sobre regulacion notoria de
GFAP acompafada de cambios morfoldgicos, entre muchos otros efectos (Dossi,
2018) es probable, por lo tanto, que la diferencia entre el RNAm y la proteina Kl se

deba al retraso en la sintesis de la proteina.

Como se menciond anteriormente, se decidié evaluar la expresion de la proteina
GFAP mediante la técnica de Western Blot ya que los cambios en la expresion de
esta proteina han sido considerados por muchos estudios previos como un
marcador para medir la reactividad de los astrocitos en diferentes modelos de dafo
celular (Liddelow, 2017). Ademas se ha postulado que la proteina GFAP puede
jugar un papel importante en el proceso isquémico, de hecho, el raton knockout para

GFAP muestra un volumen mayor de infarto cortical, una disminucion local de la
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circulacién sanguinea y un aumento de la presion intracraneal después de un
proceso de isquemia/reperfusion, comparado con los controles (Panickar, 2005). En
2018 Zhou y colaboradores, publicaron un estudio donde se afirma que Kl tiene un
efecto protector frente al dafio cerebral provocado por isquemia, y en parte se debe
a que la sobreexpresién de Kl disminuye significativamente la inmunoreactividad de
la proteina GFAP (Zhou, 2018). En el presente trabajo de tesis, se puede observo
que el Kl soluble no reduce la expresion de GFAP (Fig. 11), de hecho, existe un
aumento estadisticamente significativo en cuanto a la expresion de esta proteina
cuando se convinan los tratamientos de AB y Kl, ya sea en condiciones de hipoxia
o control. Es necesario recordar que los astrocitos adoptan un estado “reactivo” ante
cualquier dafio del SNC, este estado de reactividad incluye la hipertrofia celular y
diversos cambios en la expresion genética (Sofroniew, 2005), siendo tal vez el mas
notorio el incremento en la expresién de la proteina GFAP, ademas de la Vimentina
y la Nestina. El estado reactivo de los astrocitos especificamente después de un
infarto sigue siendo controversial, por lo que se considera que los astrocitos
reactivos pueden desempenfar papeles perjudiciales o beneficiosos dependiendo de
las condiciones espacio temporales (Liu, 2014). En el estudio de Zhou y
colaboradores (2018) observaron una disminucién en la expresion de la proteina
GFAP medido 72 hrs después del infarto cerebral y la reperfusion cerebral, es
decir, la expresion de la proteina GFAP fue analizada en una etapa no aguda del
dafio por isquemia, mientras que en la presente tesis, la expresion de dicha proteina
fue determinada inmediatamente después de aplicarse el modelo de privacion de

oxigeno y glucosa, lo cual explicaria porque a pesar de lo previamente publicado,
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no se registra una disminucién de la expresion de GFAP, posiblemente si se
hubieran tomado mediciones a tiempos mas largos se podria observar un

decaimiento de la expresion de GFAP.

Por altimo, se decidié evaluar la expresion a nivel del BDNF, este factor es un
miembro de la familia de las neurotrofinas, dicha proteina desempefia funciones de
supervivencia y diferenciacion durante el desarrollo del sistema nervioso. Ademas,
el BDNF se mantiene presente en el cerebro maduro y participa en la potenciacion
a largo plazo, el aprendizaje y la formacién de la memoria. EI BDNF ademas es una
molécula crucial para la sefializacion molecular en la plasticidad cerebral adaptativa
después de un infarto cerebral, de hecho, los tratamientos que mejoran la
recuperacion de funciones estan fuertemente asociados con el incremento de los
niveles de BDNF en las &reas periféricas a la lesién. Contrariamente, la disminucién
en los niveles de BDNF, después de un infarto cerebral reduce la neuroplasticidad
o la recuperacion de funciones ya sean espontaneas o inducidas por terapia de
rehabilitacion (Béjot, 2011). Clasicamente se consideraba que las neuronas
producian y almacenaban el BDNF, pero hoy en dia se sabe que los astrocitos son
capaces de producir BDNF en el SNC bajo circunstancias de dafio como la
esclerosis multiple, el mal de Parkinson, la EA, o el infarto cerebral, en donde existe
una sobre regulacion de BDNF es los astrocitos reactivos. También se sabe, que
después de una estimulacion in vitro, los astrocitos reactivos producen BDNF para
rescatar a las células neuronales de la degeneracion neuritica inducida

experimentalmente, por lo tanto, se considera que, la produccion de BDNF por los
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astrocitos reactivos puede contribuir a la reparacién de tejidos lesionados y a la

neuroproteccion (Wei, 2010).

En la presente tesis, pudimos observar que existe un aumento significativo de la
expresion de BDNF (Fig. 12) con todos los tratamientos, y bajo condiciones de
hipoxia cuando a los cultivos se les aplico AB o Kl, o la combinacion de ambos. En
un estudio in vivo, Béjot y colaboradores (2011), demostraron que tanto las
neuronas como las células no neuronales, producen una cantidad sustancial de
BDNF después de un accidente cerebrovascular en ratas, pero esta contribucion
relativa depende del retraso después de que se inicia el infarto cerebral. Es decir,
en las primeras cuatro horas después del infarto el incremento de BDNF es debido
a la sobre regulacién de esta proteina por las neuronas, tiempo después tanto las
células endoteliales como la microglia se conviertan en las células productoras
dominantes, mientras que 8 dias después del infarto, la sobreproduccion de BDNF
involucra tanto a las neuronas como a los astrocitos. Por lo tanto, no es de
sorprender que no se observe un incremento estadisticamente significativo en la
produccion de BDNF bajo condiciones de hipoxia in vitro, ya que las mediciones de
la proteina se llevaron acabd inmediatamente después que las células fueron
extraidas de la camara de hipoxia. Por otro lado, lo que si es importante mencionar,
es el aumento significativo en la produccién de BDNF cuando las células son
tratadas con AB bajo condiciones de hipoxia, ya que en un estudio de Tang y
colaboradores (2000) se encontré que, aunque existe una expresion de BDNF
inducida por AB ésta se da 3 dias después de mantener una infusién

intracerebroventricular continua de AB en ratas. Tanto la hipoxia como la proteina
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B-amiloide son capaces de inducir la produccion de BDNF pero en tiempos
considerablemente mas largos a los observados en esta trabajo. Por lo tanto el que
en los experimentos aqui presentados se observe una produccién estadisticamente
significativa de BDNF en tan solo 6 horas se puede deber a un efecto sinérgico
producido por la combinacion del tratamiento con AR bajo condiciones de hipoxia.
También, es posible que exista un efecto sinérgico en la produccién de BDNF
debido a la aplicacion del tratamiento con Kl bajo condiciones de hipoxia, ya que
como se menciono antes, el dafio por isquemia es capaz de provocar una sobre
expresion de BDNF, pero varios dias después del dafio, al menos en astrocitos y
aunque no esta reportada una relacién estrecha entre Kl y BDNF, los modelos
murinos demuestran que la deficiencia de la proteina Kl, resulta en un bajo
desempeiio cognitivo en las pruebas de memoria y aprendizaje, mientras que su
sobreexpresién mejora las funciones cognitivas (Abraham, 2016). Ademas, el ratén
knock out de Kotho, presenta una baja expresion de diversas proteinas entre ellas
BDNF (Park, 2013), por lo que es posible sugerir una relacion entre BDNF y Kl con
efectos directos sobre el desempefio cognitivo, pero es necesario investigar mas al

respecto para poder realizar conclusiones definitivas.
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Conclusiones:

A partir de los resultados obtenidos en el presente trabajo, podemos concluir que
los astrocitos corticales de rata en cultivo primario expresan Kl, tanto a nivel de
proteina como de RNAm. Sin embargo, existe un desfase en la relacion RNAm y
proteina, el cual se puede atribuir a las condiciones de dafio celular a las que fueron
sometidos los cultivos. Ademas, el Kl soluble es capaz de inducir un aumento muy
significativo en la expresion del RNAm de KlI, por lo que se podria sugerir un posible
caso de retroalimentacion positiva. También se puede concluir, que el Kl soluble no
disminuye la sobreexpresiéon de GFAP en un proceso agudo de dafio como la
hipoxia inducida por 6 hrs o el tratamiento con AB. Por otro lado, el Kl soluble
combinado con la hipoxia, promueve el aumento en la expresion de BDNF como

resultado de una posible interaccion sinérgica.
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